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Zusammenfassung

Die ungesattigte Carbonsédure trans-Aconitat ist ein Isomer von cis-Aconitat, einem Zwi-
schenprodukt des Citratzyklus, welches durch die Aconitase synthetisiert wird. Es ist
bekannt, dass trans-Aconitat von zuckerhaltigen Pflanzen und auch von Bakterien als
Schadstoff produziert wird, da es als Inhibitor der Aconitase und der Fumarase wirkt und
daher toxisch sein kann.

In Ustilago maydis wurde im Verlauf dieser Arbeit ein Gencluster charakterisiert, der
es dem Pilz erlaubt, trans-Aconitat als alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen und dariiber
hinaus der Toxizitat dieses Metaboliten entgegenwirkt. In diesem Gencluster befinden sich
vier gemeinsam regulierte Gene. Zwei codieren fiir die Transporter, die sich in der Plas-
mamembran bzw. in den Mitochondrien befinden. Die Charakterisierung von Mutanten
und HPLC-Messungen des trans-Aconitat Abbaus zeigten, dass der in der Zellmembran
befindliche Transporter Aipl notwendig ist, um trans-Aconitat in die Zellen einzuschleu-
sen. Der mitochondriale Transporter Mtt2 ist ebenfalls notwendig fiir das Wachstum von
Zellen auf trans-Aconitat als alleiniger Kohlenstoffquelle. Zudem sind in dem Cluster eine
Aconitat-A-Isomerase Adi2 und ein Transkriptionsfaktor Ram1 codiert. Die Isomerase
Adi2 war namensgebend fiir den Cluster, da sie sehr &hnlich zu der Isomerase Adil ist,
die fiir die Itaconsdurebiosynthese in U. maydis notwendig ist (Geiser et al., 2016). Adi2
konnte aufgrund seiner Ahnlichkeit zu Adil identifiziert werden (Przybilla, 2014). Gene-
tische Analysen wiederum in Kombination mit HPLC-Messungen zeigten, dass Adi2 fiir
die Isomerisierung von trans-Aconitat in cis-Aconitat verwendet wird und auflerdem not-
wendig ist, um toxisches trans-Aconitat aus dem Cytosol zu entfernen.

Der Transkriptionsfaktor Ram1 gehort zur Familie der Zn(II)o-Cysg Transkriptionsfakto-
ren und ist fiir die Regulation des Adi2-Genclusters verantwortlich. Diese Transkriptionsfaktor-
Familie ist in der Lage, mithilfe eines binuklearen Zink-Clusters konservierte DNA-Motive
zu binden. Fir die Bindung von Raml in der Promotorregion der einzelnen Clusterge-
ne konnte ein DNA-Motiv postuliert werden. Die Aktivierungsdoméne von Raml wird
durch die Anwesenheit von trans-Aconitat stimuliert, wodurch Ram1l nur dann in der La-
ge ist, die Transkription der Clustergene einzuleiten, wenn trans-Aconitat vorhanden ist.
Der genaue Mechanismus der Wirkung von trans-Aconitat auf den Transkriptionsfaktor

konnte noch nicht vollstandig aufgeklart werden. Experimente mit chimeren Transkrip-



tionsfaktoren legen jedoch nahe, dass vermutlich nicht direkt die Bindung an die DNA
durch trans-Aconitat beeinflusst wird. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Glu-

cose unabhéngig von Ram1 die Expression der Gene des Adi2-Genclusters inhibieren kann.

Abstract

The unsaturated carboxylic acid trans-aconitate is an isomer of cis-aconitate, an inter-
mediate of the citric acid cycle, which is synthesized by the aconitase. It is known that
trans-aconitate is produced by plants containing sugar and also by bacteria as a toxic
substance, since it acts as an inhibitor of aconitase and fumarase.

In Ustilago maydis a gene cluster was characterized in the course of this work which
allows the fungus to use trans-aconitate as the sole carbon source and also counteracts
the toxicity of this metabolite. This gene cluster contains four genes that are regulated
together. Two code for transporters that are located in the plasma membrane and in the
mitochondria. The characterization of mutants and HPLC measurements of the trans-
aconitate degradation showed that the transporter Aipl located in the cell membrane is
necessary to import trans-aconitate into the cells. The mitochondrial transporter Mtt2
is also necessary for the growth of the cells on trans-aconitate as the sole carbon source.
In addition an aconitate-A-isomerase Adi2 and a transcription factor Ram1 are encoded
in the cluster. The isomerase Adi2 gave the cluster its name because it is very similar
to the isomerase Adil, which is necessary for itaconic acid biosynthesis in U. maydis
(Geiser et al., 2016). Adi2 was identified due to its similarity to Adil (Przybilla, 2014).
Genetic analyzes in combination with HPLC measurements showed that Adi2 is used for
the isomerization of trans-aconitate to cis-aconitate and is also necessary to remove toxic
trans-aconitate from the cytosol.

The transcription factor Ram1 belongs to the family of Zn(II)s-Cysg transcription factors
and is responsible for the regulation of the Adi2 gene cluster. This family of transcription
factors is able to bind conserved DNA motifs using a binuclear zinc cluster. A DNA motif
was postulated for the binding of Ram1 to the promoter region of the individual cluster
genes. The activation domain of Ram1 is stimulated by the presence of trans-aconitate,
which means that Raml is only able to initiate transcription of the cluster genes when
trans-aconitate is present. The exact mechanism of the effect of trans-aconitate on the
transcription factor has not been fully elucidated yet. However, experiments with chimeric
transcription factors suggest that binding to DNA is probably not directly influenced by
trans-aconitate. In addition, it was shown that glucose can inhibit the expression of the

genes of the Adi2 gene cluster independently of Ram1.
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1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis

Ustilago maydis ist ein phytopathogener Pilz, der innerhalb der Abteilung der Basidio-
mycota zur Ordnung der Ustilaginales (Brandpilze) gehort. U. maydis ist ausschlielich
in der Lage Maispflanzen und dessen Wildform Teosinte an allen oberirdischen Teilen der

Pflanze zu infizieren.

1.1.1 Der Lebenszyklus von U. maydis

U. maydis besitzt einen dimorphen Lebenszyklus und wechselt zwischen einem nichtpa-
thogenen haploiden und einem pathogenen diploiden Stadium. In der haploiden Form lebt
U. maydis saprophytisch und vermehrt sich vegetativ durch bipolare Knospung. Um eine
pathogene Form anzunehmen, muss ein dikaryotisches Filament ausgebildet werden, was
durch die Paarung von zwei kompatiblen, haploiden Sporidien mit unterschiedlichem Paa-
rungstyp moglich wird (siehe Abb. 1.1). Diese erkennen sich auf der Pflanzenoberflache
mithilfe eines Pheromon-Rezeptorsystems, was zum Zellzyklusarrest und zur Ausbildung
von Konjugationshyphen fiihrt. Diese Hyphen orientieren sich entlang des Pheromongra-
dienten und wachsen aufeinander zu (Bolker et al., 1992; Snetselaar et al., 1996). Nach
der Fusion an der Spitze entsteht eine dikaryotische Infektionshyphe, die sich durch api-
kales Spitzenwachstum verlangert (Banuett and Herskowitz, 2002) und durch Ausbilden
eines Appressoriums in die Pflanze eindringt und die Ausbildung von tumorartigen Gal-
len induziert. In diesen erfolgt eine Karyogamie und die Hyphen differenzieren sich zu
stark pigmentierten diploiden Teliosporen, die aus den reifen Tumoren freigesetzt und
anschlieffend durch Wind und Regen verbreitet werden (Banuett and Herskowitz, 1994,
1996). Die Teliospore stellt die Dauerform von U. maydis dar und kann unter geeigneten
Bedingungen wieder auskeimen und durch Meiose vegetativ wachsende, haploide Sporen
bilden.
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Abbildung 1.1: Der Lebenszyklus von U. maydis

Der Lebenszyklus von U. maydis lasst sich in ein haploides, ein dikaryotisches und ein diploides Stadi-
um einteilen. Sporidien mit unterschiedlichem Paarungstyp sind in der Lage, miteinander zu fusionieren
und dikaryotische Filamente zu bilden. Diese Form von U. maydis ist pathogen. Nach Penetration der
Pflanzenepidermis mithilfe von Appressorien kommt es zur Proliferation der Hyphenzellen und zur In-
duktion von tumorartigen Gallen. Innerhalb dieser Gallen erfolgt die Proliferation und die Bildung von
diploiden Teliosporen, welche, nach Aufplatzen der Gallen, durch Wind und Regen verteilt werden. Unter
geeigneten Bedingungen konnen diese wieder zu haploiden Sporidien auskeimen. (nach(Kédmper et al.,
2006)).

1.1.2 U. maydis als Modellorganismus

Nicht nur fiir Untersuchungen hinsichtlich der pathogenen Entwicklung mit seiner Wirts-
pflanze, sondern auch zur Erforschung grundlegender biologischer Fragestellungen eignet
sich U. maydis besonders gut. Da die Genomsequenz von U. maydis vollstandig bekannt
ist (Kamper et al., 2006), konnen moderne Methoden der Transkriptom- und Proteom-
Analyse durchgefithrt werden (Steinberg and Perez-Martin, 2008). Wegen der leichten
Kultivierbarkeit des haploiden Stadiums, mit einer Verdopplungszeit von nur zwei Stun-
den und aufgrund der Zugénglichkeit fiir genetische Manipulation hat sich U. maydis als
Modellorganismus etabliert. In den letzten Jahren wurde U. maydis vor allem fiir die Un-
tersuchung der Zellpolaritat und der Morphogenese, aber auch fiir die Charakterisierung
der Biosynthesewege von verschiedenen Sekundarmetaboliten etabliert. U. maydis ist wie
viele andere Pilze in der Lage, verschiedene Sekundarmetaboliten zu produzieren (Bolker
et al., 2008). Bisher konnten drei Gencluster charakterisiert werden, die fir Enzyme co-
dieren, welche fiir die Synthese von Varianten der beiden Glykolipide Ustilaginsaure (UA)
und Mannosylerythritollipid (MEL) und fiir die Synthese der Dicarbonsaure Itaconséure
(TA) verantwortlich sind (Hewald, 2005; Hewald et al., 2006; Przybilla, 2014; Teichmann
et al., 2007).



1.2 Sekundarmetabolismus

Mikroorganismen sind in der Lage, unter bestimmten Bedingungen Sekundarmetabolite
zu produzieren. Dabei handelt es sich um strukturell variable Stoffe mit meist gerin-
gem Molekulargewicht, die im Gegensatz zu Primadrmetaboliten nicht essentiell fiir das
Uberleben bzw. das Wachstum der Organismen sind. Trotzdem kann die Produktion von
Sekundarmetaboliten, besonders in Abhéngigkeit von der Umwelt, von groflem Vorteil fiir
den produzierenden Organismus sein, da diese Stoffe bioaktiv sind und beispielsweise als
Antibiotikum wirken. Sekundarmetaboliten werden daher auch haufig nur zu bestimm-
ten Zeiten des Lebenszyklus produziert. Sie verschaffen dem Produzenten dabei einen
Selektionsvorteil, indem sie z.B. seine Konkurrenzfahigkeit erhohen oder den Organis-
mus resistenter gegen Umweltstressfaktoren machen (Hoffmeister and Keller, 2007; Keller
et al., 2005).

Beispiele fir Sekundarmetaboliten sind Antibiotika (Penicillin, Streptomycin), amphipa-
thische Biodetergenzien und Alkaloide (Codein, Morphin), aber auch chemische Boten-

stoffe, welche zur Kommunikation dienen (Desai and Banat, 1997; Yim et al., 2007).

1.2.1 Gencluster

In Prokaryoten sind Gene fiir zusammengehorige Stoffwechselwege haufig als Operons an-
geordnet (Omelchenko et al., 2003). In filamentdsen Pilzen dagegen sind Gene, die fiir die
Synthese von Metaboliten kodieren, verteilt im Genom zu finden. Gene, die jedoch an der
Synthese von Sekundérmetaboliten beteiligt sind, sind haufig in sogenannten Genclus-
tern angeordnet. Die Entstehung solcher Gencluster kénnte in horizontalem Gentransfer
begriindet sein. Dies wird als wichtiger Evolutionsprozess bei Prokaryoten bzw. Pilzen
angesehen (Walton, 2000).

Das Grundgertist vieler Sekunddrmetaboliten wird von einem oder mehreren Enzymen
gebildet, die essentiell fiir die Synthese des Molekiils sind. Dabei handelt es sich in vielen
Genclustern um Gene, die fiir Polyketid-Synthasen (PKS) oder nicht ribosomale Peptid-
Synthasen (NRPS) kodieren. Zusétzlich konnen Gene fir Proteine, die die Kernstruk-
tur des jeweiligen Enzyms weiter modifizieren oder den Transport der Metaboliten bzw.
die Expression der Clustergene kontrollieren, in einem Gencluster vorkommen. Pilzliche
Sekundarmetabolit-Gencluster werden von einem komplexen regulatorischen Netzwerk
kontrolliert, welches viele Proteine und Proteinkomplexe beinhaltet, die auf bestimmte
Umweltverinderungen reagieren. Diese sind meist Anderungen von Umwelteinfliissen wie
z.B. Kohlen- oder Stickstoffquelle und pH-Wert (Drew and Wallis, 1983; Tilburn et al.,
1995). Die Regulation der Gencluster erfolgt auf verschiedenen Ebenen und bildet ein

komplexes Netzwerk aus globalen und spezifischen regulatorischen Proteinen. Globale



Regulation wird durch global wirkende Transkriptionsfaktoren erreicht, die von Genen
kodiert werden, die keinem Gencluster angehoren und die verschiedene Gene regulieren,
die nicht im Sekundérmetabolismus beteiligt sind. So reguliert beispielsweise Nitl, ein
Transkriptionsfaktor der Cys,Hisy Zinkfingerfamilie, die Produktion von Glykolipiden in
U. maydis. Nach Ausschalten des Gens kommt es zum Ausbleiben der Glykolipidpro-
duktion, wobei Nitl kein Teil des jeweiligen Genclusters ist (Liu, 2007). Die Gencluster
befinden sich am Ende der Signalkaskade dieses Netzwerks und werden haufig zusatzlich
durch einen spezifischen Transkriptionsfaktor reguliert, der meist von einem Gen codiert
wird, dass sich in direkter Nachbarschaft zu dem Gencluster oder sogar in diesem Gen-
cluster befindet (Brakhage, 2013; Keller et al., 2005).

1.2.2 Sekundarmetaboliten aus U. maydis

Schon seit den 1950er Jahren ist bekannt, dass U. maydis vor allem unter Stickstoffmangel-
bedingungen eine Reihe interessanter Sekundérmetabolite produziert (Haskins, 1950). Zu
diesen Sekundérmetaboliten gehéren Glycolipide, wie Mannositolerythritollipide (MELSs)
und die Ustilaginsdure (UA), aber auch organische Séuren, wie die Itaconsdure (siehe
Abb. 1.2), deren Produktion durch U. maydis erstmals 1955 beobachtet werden konnte
(Haskins et al., 1955). Das extrazelluliare Glykolipid UA hat eine antibiotische Wirkung
gegentiber pro- und eukaryotischen Mikroorganismen. Der Biosyntheseweg fiir UA wurde
bereits aufgeklirt. Alle Gene, die an der Biosynthese dieses Cellobioselipids beteiligt sind,
liegen in einem Gencluster angeordnet, welches von dem Transkriptionsfaktor Rual (re-
gulator of ustilagic acid biosynthesis) reguliert wird (Teichmann et al., 2007). Rual gehort
zur CysoHisy Zinkfingerfamilie und kann tiber die C-terminal gelegene Zinkfingerdoméane
an ein konserviertes DNA-Motiv auf der Promotorregion der einzelnen Clustergene binden
und somit die Transkription aktivieren (Teichmann et al., 2010).

Die Itaconsédure (IA, auch Methylenbernsteinsidure) ist eine einfach ungeséttigte organi-
sche Dicarbonsaure, welche erstmals 1837 von S. Baup als Thermolyseprodukt der Zitro-
nenséure beschrieben wurde (Baup, 1837). Die Itaconsaure findet heutzutage vor allem als
Monomer oder Co-Monomer Verwendung in der Kunststoffindustrie, beispielsweise bei der
Herstellung von Farben, Lacken oder Klebstoffen, synthetischen Fasern und Kunstglas,
mit dem Ziel die Verwendung von Acryl- oder Methacrylsidure zu vermeiden (Kin et al.,
1998). Im Jahr 1932 wurde die Biosynthese der Itaconsdure erstmals in Kulturen von
Aspergillus itaconicus nachgewiesen (Kinoshita, 1932). Heute wird die Itaconséure indus-
triell durch die Fermentation von Aspergillus terreus mit einer Produktionsrate von etwa
80 g/L erzeugt (Willke and Vorlop, 2001). Neben A. terreus wurden weitere natiirliche
TA-Produzenten entdeckt, zu denen Candida spec. (Tabuchi et al., 1981), Pseudozyma an-
tarctica (Levinson et al., 2006) und auch U. maydis zahlen (Haskins et al., 1955).
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Abbildung 1.2: Ubersicht der von U. maydis produzierten Sekundirmetabolite

U. maydis ist in der Lage, unter bestimmten Bedingungen verschiedene Sekundérmetabolite zu produ-
zieren.

A Die Ustilaginsdure ist ein Cellobiose-Lipid und hat antibiotische Eigenschaften. B MELs haben am-
phipathische Eigenschaften und finden als oberflichenaktive Stoffe Verwendung. C Die Itaconsdure ist
ein vergleichsweise kleiner Sekundarmetabolit und wird unter Stickstoffmangel produziert. Der Biosyn-
theseweg konnte kiirzlich charakterisiert werden (Przybilla, 2014). Verandert nach (Bolker et al., 2008).

Auch der Itaconsdure-Biosyntheseweg in U. maydis konnte bereits aufgeklirt werden
(Przybilla, 2014). Die Biosynthese von Itaconat erfolgt in zwei Schritten, ausgehend von
cis-Aconitat aus dem Zitronensdurezyklus. Im ersten Schritt katalysiert die Aconitat-A-
Isomerase Adil (Um11778) die Umwandlung von cis-Aconitat zu trans-Aconitat. Dieses
Enzym hat Ahnlichkeit zu der Familie der PrpF-Proteine, die beispielsweise in Shewanel-
la oneidensis die cis-trans-Isomerisierung von Methylaconitat im Propionat-Abbauweg
katalysieren (Garvey et al., 2007). Den zweiten Schritt im Biosyntheseweg katalysiert
die trans-Aconitat-Decarboxylase Tadl (Um05076) durch Decarboxylierung von trans-
Aconitat zu Itaconat. Tadl hat Ahnlichkeit zu einem 3-carboxy-cis, cis-Muconat- lacto-
nisierendem Enzym (CMLE), das im Abbau von aromatischen Verbindungen zu finden ist.
Mit Hilfe von Deletions- bzw. Uberexpressions-Analysen benachbarter Gene, konnte schlief3-
lich ein Gencluster abgegrenzt werden, der alle fiir die Itaconséure-Biosynthese benotigten
Gene enthélt und am Ende von Chromosom 4 lokalisiert ist. Neben adil und tad1 enthalt
der Gencluster den fiir die Itaconsédurebiosynthese essentiellen Transkriptionsfaktor Rial
(um05080) und auflerdem zwei Gene, die fiir Transportproteine codieren. Dazu gehort
der mitochondrielle Transporter Mtt1 (um05079), der vermutlich das im Citratzyklus ge-
bildete Intermediat cis-Aconitat aus den Mitochondrien ins Cytosol transportiert. Dort
dient es als Substrat fiir Adil, das die I[somerisierung von cis-Aconitat zu trans-Aconitat

katalysiert. AnschlieBend wird das trans-Aconitat durch Tadl zu Itaconat decarboxyliert



und durch Itpl (Um11777), das zur Major facilitator superfamily gehort, aus der Zelle
exportiert.

Aconitat liegt wahrend der IA-Produktion in unterschiedlicher Form im Cytosol vor. Aco-
nitsaure, dessen Salze Aconitate genannt werden, ist eine ungeséattigte organische Verbin-
dung mit drei Carbonsaurefunktionen und liegt in den beiden Isomeren cis- und trans-
Aconitat vor. Beide Formen befinden sich in einem chemischen Gleichgewicht, welches mit
ca. 88 % stark auf der Seite von trans-Aconitat liegt. Die Isomerisierung wird durch Adil
katalysiert (Przybilla, 2014). Wahrend es sich bei cis-Aconitat um ein Zwischenprodukt
des Citratzyklus handelt, das bei der Umsetzung von Citrat zu Isocitrat durch die Aco-
nitase entsteht, handelt es sich bei trans-Aconitat um die stabilere Isoform, da sich die
beiden Carboxylgruppen weniger behindern (Ambler and Roberts, 1948). Trans-Aconitat
ist ein effektiver Inhibitor der Aconitase (Lauble et al., 1994) und der Fumarase (Reb-
holz and Northrop, 1994). Es konnte gezeigt werden, dass trans-Aconitat z.B. in Gras ein
effizienter AntifraBstoff gegen braune Heuschrecken ist (Kim et al., 1976) und eine Akku-
mulation von mehr als 1 % trans-Aconitat im Futter von Wiederkduern das Weidefieber
auslost, welches oft todlich endet (Bohman et al., 1969).

1.2.3 Der Adi2-Gencluster in U. maydis

Neben der Aconitat-A-Isomerase Adil, konnten in U. maydis noch zwei weitere Protei-
ne identifiziert werden, die eine hohe Ahnlichkeit zur Familie der PrpF-Enzyme haben.
Wiéhrend es sich bei um06058 vermutlich um ein einzelnes Gen handelt, ist um02807 Teil
eines Gencluster, der sich auf Chromosom 6 befindet (siehe Abb. 1.3).

22 % 37 % 32%
aip1 mtt2 adi2 ram1 (TF)
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tad1 itp1 adit mtt1 ria1 (TF)
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Abbildung 1.3: Der potentielle Adi2-Gencluster

Gezeigt ist die Anordnung der Gene des potentiellen Adi2-Genclusters im Vergleich zum Itaconsdure-
Gencluster in U. maydis. Neben adi2 (um20807) enthélt dieser noch ein Gen fiir einen moglichen Trans-
porter (um10608) mit Ahnlichkeit zu Quinatpermeasen, ein Gen fiir einen mitochondriellen Transporter
(um02806), sowie ein Gen fur einen transkriptionellen Regulator (um02808). Die Prozentzahlen zeigen
die Identitédt des Proteins zum jeweiligen Protein im IA-Genclusters an (BLAST) (Przybilla, 2014).

Der Adi2-Gencluster ist im Vergleich zum IA-Gencluster deutlich kleiner, es fallen je-



doch einige Gemeinsamkeiten auf. Auch in diesem Gencluster befinden sich Gene fiir
ein Transportprotein der MFS-Familie (Aipl, um010608), einen mitochondriellen Trans-
porter (Mtt2, um02806), einen Transkriptionsfaktor (Raml, um02808), sowie fir das
PrpF-dhnliche Protein (Adi2, um02807). Untersuchungen der enzymatischen Aktivitét
von Adi2 haben gezeigt, dass es genau wie Adil in der Lage ist, sowohl cis- als auch
trans-Aconitat zu isomerisieren, wobei ein chemisches Gleichgewicht entsteht, das wie-
derum deutlich auf der Seite des trans-Aconitats liegt. Auflerdem konnte gezeigt werden,
dass Adi2 die Funktion von Adil sowohl in vivo als auch in vitro vollstdndig iibernehmen
kann (siche Abb. 1.4 Przybilla (2014)).
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Abbildung 1.4: Adi2 ist eine Aconitat-A-Isomerase

A Dargestellt ist eine Zusammenfassung der HPLC-Chromatogramme nach Inkubation von Adi2 mit
trans-Aconitat. Adi2 ist in der Lage dieses Substrat in cis-Aconitat zu isomerisieren. B Auflerdem ist Adi2
auch in der Lage, die Isomerisierung von cis-Aconitat zu trans-Aconitat zu katalysieren. Nach Inkubation
von cis-Aconitat mit Adi2 und Tadl wurde dieses durch die katalytische Aktivitdt der beiden Enzyme
zu Itaconat umgewandelt. ¢ Schematische Darstellung der enzymatischen Aktivitat von Adi2. Auch Adi2
katalysiert die Isomerisierung von cis-Aconitat zu trans-Aconitat in beide Richtungen (Przybilla, 2014).

Wachstumstests, in denen cis- bzw. trans-Aconitat als Kohlenstoffquelle verwendet wur-
den, haben gezeigt, dass der Adi2-Gencluster, fiir die Verstoffwechselung von trans-Aconitat
benotigt wird. Hierbei scheint die Aconitat-A-Isomerase essentiell zu sein (sieche Abb.
1.5). In Pseudomonas-Spezies, welche eine Aconitat-Isomerase besitzen, konnte bereits
1961 die Nutzung von trans-Aconitat als alleiniger Kohlenstoffquelle nachgewiesen wer-
den (Rao and Altekar, 1961). Ferner haben die Wachstumstests von Deletionsmutanten

gezeigt, dass eine Deletion von adi2 bereits auf trans-Aconitat in Anwesenheit von Glucose



im Vergleich zum Wildtyp zu einer starken Wachstumsbeeintrachtigung fihrt (Przybil-
la, 2014), was auf eine toxische Wirkung von trans-Aconitat auf U. maydis hindeutet.
Obwohl trans-Aconitat in grofien Mengen auch in Pflanzenmaterial vorhanden ist (Burau
and Stout, 1965; MacLennan and Beevers, 1964), hatte eine Deletion des Adi2-Genclusters
keinen Effekt auf die pathogene Entwicklung von U. maydis (Przybilla, 2014). Auch eine
adil adi2 Doppelmutante hatte keinen Einfluss auf den pathogenen Phénotyp (personli-
che Mitteilung, Sandra Przybilla).

2% Glukose 2% Glukose 5 mM trans-A -
5 mM trans-A

Abbildung 1.5: Die Gene des Adi2-Genclusters werden fiir das Wachstum auf trans-Aconitat
benotigt

Zu sehen ist ein Wachstumstest der Deletionsmutanten des Adi2-Genclusters auf trans-Aconitat. Wahrend
der Wildtyp trans-Aconitat als Kohlenstoffquelle nutzen kann, sind alle Einzel-Deletionsmutanten in
ihrem Wachstum beeintréchtigt. Eine Deletion von adi2 scheint fiir U. maydis toxisch zu sein (nach
Przybilla (2014)).



1.3 Ziele dieser Arbeit

Da als Funktion des Adi2-Genclusters die Verstoffwechselung von externem Aconitat ver-
mutet wurde, sollte die Funktion und die Regulation der Gene des Genclusters genauer
analysiert werden. Dabei sollte insbesondere die Rolle der beiden Transporter Aipl und
Mtt2 untersucht werden. Auflerdem war die Charakterisierung des im Cluster kodierten

Transkriptionsfaktors Ram1 ein Fokus dieser Arbeit.
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2 Ergebnisse

2.1 Charakterisierung eines Genclusters, der fiir die
Aufnahme und Verstoffwechselung von

trans-Aconitat zustandig ist

In Genclustern codierte Enzyme aus Pilzen sind neben der Synthese von ungewo6hnlichen
Metaboliten auch am Abbau bzw. der Verstoffwechselung verschiedener Molekiile beteiligt
(Keller and Hohn, 1997). Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Entdeckung eines Gen-
clusters im Telomerbereich von Chromosom 6, der aus 4 Genen besteht (siehe Abb. 1.3).
Dieser Gencluster besitzt ein Gen fiir eine Aconitat-A-Isomerase (um02807), zwei Gene,
die fur potentielle Transporter codieren (um10608 und um02806) und ein Gen, welches
fur einen Transkriptionsfaktor (um02808) codiert. Aufgrund des Vorhandenseins einer
funktionellen Aconitat-A-Isomerase (siche Abb. 1.4), wird der Cluster im Folgenden als
Adi2-Gencluster bezeichnet.

Mithilfe von Wachstumstests auf Agaroseplatten mit cis- und trans-Aconitat, sowohl in
Verbindung mit Glucose, als auch als alleinige Kohlenstoffquelle, konnte die generelle
Funktion des Adi2-Genclusters in vorherigen Experimenten bereits charakterisiert wer-
den. Es bestand die Vermutung, dass die im Adi2-Gencluster codierten Proteine eine
Funktion bei der Aufnahme und Verstoffwechselung von Aconitat haben, damit dieses
Molekiil als ungewohnliche Kohlenstoffquelle verwertet werden kann (Przybilla, 2014).
Ziel dieser Arbeit war die detaillierte Aufklarung der Funktion des Adi2-Genclusters und

seine Regulation.

2.1.1 Analyse der Gene des Adi2-Genclusters

Trotz der Ahnlichkeit des Adi2-Genclusters zum IA-Gencluster sind die Funktion und
die Verbreitung der beiden Gencluster unterschiedlich. Im Gegensatz zum IA-Gencluster
konnten Homologe der Gene des Adi2-Genclusters in anderen, verwandten Pilzen wie
beispielsweise in Sporisorium reilianum und Pseudozyma hubeiensis identifiziert werden.
Auch die Struktur als Gencluster ist in den drei Pilzen konserviert (siche Abb. 2.1).

11
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Abbildung 2.1: Vergleich des Adi2-Gencluster in U. maydis mit verwandten Pilzen
Dargestellt ist die Anordnung der Gene des Adi2-Genclusters im Genom von U. maydis im direkten
Vergleich zu dem entsprechenden Gencluster in P. hubeiensis und S. reilianum. Die Sequenzidentitit auf
Aminosédurenebene zwischen den Genclustern ist angegeben. Putative Transporter sind grau markiert,
Enzyme sind in rot und Transkriptionsfaktoren in blau dargestellt.

Die codierten Proteine des Adi2-Genclusters zeigen eine hohe Ahnlichkeit zu zuvor cha-
rakterisierten Proteinen. Das Gen um10608 (aip1) codiert fiir ein Protein mit einer kon-
servierten MFS Doméne und ldsst sich in die Major Facilitator Superfamily (MFS) ein-
teilen, einer groflen Gruppe von Transportern, die den Transport von Substraten durch
Membranen vereinfachen (Pao et al., 1998). Zu dieser Familie zahlt auch das mit einer
Permease fiir Chinaséure (quinate permease) verwandte Protein Sr13859 aus S. reilianum,
welches eine hohe Sequenzahnlichkeit zu Aipl aufweist (siche Tab. 2.1). Transportprote-
ine, die Chinasdure importieren (Wheeler and Hawkins, 1996), werden beispielsweise in
Aspergillus nidulans dazu bendtigt, Chinasdure als alleinige Kohlenstoffquelle nutzen zu
konnen (Whittington et al., 1987). Das Gen aip! besitzt eine gemeinsame Promotorregion
mit mit2 (um02806), welches fur ein weiteres Transportprotein codiert (siehe Abb. 1.5).
Mtt2 hat eine hohe Sequenzdhnlichkeit zu CTP1 (Sr13860), einem putativen mitochon-
drialem Citrat-Transporter aus S. reilianum. Die Aconitat-A-Isomerase Adi2 (Um02808),
die der PrpF-Familie zuzurechnen ist, lokalisiert im Cytosol (Friedrich, 2013). Dort konnte

Adi2 trans-Aconitat zu cis-Aconitat isomerisieren. Ein noch nicht charakterisiertes Gen
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(sr13861) mit hoher Sequenzidentitét zu adi2 und das ebenfalls der PrpF-Familie zu-
zurechnen ist, konnte auch in S. reilianum gefunden werden. Am Ende des Genclusters
befindet sich das Gen um02808 (raml1) welches eine gemeinsame Promotorregion mit
adi2 besitzt. Raml ist nah verwandt mit Nit-4 (Sr13862), einem moglichen Transkrip-
tionsfaktor aus S. reilianum, und besitzt neben einer am C-Terminus gelegenen pilzli-
chen Transkriptionsfaktor regulierenden MHR, (middle homology region) eine N-terminal
gelegene GAL4-ahnliche DNA-Bindedoméne. Eine Deletion von raml fiihrt dazu, dass
trans-Aconitat nicht weiter als Kohlenstoffquelle genutzt werden kann (siche Abb. 1.5:
Przybilla 2014).

Tabelle 2.1: Analyse der Clustergene

Gen-Nr. Mogliche Grofle Homolog in E- Strukturmotiv
Funktion S. reilianum value
(Schirawski et al., 2010)
aipl trans-Aconitat 574 Chinatpermease 0.0 | Major Facilitator
(um10608) Import (sr13859) Familie (MFS)
mtt2 Mitochondrialer 354 Citrat-Transport Protein 0.0 | mitochondriales
(um02806)|  cis-Aconitat (CTP1) (sr13860) Transportprotein
Transport
adi2 Isomerisierung 440 hypothetisches Protein 0.0 | PrpF-Familie
(um02807)| von Aconitat mit PrpF-Region
(sr13861)
raml Regulator des 955 Stickstoff assoziierter 0.0 | GAL4-dhnliche
(um02808) Aconitat- Transkriptionsfaktor Nit4 Transkriptions-
Metabolismus (sr13862) faktoren

2.1.2 Das Aconitat-Importprotein Aipl lokalisiert in der

Plasmamembran von U. maydis

Mithilfe von Fluoreszenz-Mikroskopie konnte die Isomerase Adi2 bereits im Cytosol lo-
kalisiert werden (Friedrich, 2013). In dieser Arbeit wurde mithilfe einer GFP-Fusion die
Lokalisierung des als Transportprotein vorhergesagten Aipl untersucht und seine Aufgabe
im trans-Aconitat Metabolismus genauer charakterisiert. In Zusammenarbeit mit Sandra
Biittner wurde im U. maydis Stamm MB215 aip! endogen am C-Terminus mit dem offe-
nen Leserahmen von gfp fusioniert. Hierzu wurde gfp zusammen mit einem Nourseothricin-
Resistenzmarker am C-Terminus von aip! vor das Stop-Codon integriert. Somit konnte
aipl-gfp unter der Kontrolle des endogenen Promotors exprimiert werden. Die Funktiona-
litdt von Aipl-GFP wurde mithilfe eines Wachstumstests auf trans-Aconitat untersucht
(siehe Abb. 2.2). MB215 Aipl-GFP zeigte auf trans-Aconitat ein mit dem Wildtyp ver-

gleichbares Wachstumsverhalten, wihrend eine aip1-Mutante auf trans-Aconitat stark be-
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Abbildung 2.2: Aipl-GFP ist funktionell

Gezeigt ist ein Wachstumstest auf trans-Aconitat des Wildtpys im Vergleich mit einem Stamm der eine
endogene aipl-gfp-Fusion enthidlt. MB215 Aipl-GFP kann wie der Wildtyp auf ¢rans-Aconitat wachsen
und wird somit als funktionsfdhig angesehen.

eintrachtigt ist (Przybilla, 2014) (siche Abb. 2.2). Nach 15 minttiger Inkubationszeit (t1)
in Medium mit trans-Aconitat als alleiniger Kohlenstoffquelle war das Aipl-GFP-Signal in
der Plasmamembran zu beobachten (siehe Abb. 2.3a). Nach einstiindiger Inkubationszeit
(t2) konnte die Lokalisierung von Aipl in der Plasmamembran der Zellen auch in An-
wesenheit von cis-Aconitat nachgewiesen werden. In Kombination mit Glucose war das
GFP-Signal schwécher in den Zellen zu sehen (siehe Abb. 2.3a).

Zur Detektion der Aipl-GFP Expression wurde ein Western Blot durchgefiihrt (siehe
Abb. 2.3b). Hierzu wurden Proben nach 15 minititiger und einstiindiger Inkubation ver-
wendet. Ein deutliches Aipl-GFP-Signal konnte nach 15 Minuten Inkubation nur in An-
wesenheit von trans- und cis-Aconitat als alleiniger Kohlenstoffquelle detektiert werden.
In Verbindung mit Glucose wurde nur ein sehr geringes Signal detektiert, was mit den
fluoreszenzmikroskopischen Analysen dieses Stammes vergleichbar war. Nach einstiindiger
Inkubation konnte das GFP-Signal zusétzlich auch in Anwesenheit von Glucose nachge-
wiesen werden (siehe Abb. 2.3a,b).

Diese Ergebnisse zeigen, dass es sich bei Aipl um ein membranstandiges Protein handelt,

dass eine Funktion bei der Aufnahme von trans-Aconitat haben konnte.

2.1.3 Aipl ist der Transporter fiir die Aufnahme von trans-Aconitat

Die Lokalisierung von Aipl in der Plasmamembran machte es wahrscheinlich, dass es sich
um einen Transporter fiir Aconitat handelt. Um diese Annahme zu testen, wurde in Zu-
sammenarbeit mit Sarah-Maria Wege ein Testsystem etabliert, mithilfe dessen sich der
Verbrauch bzw. die Aufnahme von Aconitat aus dem Medium mithilfe einer HPLC basier-
ten Analyse messen lisst. Die Konzentration von cis- und trans-Aconitat im Uberstand
einer Wildtypkultur und einer Aaipl-Mutante wurde iiber die Zeit nach Zugabe einer
wassrigen 5 mM cis- bzw. trans-Aconitat-Losung analysiert. Als Kontrolle wurde Wasser
mit den Substraten inkubiert, um mogliche Schwankungen von cis- bzw. trans-Aconitat
im Medium zu messen. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen, die
anschlieBend mittels HPLC analysiert wurden (siche Abb. 2.4).
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Abbildung 2.3: Lokalisierung von Aipl in der Plasmamembran

A Dargestellt ist die intrazelluldre Lokalisierung von Aipl-GFP in Glucose und in Anwesenheit von cis-
bzw. trans-Aconitat im Wildtyp MB215 nach 15 min Inkubationszeit (t1, links). In Anwesenheit von trans-
Aconitat lokalisiert Aipl deutlich in der Plasmamembran. In t2, rechts, ist die intrazelluldre Lokalisierung
von Aipl-GFP in Anwesenheit von cis- bzw. trans-Aconitat in Kombination mit und ohne Glucose im
Wildtyp MB215 nach einstiindiger Inkubationszeit gezeigt. Aipl-GFP lokalisiert in Anwesenheit von cis-
und trans-Aconitat in der Plasmamembran. In Anwesenheit von Glucose ist das GFP-Signal schwach
in der Plasmamembran zu sehen. B Gezeigt ist ein Western Blot, der das ca. 90 kDa grofie Aipl-GFP
detektiert. Aipl-GFP ist nach 15 miniitiger Inkubation (t1) im Wildtyp MB215 in Anwesenheit von
cis- bzw. trans-Aconitat zu sehen. Nach einstiindiger Inkubation (t2) ist das Aipl-GFP Signal auch in
Anwesenheit von Glucose zu beobachten. Tubulin diente der Mengenkontrolle.
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Abbildung 2.4: Aipl transportiert trans-Aconitat

Dargestellt ist die mithilfe von HPLC gemessene Verdnderung der Substratkonzentrationen von cis- und
trans-Aconitat in den Kulturiiberstinden von Wildtyp MB215 (WT) und der Aaipl-Mutanten. Die Re-
tentionszeiten wurden mit Standards fiir cis- bzw. trans-Aconitat verglichen. Proben wurden zur Startzeit
und nach 1,2,4 und 6 Stunden aus dem Kulturiiberstand entnommen und mithilfe von HPLC analysiert.
Die Ergebnisse sind graphisch dargestellt in mAU=milli absorption unit (Milli-Absorptionseinheit). Zu
den Kulturen wurden jeweils 5 mM Substrat zugegeben. HoO diente als Negativkontrolle. Im WT nimmt
trans-Aconitat bei Zugabe von cis- und trans-Aconitat ab. In Aaipl Zellen bleibt bei Zugabe von trans-
Aconitat die trans-Aconitatmenge gleich, bei Zugabe von cis-Aconitat nimmt die cis-Aconitatmenge leicht
ab und die trans-Aconitatkonzentration nimmt entsprechend zu.

Die Wasser-Kontrolle zeigte bei Inkubation mit cis-Aconitat tiber die Zeit eine Zunahme
der Konzentration von trans-Aconitat, die auf das spontane Einstellen des chemischen
Gleichgewichts der beiden Isoformen zuriickzufithren war. Da trans-Aconitat die stabilere
Isoform ist, liegt das chemische Gleichgewicht auf der Seite des trans-Aconitats (Amb-
ler and Roberts, 1948; Malachowski and Maslowski, 1928). Ferner zeigte diese Analyse,
dass weder cis- noch trans-Aconitat in reiner Form vorlagen. Nach Inkubation mit trans-
Aconitat verringerte sich die gemessene trans-Aconitat-Konzentration im Uberstand der
Wildtypkultur auf ein Fiinftel. Bei Inkubation des gleichen Stammes in cis-Aconitat,
blieb die Konzentration von cis-Aconitat fast gleich, wahrend das durch Verunreinigung
und durch spontane cis/trans-Isomerisierung gebildete trans-Aconitat abnahm. Bei einem
Vergleich der Aaipl-Mutante mit dem Wildtyp wurde deutlich, dass die Aufnahme von

trans-Aconitat in der Mutante nicht mehr erfolgte. U. maydis ist demnach in der Lage,
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trans-Aconitat in die Zellen aufzunehmen, wobei das Importprotein Aipl spezifisch fiir die
Aufnahme von trans-Aconitat zu sein scheint. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
der Membrantransport durch Aipl der einzige Importweg fiir trans-Aconitat in die Zellen
ist.

Diese Aussage wurde durch ein weiteres Ergebnis bestétigt. Die Deletion des fiir die
Aconitat-A-Isomerase codierenden Gens adi2 fiihrt zur erh6hten Sensitivitat von U. may-
dis gegeniiber trans-Aconitat (Przybilla, 2014). Es bestand die Vermutung, dass die-
se erhohte Sensitivitdt durch eine fehlende trans-Aconitat Aufnahme kompensiert wer-
den konnte, falls trans-Aconitat seine toxische Wirkung intrazelluldr austibt. Daher wur-
de adi2 am genomischen Locus in Aaipl Zellen durch homologe Rekombination dele-
tiert. Die Doppelmutante zeigte tatsachlich ein mit einer Aaipl-Mutante vergleichbares
Wachstumsverhalten (siehe Abb. 2.5). Daraus kann geschlossen werden, dass Aipl trans-

Aconitat importiert, das in Abwesenheit von Adi2 toxisch wird.

WT

Aaip1

Aadi2

Aaipl Aadi2

2% Glc 2% Glc +
5mM tA

Abbildung 2.5: Eine Deletion von aip! kann die Sensitivitdt von Aadi2-Mutanten gegen-
iiber trans-Aconitat unterdriicken

Gezeigt ist ein Wachstumstest der Einzel- und Doppeldeletionsmutanten von adi2 und aip! auf Medium
mit trans-Aconitat. Wahrend der Wildtyp auf trans-Aconitat wachsen kann, ist die Aaip1-Mutante stark
in ihrem Wachstum beeintréichtigt. Durch die Deletion von adi2 wird trans-Aconitat toxisch. Die zusétz-
liche Deletion von aipl in einer Aadi2-Mutante kompensiert die erhohte Sensitivitidt der Einzelmutante.

HPLC-Analysen der Doppelmutante Aaipl Aadi2 zeigten, dass die Konzentration von
trans-Aconitat im Kulturtiiberstand nicht abnimmt und der Phénotyp der Doppelmutante
mit dem der Einzelmutanten Aaip! und Aadi2 vergleichbar ist (siche Abb. 2.6).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die starke Sensitivitat gegeniiber trans-Aconitat
durch den fehlenden Import von trans-Aconitat durch das Fehlen von Aipl aufgehoben
werden kann. Somit ist Aipl vermutlich das einzige, zumindest unter diesen Bedingungen

exprimierte, Importprotein fiir das Substrat trans-Aconitat.
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Abbildung 2.6: Aipl ist das einzige trans-Aconitat Importprotein in U. maydis

Dargestellt ist die mithilfe von HPLC gemessene Veranderung der Substrate cis- und trans-Aconitat in den
Kulturiiberstinden der Deletionsmutante des Aipl-Importproteins (Aaip!), der Adi2-Aconitat-Isomerase
(Aadi2) und der Aaipl Aadi2 Mutante. Zu den Kulturen wurden jeweils 5 mM Substrat zugegeben. In
den drei Mutanten bleibt bei Zugabe von trans-Aconitat die trans-Aconitatkonzntration gleich, bei Zuga-
be von cis-Aconitat nimmt die cis-Aconitatkonzentration leicht ab und die ¢rans-Aconitatkonzentration
nimmt zu.
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2.1.4 Mtt2 lokalisiert in den Mitochondrien

Nachdem die intrazellulare Lokalisierung von Adi2 und Aipl untersucht worden war, wur-
de die Lokalisierung von Um02806 (Mtt2) bestimmt und seine Aufgabe im trans-Aconitat
Metabolismus néher charakterisiert. In Kooperation mit Sandra Przybilla wurde eine C-
terminale GFP-Fusion von Mtt2 hergestellt und in einer Amitt2 Mutante unter der Kon-
trolle des konstitutiven etef-Promotors exprimiert. Mtt2-GFP lokalisierte in Zellkompar-
timenten, die durch Farbung mit Mitotracker Rhodamin B als Mitochondrien identifiziert
werden konnten (siche Abb. 2.7). Die beobachtete Lokalisierung entspricht der Annotation

von um02806, dass es sich um ein Gen fiir einen mitochondrialen Transporter handelt.

Mitotracker

F)L GFP Rhod B merge

Mtt2-GFP |

Abbildung 2.7: Mtt2 lokalisiert in den Mitochondrien von U. maydis

Gezeigt ist die intrazelluldre Lokalisierung von GFP-Mtt2 in U. maydis. Durch Farbung der Mitochon-
drien mit Mitotracker Rhodamin B konnte gezeigt werden, dass sich GFP-Mtt2 in den Mitochondrien
befindet.

2.1.5 Die Aufnahme von trans-Aconitat ist durch eine Deletion von

mtt2 reduziert

Mtt2 ist strukturell verwandt mit Proteinen aus der mitochondrial carrier family (MCF),
deren Aufgabe es ist, Metaboliten in die Mitochondrien zu transportieren (Palmieri and
Pierri, 2010). Es wurde vermutet, dass Mtt2 das im Cytosol vorhandene, durch Adi2 isome-
risierte, cis-Aconitat in die Mitochondrien transportiert, wo es im Citratzyklus als Ener-
giequelle genutzt werden kann. Daher wurde zunéchst die Aufnahme von trans-Aconitat
in eine Amtt2 Mutante untersucht. Dazu wurde die Amitt2 Mutante in Wasser mit cis-
bzw. trans-Aconitat als Substrat inkubiert, nach verschiedenen Zeitpunkten Proben der
Kulturiiberstande entnommen und mithilfe von HPLC analysiert. Die Konzentration von
trans-Aconitat im Kulturiitberstand der Amtt2 Mutante nahm deutlich weniger ab als im
Kulturiiberstand des Wildtypstammes (siche Abb. 2.8).
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Abbildung 2.8: Die Aufnahme von trans-Aconitat ist durch Deletion von mitt2 reduziert;
bei der Amtt2Aadi2 Mutante sind keine Veridnderungen der Substratkonzentrationen zu
beobachten

Dargestellt ist die mithilfe von HPLC gemessene Verdnderung der Substrate cis- und trans-Aconitat in den
Kulturiiberstanden des Wildtypstammes MB215 (WT), von Amtt2 und der Doppelmutante Amitt2 Aadi2.
Zu den Kulturen wurde jeweils 5 mM Substrat zugegeben. Im Vergleich zum WT nimmt die Konzentration
von trans-Aconitat im Kulturiiberstand von Amtt2 nur in geringem Mafe ab, bei Zugabe von cis-Aconitat
zu Amit2, als auch bei der Amitt2 Aadi2-Mutante sind keine Verdnderungen der Substratkonzentrationen
zu beobachten.

Durch eine Deletion von mtt2 scheint die Aufnahme von trans-Aconitat zwar gewéhr-
leistet, jedoch stark reduziert zu sein. In einer Amtt2 Mutante konnte es zu einer An-
sammlung von cis-Aconitat im Cytosol kommen. Die weitere Verwertung des Substrats
scheint nicht oder nur langsam abzulaufen, weshalb eine effiziente Aufnahme von trans-
Aconitat ausbleibt. Die Daten sprechen aulerdem gegen die Annahme, dass ein weiterer

mitochondrialer Aconitat-Transporter zu diesem Zeitpunkt aktiv ist.
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2.1.6 Trans-Aconitat wirkt bereits im Cytosol toxisch

Trans-Aconitat ist ein bekannter Inhibitor der Aconitase, die in den meisten Organismen
in den Mitochondrien lokalisiert, aber auch beispielsweise in der Béckerhefe im Cytosol
vorzufinden ist (Regev-Rudzki et al., 2005). Wie zuvor beschrieben, fithrt eine Deletion von
adi2, zu einer erhohten Sensitivitat gegentiber trans-Aconitat. Es wurde vermutet, dass in
einer Aadi2 Mutante das nicht isomerisierte trans-Aconitat iiber einen mitochondrialen
Transporter in die Mitochondrien transportiert wird und die mitochondriale Aconitase
inhibiert, was den beschriebenen Phéanotyp zur Folge haben kénnte. Da die Wachstums-
tests auf trans-Aconitat-haltigem Medium und die HPLC-Analysen von Amtt2 Mutanten
darauf hindeuteten, dass neben Mtt2 kein weiterer mitochondrialer Aconitat-Transporter
aktiv ist, wurde untersucht, ob eine Deletion von mtt2 in Aadi2 die Sensitivitat gegeniiber
trans-Aconitat autheben kann. Hierzu wurde adi2 in einem Amitt2 Hintergrund durch ho-
mologe Rekombination deletiert.

Wachstumstests von Amitt2Aadi2 auf trans-Aconitat-haltigem Medium, welches zuséatz-
lich Glucose als Kohlenstoffquelle enthielt, zeigten, dass die zusétzliche Deletion von mitt2
keinen Einfluss auf den Phénotyp von adi2-Mutanten hatte (siche Abb. 2.9).

Aaip1
Aadi2
Amtt2
Amtt2 Aadi2
Aaipl Aadi2

2% Glc +
5 mM tA

Abbildung 2.9: Die Deletion von mtt2 kann den Phianotyp von Aadi2 nicht unterdriicken
Gezeigt ist ein Wachstumstest der Einzel- und Doppeldeletionsmutanten von adi2 und mitt2 bzw. aipl
auf trans-Aconitat-haltigem Medium. Wahrend der Wildtyp auf trans-Aconitat wachsen kann sind die
Einzelmutanten stark in ihrem Wachstum beeintrdchtigt. Die Deletion von adi2 ist sensitiv gegeniiber
trans-Aconitat. Die Deletion von mit2 in Aadi2 hebt im Gegensatz zur Deletion von aip! die Sensitivitat
der adi2-Mutante gegeniiber trans-Aconitat nicht auf.

Auch HPLC-Analysen der Kulturiiberstande der Amitt2 Aadi2 Mutante zeigten im Gegen-
satz zur Amtt2 Mutante keine deutliche Verdinderung der trans-Aconitat-Konzentration
im Uberstand der U. maydis-Kulturen (sieche Abb. 2.8). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass das aufgenommene trans-Aconitat in U. maydis bereits im Cytosol toxisch auf
die Zellen wirkt.
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2.1.7 Modell des trans-Aconitat Metabolismus in U. maydis

Die vorliegenden Daten ermoéglichten das Formulieren eines Modells fiir die Verstoffwech-
selung von trans-Aconitat (siche Abb.2.10). Trans-Aconitat wird spezifisch iiber den zur
Familie der Major Facilitator (MFS) gehorenden Membrantransporter Aipl in die Zellen
transportiert. Dies geschieht vor allem in Abwesenheit von bevorzugten Kohlenstoffquellen
wie Glucose (siehe Abb. 2.3). Das im Cytosol akkumulierende trans-Aconitat wird durch
die Aconitat-A-Isomerase Adi2 zu cis-Aconitat isomerisiert und die toxische Wirkung von
trans-Aconitat somit wettgemacht. Mtt2 und somit auch die Verwertung von cis-Aconitat

werden benotigt, um den stetigen Import von trans-Aconitat zu gewéhrleisten.

trans-Aconitat

cis-Aconitat trans-Aconitat

£

Abbildung 2.10: Modell des trans-Aconitat Metabolismus in U. maydis

Schematische Darstellung der trans-Aconitat Verstoffwechselung in U. maydis. Trans-Aconitat wird tiber
den Membrantransporter Aipl in die Zellen aufgenommen und im Cytosol durch die Aconitat-A-Isomerase
Adi2 zu cis-Aconitat isomerisiert. Anschliefflend wird dieses vermutlich durch den mitochondrialen Trans-
porter Mtt2 in die Mitochondrien transportiert und wahrscheinlich im Citrat-Zyklus verwertet.
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2.2 Regulation des Adi2-Genclusters

Im Adi2-Gencluster ist neben den Enzymen, die fiir die Aufnahme und Weiterverarbei-
tung von trans-Aconitat zustandig sind, ein weiteres Gen vorhanden (um02808), wel-
ches fiir einen Transkriptionsfaktor codiert. Pilzliche Gencluster werden haufig durch
einen gemeinsamen Transkriptionsfaktor reguliert, welcher Teil des Genclusters sein kann.
Um02808 ist nahe verwandt mit dem als Transkriptionsfaktor annotierten Nit-4 aus S. rei-
lianum und besitzt fiir Transkriptionsfaktoren typische Doménen. Da es sich bei Um02808
vermutlich um einen Transkriptionsfaktor handelt, wurde das zugehorige Gen ram1 ge-
nannt, was eine Abkiirzung von regulator of the aconitate metabolism (,Regulator des

Aconitat-Metabolismus®) ist.

2.2.1 Der ,,Regulator des Aconitat-Metabolismus*“ Raml

Raml ist ein 955 Aminosduren langes Protein und besitzt im N-terminalen Bereich eine
GAL4-dhnliche Zn(II)2-Cysg DNA-Bindedoméne (siehe Abb. 2.11).

BD MHR
Raml N C
Um 28 8T D HEREKT REQ KHGERAN FEDGRTEKK 68
Sr 37 STHeD REKI GEQ QHGRAFP FQDRSSRQ 77
Ph 25 8T D REREKT GEQ QHSRAN FoDA———— @61
Ma 26 SW E@\ERET KKV KRGERAE IL.E———-— 60
Sc 63 —— TR KREWV KLE KTGVAH Y 95

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung von Ram1l

Raml ist ein 955 Aminosduren grofies Protein, das eine hohe Sequenzihnlichkeit zu anderen GAL4-
Transkriptionsfaktoren aufweist. Am N-terminalen Bereich befindet sich eine GAL4-dhnliche DNA-
Bindedoméne (BD, links schraffierter Balken) in welcher auch eine Kernlokalisierungsdoméne identifi-
ziert wurde (Stern). Am C-Terminus befindet sich eine pilzliche Transkriptionsfaktor regulierende MHR
(middle homology region) (rechts schraffierter Balken). Im unteren Teil der Abbildung ist die Sequenz
der GAL4-Domaéne im Vergleich zu anderen pilzlichen Proteinen dargestellt. Die 6 iiberall konservierten
Cysteine, die fir die Ausbildung des binuklearen Zink-Clusters zusténdig sind, sind schwarz hinterlegt.
Die Abkiirzungen stehen fiir: Um = U. maydis, St = S. reilianum, Ph = P. hubeiensis, Ma = Moeszio-
myces antarcticus, Sc = Saccharomyces cerevisiae.

Das cysteinreiche Motiv ist in der Zink-abhéngigen DNA-Bindung involviert. In dieser
Region werden zwei Zink-Ionen von sechs Cystein-Resten koordiniert und so ein binu-
kleares Zink-Cluster gebildet, jedoch keine Zinkfinger-Formation angenommen (Pan and
Coleman, 1990; Todd and Andrianopoulos, 1997). Diese GAL4-Doméne ist typisch fir

Transkriptionsfaktoren, die zur Familie der pilzlichen Zinkcluster Transkriptionsfaktoren
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gehoren, wobei die Cystein-Reste in verschiedenen Organismen konserviert sind (Todd and
Andrianopoulos, 1997). Die Aktivierungsdoméne von Ram1 befindet sich am C-Terminus
(Aminosduren 101-955), kann jedoch nicht genau eingegrenzt werden. Im C-Terminus be-
sitzt Ram1 auflerdem eine MHR-Doméne (middle homology region), eine mittig liegende
homologe Region mit regulatorischer Funktion fiir den Transkriptionsfaktor. Diese Do-
méne kommt in der Familie der pilzlichen Zink-Cluster Transkriptionsfaktoren vor, die
am N-Terminus eine GAL4-dhnliche Zn(1I),-Cysg DNA-Bindedoméne besitzen (Schjerling
and Holmberg, 1996). AuBerdem wurde in der Sequenz von Ram1 eine Kernlokalisierungs-
sequenz (NLS) identifiziert (¢cNLS-Mapper: Kosugi et al. (2009)).

2.2.2 Raml lokalisiert im Zellkern von U. maydis

Da in der Sequenz von Ram1 eine NLS identifiziert werden konnte, lag die Vermutung na-
he, dass Ram1 im Nucleus lokalisiert. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden Plasmide
hergestellt, die fiir eine C-terminale bzw. N-terminale GFP Fusion von Raml unter der
Kontrolle des konstitutiven Promotors etef codieren (siehe Abb.2.12a). Die Konstrukte
wurden in den #p-Locus von U. maydis in einem Aram! Hintergrund integriert. Der ip-
Locus (, iron-sulfur protein®; sdh2: um00844) erlaubt eine ortsspezifische Integration von
DNA. Eine mutierte Version der Succinatdehydrogenase mit einem Aminosaureaustausch
an Position 257 von Histidin nach Leucin (ip®) wird eingefiihrt und fithrt dazu, dass der
Pilz eine Resistenz gegen das Fungizid Carboxin entwickelt (Broomfield and Hargreaves,
1992). Resultierende Transformanden wurden mithilfe von Wachstumstests auf Funktio-
nalitdt tiberprift. Hierzu wurden Zellen von verschiedenen Transformanden in seriellen
Verdiinnungen ausgehend von einer optische Dichte von 1 (ODggo=1) auf Minimalmedium
mit Glucose bzw. trans-Aconitat getropft. Alle Transformanden waren in der Lage, den
Phénotyp einer Arami1 Mutante zu retten. Die Position von GFP war dafiir unerheblich
(sieche Abb. 2.12b).

Fiir die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Transformanden wurden die Zellen auf ei-
ne ODggp=1 in Vollmedium angezogen, anschlieBend gewaschen und dann fiir 2 Stunden
in verschiedenen Medien inkubiert. Fiir die Medien wurden unterschiedliche Kohlenstoff-
quellen genutzt: Glucose, Glucose- und trans-Aconitat und trans-Aconitat als alleinige
Kohlenstoffquelle. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der GFP-Fusionen von Ram1
zeigten, dass beide Konstrukte im Zellkern von U. maydis lokalisieren (siehe Abb. 2.12¢),
der durch Féarbung mit DAPI als solcher identifiziert wurde (siche Abb. 2.12d). Ein Un-
terschied in der Lokalisierung nach Inkubation in den verschiedenen Medien wurde dabei
jedoch nicht beobachtet. Die Position von GFP am C- bzw. N-Terminus von Ram1 ergab
jedoch leichte Unterschiede. War die Position von GFP am N-Terminus von Ram1, wurde
das GFP-Signal punktformig im Zellkern detektiert. War das GFP am C-Terminus von
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Raml, dann war das GFP-Signal an verschiedenen Strukturen im Zellkern zu beobachten.

A B
JP—>—{ gfp\ rami }_ Araml1 . &

eef Aram1 ij—gfp—rami [

JF:;{ ramil |gfp ]_ Aram1 me—raml-gfp ®o® = -

stef 2% Glc 5 mM tA

GFP-Ramil

2% Glc

2% Glc
5mM tA

5 mM tA

GFP-Ram1

Ram1-GFP |

Abbildung 2.12: Ram1 lokalisiert im Nucleus von U. maydis

A Schematische Darstellung der N-terminalen bzw. C-terminalen GFP-Fusionen von Raml unter der
Kontrolle des konstitutiven etef-Promotors. B Abgebildet ist ein Wachstumstest, welcher die erfolgreiche
Komplementation einer Aram1-Mutante durch Ram1-GFP bzw. GFP-Ram1 zeigt. C Gezeigt ist die in-
trazellulare Lokalisierung von Ram1 in U. maydis. GFP-Raml und Ram1-GFP lokalisieren im Nucleus
der Zellen, wobei sich das GFP-Signal innerhalb des Zellkerns zwischen den beiden Fusionsproteinen
leicht unterscheidet. Die Inkubation von Ram1-GFP bzw. GFP-Ram1 in den verschiedenen Medien Glu-
cose, Glucose und trans-Aconitat und trans-Aconitat als alleinige Kohlenstoffquelle haben jedoch keinen
Einfluss auf die Lokalisierung von Raml. D Fiir die Farbung des Zellkerns wurde DAPI verwendet.

2.2.3 Raml wird fiir die Aufnahme von trans-Aconitat benotigt

Mithilfe von Wachstumstests auf trans-Aconitat konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Deletion von ram1 dazu fithrt, dass die Zellen trans-Aconitat nicht mehr verwerten kénnen
(sieche Abb. 1.5, Przybilla (2014)). HPLC-Analysen sollten zeigen, ob Ram1 auch fiir die
Aufnahme von trans-Aconitat benotigt wird. Dafiir wurde die Verdnderung von cis- bzw.
trans-Aconitat im Kulturiiberstand der AramI-Mutante gemessen (siehe Abb. 2.13).

Im Vergleich zum Wildtyp lasst sich bei Aram?! keine Abnahme von trans-Aconitat, weder

bei Zugabe von cis- noch bei Zugabe von trans-Aconitat, beobachten. Daher scheint die

25



trans-Aconitat cis-Aconitat
500 500 m trans-Aconitat

375 37 W cis-Aconitat
WT EE 250 2 250
125 J 12
1] J 4]
Oh 1h 2h Oh 1h 2h 4h &h

dh 6h

(v

mA
w

625

625

500 500

a7s

Aram1 % s 2

250 E 250

125 125

0

Oh 1h 2h 4h 6h Oh i1h 2h 4h Eh

0

Abbildung 2.13: Ram1 wird fiir die Aufnahme von trans-Aconitat bené6tigt

Dargestellt ist die mithilfe von HPLC gemessene Verdnderung der Substrate cis- und trans-Aconitat in
den Kulturiiberstdnden des Wildtyps (WT) und der Arami-Mutante. Zu den Kulturen wurde jeweils
5 mM Substrat gegeben. Im Gegensatz zum Wildtyp nimmt die Konzentration von trans-Aconitat im
Kulturiiberstand in Aram1 nicht ab, bei Zugabe von cis-Aconitat zu Araml steigt die Konzentration
von trans-Aconitat leicht an.

Expression von ram1 fir die Aufnahme von trans-Aconitat essentiell zu sein.
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2.2.4 Das Volllangenprotein von Raml ist notwendig fiir den

trans-Aconitat Metabolismus

Da Raml fiir den trans-Aconitat Metabolismus benétigt wird, sollte der Transkriptions-
faktor und seine vorhergesagten spezifischen Bereiche nédher untersucht werden. Hierzu
wurden anhand von Vorhersagen der strukturellen Bereiche fiir Raml mit der NCBI

,Protein-Database“ drei Verkirzungen des Transkriptionsfaktors generiert (siche Abb.

2.14).

BD MHR
Raml N C

Ram1"®

N1-630

Ramil

[

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der Verkiirzungen des Transkriptionsfaktors
Raml

Schematische Darstellung des Volllangenproteins Ram1 und dessen drei generierten Verkiirzungen. Einge-
zeichnet sind am N-Terminus die GAL4-ahnliche DNA Bindedoméne und am C-Terminus die regulatori-
sche Doméne MHR (schraffierte Bereiche), sowie die NLS (Stern). Ram1 bezeichnet das Volllangenprote-
in, Ram14? die Verkiirzung mit fehlender Bindedoméine, Ram1V'=%50 die mit gekiirzter regulatorischer
Domine und Ram1BP besitzt ausschlieBlich die Bindedoméne von Raml.

In einer Aram1-Mutante wurden sowohl das Volllangenprotein Raml, als auch die drei
Verkiirzungen von Ram1 exprimiert. Hierzu wurden Plasmide hergestellt, die fiir das Voll-
langenprotein Ram1 bzw. die drei Verkiirzungen von Raml codieren und diese unter der
Kontrolle des endogenen ramI-Promotors exprimieren. Nach erfolgreicher Integration in
den ip-Locus des U. maydis Stamms MB215 Aram1 wurde die Funktionalitidt der Raml-
Derivate mithilfe von Wachstumstests auf trans-Aconitat iiberprift. Die Wachstumstests
zeigten, dass nur das Volllangenprotein Ram1 in der Lage war Aram! zu komplemen-
tieren und trans-Aconitat als Kohlenstoffquelle zu nutzen. Alle drei Trunkationen, die
mit fehlender DNA-Bindedomine (Ram14”) und auch die mit fehlender (Ram15?) bzw.
gekiirzter (Ram17V17%0) regulatorischer Doméne, fiihrten zu Wachstumsdefekten, die mit
der Aram1-Mutante vergleichbar waren. Die Verkiirzungen von Ram1 sind demnach nicht
mehr funktionsfahig (siehe Abb. 2.15).

Die Expression der Volllangen- und der verkiirzten Ram1-Proteine konnten mittels Wes-

tern Blot bestétigt werden. Auch eine Uberexpression von ram1¥'=%° unter der Kontrolle
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Abbildung 2.15: Das Volllangenprotein von Ram1 wird fiir das Wachstum auf trans-Aconitat
benotigt

Gezeigt ist ein Wachstumstest von Arami-Mutanten, die drei unterschiedliche Ram1-Verkiirzungen bzw.
das Vollldingenprotein exprimieren im Vergleich mit einer Arami-Mutante und dem Wildtyp. Wéahrend
der Wildtyp MB215 auf trans-Aconitat wachsen kann, ist die Aram1-Mutante stark in ihrem Wachstum
beeintriachtigt. Nur die Komplementation mit dem Volllingenprotein von Ram1 war erfolgreich.

des konstitutiven Promotors etef zeigte keine Veranderung des Wachstumsverhaltens auf
trans-Aconitat, was die Annahme unterstiitzt, dass die verkiirzten Proteine nicht mehr
funktionsfahig waren (Wege, 2018).

Ram1 scheint auch unter Glucose-Bedingungen basal exprimiert zu sein. Eine erhohte
Expression von Ram1 héngt jedoch von der alleinigen Anwesenheit von trans-Aconitat
ab (sieche Abb. 2.16b). Dies legt nahe, dass auch der Ram1-Promotor trans-Aconitat ab-
héangig induziert werden muss oder die Stabilitat von Ram1 posttranskriptionell abhéngig
von trans-Aconitat kontrolliert wird. Das zweite Szenario ist unwahrscheinlich, da GFP-
Raml und Ram1-GFP exprimiert unter der Kontrolle des etef-Promotors beide auch in
Medium ohne trans-Aconitat im Fluoreszenzmikroskop sichtbar waren (siche Abb. 2.12).
Raml wurde ferner mit dem Hamagglutinin A (HA) Epitop fusioniert und anschliefend
auf Expression und Funktionalitdt hin tberpriift (sieche Abb. 2.16a). Mit Tropftests konn-
te gezeigt werden, dass sowohl HA-Ram1 als auch HA»-Ram1 funktionsfihig sind (siehe
Abb. 2.16¢).
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Abbildung 2.16: Die Expression von Raml hingt von der Anwesenheit von trans-Aconitat
ab

A Schematische Darstellung von HA-ram1-Konstrukten B Western Blot, der die Expression von HA,-
Raml und HA-Ram] in verschiedenen Medien zeigt. Fiir den Western Blot wurden Proben von ODggp=1
Zellen zum Start der Inkubation (t1) und nach 2 stiindiger Inkubation (t2) in Glucose (Glc), Glucose
und trans-Aconitat (Glc+tA) bzw. trans-Aconitat (tA) verwendet. Tubulin diente der Mengenkontrolle.
C Gezeigt sind Wachstumstests fiir die Stamme, die im Aram?I-Hintergrund HA-Ram1 unter Kontrolle
des etef-Promotors bzw. HA;-Ram1 unter Kontrolle des endogenen Promotors exprimieren. Die Uberex-
pression von HA-ram1 komplementiert den Arami-Phénotyp. Die Expression von HAs-ram! unter der
Kontrolle des endogenen Promotors komplementiert den Arami-Phéanotyp ebenfalls, jedoch schwécher
als die Uberexpression.

2.2.5 Die Uberexpression von raml ist nicht ausreichend, um die

Adi2-Clustergene zu exprimieren

Waiéhrend der fluoreszenzmikroskopischen Analysen war zu sehen, dass die Expression von
Aip1-GFP nur in Anwesenheit von trans-Aconitat bzw. mit zeitlicher Verzogerung auch in
cis-Aconitat als alleiniger Kohlenstoffquellen detektierbar war (siche Abb. 2.3). Da ramI
unter der Kontrolle des konstitutiven etef-Promotors auch in Vollmedium exprimiert wur-
de, wurde anschliefend getestet, ob das Aipl-GFP Signal durch eine konstitutive Expres-
sion von Ram1 nachweisbar war.

Hierzu wurde ein Aipl-GFP-Reporterstamm generiert. Im Stammhintergrund von aip1-
gfp wurde ram1 deletiert und das HA-ram1 Konstrukt (siehe Abb. 2.16a) in den ip-Locus
integriert. Auch dieser Stamm konnte trans-Aconitat als alleinige Kohlenstoffquelle benut-
zen (sieche Abb. 2.17a). Uberraschenderweise wurde Aipl-GFP nur dann detektiert, wenn
trans-Aconitat im Medium verhanden war (siehe Abb. 2.17b). Die Analyse der Expression
von Aipl-GFP mithilfe eines Western Blot bestétigte die Ergebnisse der Fluoreszenzmi-
kroskopie. Aipl-GFP konnte nur nachgewiesen werden, wenn trans-Aconitat vorhanden
war, obwohl HA-Ram1 konstitutiv in den Zellen vorlag (siche Abb. 2.17c).
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Abbildung 2.17: Die Uberexpression von ram1 ist nicht ausreichend fiir die Expression von
Aipl

A Wachstumstest einer Aram1-Mutante, die zusatzlich Aipl-GFP und HA-Ram1 exprimiert. Der Stamm
war in der Lage vergleichbar mit einem Wildtyp trans-Aconitat zu verwerten. B Fluoreszenzmikroskopi-
sche Aufnahmen von MB215 Aram1 P etefHA—mml Aip1-GFP. Aipl-GFP ist nur zu detektieren, wenn
HA-Raml und trans-Aconitat vorhanden sind. C Western Blot, der die Expression von HA-Ram1 und
Aipl-GFP in verschiedenen Medien zeigt. Fiir den Western Blot wurden Proben von ODggo=1 Zellen
vor Inkubation, nach 15 miniitiger Inkubation und nach 2 stiindiger Inkubation in Glucose (Glc), Gluco-
se und trans-Aconitat (Glc+tA) und trans-Aconitat (tA) als alleinige Kohlenstoffquellen verwendet. In
Kombination mit Glucose ist nur ein sehr schwaches Aipl-GFP Signal zu beobachten. Tubulin diente der
Mengenkontrolle.

Demnach reguliert der Metabolit trans-Aconitat noch auf mindestens eine zusatzliche
Weise die Expression der Clustergene. Fiir den zugrundeliegenden Mechanismus wurde
eine Reihe von Moglichkeiten in Betracht gezogen. Zum Beispiel kénnte trans-Aconitat
einen weiteren Faktor induzieren, der die Promotoren der Clustergene direkt bindet und
aktiviert oder mit Raml interagiert. Ram1 kénnte auch direkt an trans-Aconitat binden
und so als Transkriptionsfaktor aktiviert werden. Sowohl die Bindung von Raml1 an die
Promotoren der Clustergene, als auch die Rekrutierung der Transkriptionsmaschinerie
konnten somit trans-Aconitat abhédngig sein. Ferner konnte der Transkriptionsfaktor auch

in Abwesenheit von trans-Aconitat post-translational modifiziert werden.
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2.2.6 Trans-Aconitat aktiviert die AD am C-Terminus von Raml

Die Uberexpression des Transkriptionsfaktors Ram1 war in Abwesenheit von trans-Aconitat
nicht ausreichend, um die Expression von Aipl-GFP zu induzieren. Um zu untersuchen, ob
trans-Aconitat die Bindung an die DNA oder die Aktivierung von Ram1 moduliert, wur-
den hybride Transkriptionsfaktoren (Hybrid-TF) konstruiert (siche Abb. 2.18a). Rual ist
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Abbildung 2.18: Schematische Darstellung der Ram1-Rual-Hybrid-Transkriptionsfaktoren
und deren Expression

A Schematische Darstellung des Aufbaus der Transkriptionsfaktoren Ram1 und Rual, und der Hybrid-
Transkriptionsfaktoren 1 und 2. Die DNA-Bindedoméne (BD) von Raml besteht aus dem GAL4-
dhnlichen Zn(11)3-Cysg binuklearen Cluster (links schraffierter Bereich) und die Aktivierungsdoméne
(AD) von Raml befindet sich am C-Terminus und beinhaltet die MHR-Doméne (middle homology regi-
on). Die BD von Rual befindet sich C-Terminal (schraffierter Bereich) und besteht aus zwei Zinkfinger-
doménen. Die NLS sind eingezeichnet (Stern). Die Fusionsstellen in den Hybrid-Transkriptionsfaktoren
sind mit einem Pfeilkopf markiert und mit den jeweiligen eingrenzenden Aminoséuren beschriftet. Die
DNA-Bindespezifitaten der Trankskriptionsfaktoren sind angegeben. Die Scheren zeigen die Stellen an, an
denen die Transkriptionsfaktoren in AD und BD aufgeteilt wurden. Schematische Darstellung von Rual
verdndert iibernommen aus (Teichmann et al., 2010). B Western Blot, der die Expression von HA-Rual
und HA-Ram1l und den hybriden Transkriptionsfaktoren unter der Kontrolle des etef Promotors zeigt.
Fir den Western Blot wurden Proben von ODggo=1 Zellen nach Inkubation in Vollmedium verwendet.
Tubulin diente der Mengenkontrolle.

ein bereits charakterisierter Transkriptionsfaktor, dessen Uberexpression ausreicht, um die

Produktion der Ustilaginsduren (UAs) unter Bedingungen zu induzieren, die normalerwei-
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se keine UA Produktion ermoglichen (Medium mit Ammonium als Stickstoffquelle (Teich-
mann et al., 2010)). Es wurden chimére Transkriptionsfaktoren hergestellt, die entweder
die Rual DNA-Bindedomane fiir die Promotoren des UA-Genclusters und die Ram1-
Aktivierungsdoméne enthalten oder umgekehrt aufgebaut sind. Sollte die Aktivierung
von Raml trans-Aconitat abhéngig sein, miisste ein Transkriptionsfaktor, der die Ram1-
Aktivierungsdoméne und die Rual-DNA-Bindedoméne enthélt in einer Arual-Mutante
die Synthese der UAs nur dann induzieren, wenn trans-Aconitat im Medium enthalten ist.
Falls jedoch die DNA-Bindung durch Ram1 direkt oder indirekt durch trans-Aconitat ver-
mittelt wiirde, miisste die Verwertung von trans-Aconitat bzw. die Expression von Aipl-
GFP trans-Aconitat abhéngig bleiben, auch wenn die Aktivierungsdoméne von Rual an
die DNA-Bindedoméne von Ram1 fusioniert wurde. Zunéichst wurde iiberpriift, ob beide
Hybrid-TFs fusioniert an HA in U. maydis vergleichbar mit HA-Ram1 exprimiert werden.
Ein Western Blot zeigte eine geringere Expression der Hybrid-Transkriptionsfaktoren ge-
gentiber den Volldngenproteinen an (siche Abb. 2.18b).

Der Hybrid-TF1, bestehend aus Rual-Aktivierungsdoméne und Ram1-DNA-Bindedoméne
war nicht funktionsfidhig und konnte den Phanotyp von Aram1 Zellen beim Wachstum

auf trans-Aconitat-haltigem Medium nicht komplementieren (Abb. 2.19).

WT

Aram1

Aram1 Peref—HA—rami

Aram1 Peref-HA—H\;brid—TFl #1
Aram1 Perer—HA—H\;brid—TFl #2

Abbildung 2.19: Hybrid-TF1 ist nicht funktional
Wachstumstest einer Arami1-Mutante, die zusdtzlich HA-Ram1l bzw. HA-Hybrid-TF1 exprimiert. Der
Stamm war nicht in der Lage vergleichbar mit einem Wildtyp trans-Aconitat zu verwerten.

Der Hybrid-TF2 war allerdings funktionsfahig und stimulierte die Synthese von UAs in
Anwesenheit von trans-Aconitat in Arual (siehe Abb. 2.20a). Dieses Fusionsprotein war
unter den drei getesteten Inkubationsbedingungen (C-Quellen: Glucose; Glucose + trans-
Aconitat; trans-Aconitat) in ahnlicher Menge vorhanden (sieche Abb. 2.20b). Aulerdem
war dieser chimére Transkriptionsfaktor in der Lage, die Expression des fir die UA-
Synthese essentiellen Enzyms Cyp2-GFP (Teichmann et al., 2007) zu stimulieren (siche
Abb. 2.20b,c).
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Abbildung 2.20: Trans-Aconitat aktiviert die Aktivierungsdomine von Raml

a Gezeigt ist eine Diinnschicht-Chromatographie zum Nachweis der von U. maydis produzierten UAs.
Die gezeigten Stdmme, exprimiert unter der Kontrolle des etef-Promotors, wurden in Glucose, Glucose
mit trans-Aconitat und in trans-Aconitat als alleinige Kohlenstoffquelle inkubiert. Glycolipide wurden
prépariert, auf eine Diinnschicht-Chromatographie Platte aufgetragen und sichtbar gemacht. Die Positiv-
kontrolle war ein Stamm, der Rual konstitutiv exprimiert. Dieser Stamm produziert auch in Abwesenheit
von trans-Aconitat Ustilaginsduren (UAs). Arual Mutanten waren nicht in der Lage UAs herzustellen.
Ein Stamm, der die Rual-Bindedoméne konstitutiv exprimiert, zeigte, dass die Bindedoméne allein die
UA-Gene nicht aktiviert. Der konstitutiv exprimierte Hybrid-TF2 konnte abhéngig von trans-Aconitat
UAs synthetisieren. b Western Blot zur Detektion des Hybrid-TF2 in U. maydis-Zellextrakten und der
Cyp2-GFP Expression in Abhéngigkeit von Rual und Hybrid-TF2. Die Zellen waren zuvor in Medium
mit folgenden C-Quellen inkubiert worden: Glucose (Glc), Glucose und trans-Aconitat (Glc 4+ tA) und
in trans-Aconitat (tA). ¢ Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Expression von Cyp2-GFP in Abhén-
gigkeit von HA-Rual und HA-Hybrid-TF2.



2.2.7 Die Region zwischen 800 und 600 Basenpaaren vor dem ORF

von aipl ist notwendig fiir eine Erkennung durch Raml

Um zu untersuchen, welche Promotorbereiche in dem Raml regulierten Gen aipl poten-
tielle Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor enthalten, wurden 1000 bp der stromauf-
warts gelegenen Region vor den offenen Leserahmen fiir GFP inseriert. Auflerdem wurden
Verkiirzungen dieser Sequenz mit dem gleichen System kloniert (siche Abb. 2.21a). Die
Expression dieser Konstrukte wurde im Stamm MB215 sowohl in Anwesenheit als auch
Abwesenheit von trans-Aconitat untersucht. Western Blot Analysen und fluoreszenzmikro-
skopische Untersuchungen zeigten, dass potentielle Ram1 Bindestellen in einem Fragment
zwischen 800 bp und 600 bp enthalten sind (siche Abb. 2.21b und c¢). Eine Verkiirzung
von 400 bp resultierte nur noch in einem schwachen Signal. Nur bei einem getesteten
Fragment von 200 bp war gar keine GFP-Fluoreszenz und kein Signal im Western Blot
mehr zu detektieren (siehe Abb. 2.21b und c).

A Linke Flanke aip1 ¢ 2 3 A 5
1 1000 —a—A L _@fe | GlctAGlctAGlctA Glc tA Glc tA
2 800/ A L ap | [ess=eees o Tubulin
3 600 —x—__gmp ] | GFP
4 400 x—{gfp ] | GFP
> 200—{gfp ]
B DL GFP DL GFP

Abbildung 2.21: Eingrenzung der DN A-Bindedomine von Raml

A Schematische Darstellung der Konstrukte, die Verkiirzungen der stromaufwarts liegenden Bereiche des
aipl Gens enthalten (1-5). Diese Konstrukte wurden in den ip-Lokus des U. maydis-Wildtypstammes
MB215 transformiert. B Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen, die die GFP-Konstrukte 1-5
enthalten. Ab einer Verkiirzung bis zu 600 Basenpaaren vor dem ORF von aip! war eine starke Reduktion
der GFP-Fluoreszenz zu beobachten. C Western Blot zur Detektion der GFP-Expression von Stdmmen,
die die Reporterkonstrukte 1-5 enthalten. Die Zellen waren zuvor in Medium mit folgenden C-Quellen
inkubiert worden: Glucose (Glc) und trans-Aconitat (tA). Tubulin diente der Ladekontrolle.

Typische DNA-Bindestellen fiir Zn(II),-Cysg Transkriptionsfaktoren bestehen aus zwei
konservierten Trinukleotiden, welche meistens in symmetrischer Anordnung vorliegen und
dazwischen eine variable Sequenz einer definierten Lénge besitzen (Todd and Andriano-
poulos, 1997; Yuan et al., 2008). Eine bioinformatische Analyse zeigte, dass sich in den
getesteten Sequenzen drei mogliche DNA-Bindemotive fir Raml befinden (siehe Abb.
2.22). Ein CCGAGACGG-Motiv ist in dem Promotorbereich zwischen aip! und mtt2 zu
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finden, deren offene Leserahmen in entgegengesetzter Richtung im Adi2-Gencluster loka-
lisiert sind. Ein solches Element befindet sich auch zwischen den ebenfalls entgegenge-
setzten Leserahmen von adi2 und raml1. Das Motiv CGGN;;CCG, mit variabler Sequenz

zwischen den palindromischen Trinukleotiden, konnte ebenfalls identifiziert werden.

< aip1 A AN I mtt2 4
ST i >

A CGGN_CCG
A (CGGAGACGG)

2-3

Abbildung 2.22: Potentielle DN A-Bindemotive fiir Raml

Gezeigt sind die Promotorregionen zwischen aip! und mtt2 und die zwischen adi2 und ram1. Pfeilkopfe
markieren die Stellen an denen typische DNA-Bindemotive vorliegen. Rot markiert ist ein mogliches
DNA-Bindemotiv, welches in allen Promotorregionen vorkommt. Schwarz markiert sind die CGGN1; CCG
Motive.

Eine nahere Untersuchung dieser Motive, zum Beispiel durch das Einbringen von Punkt-
mutationen, konnten bestatigen, ob es sich dabei tatsachlich um Ram1-Bindemotive han-
delt.
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3 Diskussion

3.1 Charakterisierung eines Genclusters, der fiir die
Aufnahme und Verstoffwechselung von

trans-Aconitat zustandig ist

In dieser Arbeit gelang die funktionelle Charakterisierung eines Genclusters fiir den Ka-
tabolismus der ungesattigten Carbonsaure trans-Aconitat in U. maydis. Importiert wird
trans-Aconitat iiber den Membrantransporter Aipl (Um10608) in das Cytosol. Dort fithrt
die Aconitat-A-Isomerase Adi2 (Um02807) die Isomerisierung von trans-Aconitat zu cis-
Aconitat durch, welches anschlieBend durch den mitochondrialen Transporter Mtt2 (Um02806)
in die Mitochondrien transportiert werden kann. Die Gene des Adi2-Genclusters werden
durch einen gemeinsamen Transkriptionsfaktor Ram1 (Um02808) reguliert, dessen Funk-

tion als Regulator von der Anwesenheit von trans-Aconitat abhéangig ist.

3.1.1 Der Abbau von trans-Aconitat benotigt in U. maydis drei

Proteine

Fiir den ersten Schritt im Metabolismus von trans-Aconitat wird der Plasmamembran-
Transporter Aipl verwendet, der zur MFS-Familie gehort. Derartige Transporter konnen
die Diffusion von Substraten durch Membranen erleichtern oder auch aktiven Transport
vermitteln (Pao et al., 1998). Fiir das in der Plasmamembran lokalisierende Aipl konn-
te gezeigt werden, dass es spezifisch den Transport von trans-Aconitat durch die Plas-
mamembran in das Cytosol erméglicht. In seiner Abwesenheit ist Wachstum auf trans-
Aconitat nicht moglich. Mit HPLC basierten Analysen wurde ferner nachgewiesen, dass
nicht cis-Aconitat sondern nur der darin enthaltene trans-Aconitat Anteil von U. maydis
aufgenommen wird.

Adi2, welches bereits zuvor als Aconitat-A-Isomerase beschrieben wurde, ist wie das Ho-
molog Adil aus dem Itaconsidure-Gencluster von U. maydis in der Lage, cis-Aconitat
bzw. trans-Aconitat zu isomerisieren (Geiser et al., 2016; Przybilla, 2014). Schon vor

einigen Jahrzehnten wurde postuliert, dass die Biosynthese von trans-Aconitat mithilfe
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einer Aconitat-Isomerase iiber das Citratzyklus-Intermediat cis-Aconitat gebildet wird
(Klinman and Rose, 1971; Rao and Altekar, 1961). Im Gegensatz dazu wird das impor-
tierte trans-Aconitat durch Adi2 im Cytosol zu cis-Aconitat isomerisiert. Dieser Schritt
ist ebenfalls essentiell fiir das Wachstum von U. maydis-Zellen, welche trans-Aconitat
als alleiniger Kohlenstoffquelle ausgesetzt sind. Das durch Adi2 hergestellte cis-Aconitat
kann in den Zellen vermutlich als Energiequelle dienen. Hierzu muss das Substrat zu-
nachst in die Mitochondrien transportiert werden, in denen der Citratzyklus ablauft. Fiir
den Transportvorgang ist wahrscheinlich der mitochondriale Transporter Mtt2 zustédndig.
Der Transportmechanismus von Mtt2 wurde bisher noch nicht untersucht. Es wurden je-
doch schon Transporter charakterisiert, die das dem trans-Aconitat dhnliche Citrat in die
Mitochondrien iiberfithren und dabei Malat ins Cytosol freigeben (Kornacker and Ball,
1965). Ein vergleichbarer Mechanismus ist vorstellbar. Er wiirde zudem das Auffiillen
wichtiger anaboler Stoffwechselwege wie etwa der Gluconeogenese beim Wachstum von
trans-Aconitat als alleiniger Kohlenstoffquelle garantieren.

Die Deletion von mit2 fihrte zu einer verminderten Aufnahme von trans-Aconitat. Die
Anhaufung von cis-Aconitat in den Zellen konnte zu einer Séttigung von Adi2 im Cytosol
fithren und damit indirekt den Import durch Aipl inhibieren. Das Substrat miisste also
durch Import in die Mitochondrien aus dem chemischen Gleichgewicht entfernt werden.
Es ist sogar denkbar, dass Aipl trans-Aconitat auch exportieren kann. Ob der an der Ita-
consaurebiosynthese beteiligte sehr d&hnliche mitochondriale Transporter Mttl, welcher
fir den mitochondrialen Export von cis-Aconitat ins Cytosol zusténdig ist (Przybilla,
2014), auch den Import dieses Substrats tibernehmen kann, wurde in dieser Arbeit nicht
adressiert. Dies liese sich jedoch in vivo durch Komplementations-Experimente zeigen.
Aus RNA-Seqg-Daten wird deutlich, dass die Gene der beiden Gencluster fiir die Synthese
von Itaconat und den Abbau von trans-Aconitat wahrend des Lebenszyklus von U. may-
dis nicht zur selben Zeit exprimiert werden (Lanver et al., 2018). Daher miissten diese

Komplementations-Experimente mit konstitutiven Promotoren durchgefiihrt werden.

3.1.2 Die biologische Funktion des Adi2-Genclusters

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass alle Gene des Adi2-Genclusters fiir das Wachs-
tum von U. maydis auf trans-Aconitat als einziger Kohlenstoffquelle notwendig sind. Dem-
nach bietet dieser Gencluster einen Vorteil fiir das Uberleben, wenn trans-Aconitat als
mafgebliche Kohlenstoffquelle zur Verfiigung steht. Bereits seit vielen Jahren ist bekannt,
dass viele Pflanzen, unter anderem auch Mais, groflere Mengen von trans-Aconitat produ-
zieren (Brauer and Teel, 1981; Thompson et al., 1990, 1997). Der biosynthetische Ursprung
und die physiologische Relevanz von trans-Aconitat sind allerdings noch unklar. Es wurde

spekuliert, dass trans-Aconitat in Pflanzen alkalische Verbindungen, die von Wurzeln auf-
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genommen werden, neutralisieren kann (Miller and Cantor, 1951). In der Hithnerhirse soll
trans-Aconitat als AntifraBstoff gegen den Reispest-Grashiipfer wirken (Kim et al., 1976).
Daher erscheint es nicht unwahrscheinlich, dass der Maisbeulenbranderreger U. maydis
den Gencluster fiir den Stoffwechsel von trans-Aconitat besitzt, um diesen Metaboliten als
ungewohnliche Kohlenstoffquelle in seiner typischen Umwelt der Maispflanze zu verwerten.
Mikroorganismen sind in der Lage, eine grole Anzahl an alternativen Rohstoffen als Nah-
rungsquellen zu nutzen. Filamentose Pilze besitzen beispielsweise Stoffwechselwege, um
Néhrstoffe mit geringem molekularen Gewicht als Kohlenstoffquelle nutzen zu kénnen, wie
Prolin oder Ethanol. Dies ist fiir das Uberleben unter Nihrstoffmangelbedingungen be-
sonders wichtig (Keller and Hohn, 1997). Der mit U. maydis verwandte Pilz S. reilianum,
der ein homologes Gencluster zum Abbau von trans-Aconitat enthalt, befallt ebenfalls
Maispflanzen (Schirawski et al., 2010). Die Idee, dass trans-Aconitat als ungew6hnliche
Nahrung dient, ist wahrscheinlicher als die Hypothese, dass der Cluster vornehmlich zum
Schutz gegen toxisches trans-Aconitat evolviert ist. Mit Aip1 codiert er fiir ein spezifisches
Transportprotein. Die Deletion des zugehorigen Gens fithrt zu einer erhohten Resistenz
gegentiber trans-Aconitat. Das heifit, dass die Toxizitat von trans-Aconitat fiir U. maydis

zum Teil durch das Vorhandensein des Adi2-Genclusters begriindet werden kann.

3.1.3 Warum wirkt trans-Aconitat toxisch?

Die ungesittigte Carbonsaure trans-Aconitat ist ein Isomer von cis-Aconitat, einem Zwi-
schenprodukt des Citratzyklus (Altekar and Rao, 1963), welches durch die Aconitase
synthetisiert wird (Saffran and Prado, 1949; Sugimoto et al., 2014). Es ist bekannt, dass
trans-Aconitat ein starker Inhibitor der Aconitase (Lauble et al., 1994; Saffran and Pra-
do, 1949) und der Fumarase (Rebholz and Northrop, 1994) ist. In dem Pflanzenparasiten
Meloidogyne incognita konnte nachgewiesen werden, dass das durch den als Nematoden-
pathogen bekannten Bacillus thuringiensis produzierte trans-Aconitat todlich wirkt (Du
et al., 2017). Sobald trans-Aconitat in den Zellen akkumuliert, muss trans-Aconitat durch
Methylierung (Cai and Clarke, 1999) oder durch Export entfernt werden, um den Ab-
lauf des Citratzyklus zu gewéhrleisten. Es wurde also vermutet, dass trans-Aconitat seine
toxische Wirkung in den Mitochondrien entfaltet, indem es den Citratzyklus inhibiert.
Es war daher tberraschend, dass Aadi2 Amtt2-Doppelmutanten eine mit einer Aadi2-
Mutante verleichbare Sensitivitdt gegentiber trans-Aconitat aufwiesen. Dieses Ergebnis
bedeutet, dass trans-Aconitat bereits im Cytosol der Doppelmutante eine toxische Wir-
kung zu haben scheint. Aus Saccharomyces cerevisiae ist bekannt, dass die Fumarase und
die Aconitase neben den Mitochondrien, auch im Cytosol vorkommen und dort vom Ci-
tratzyklus abweichende Funktionen erfiillen (Regev-Rudzki et al., 2005; Sass et al., 2001;
Stein et al., 1994; Yogev et al., 2010). Auch in U. maydis konnte sowohl die Fumarase,
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als auch die Aconitase, teils im Cytosol vorliegen und dort von trans-Aconitat in ihrer

Funktion inhibiert werden.

3.1.4 Evolution des Adi2-Genclusters

In einigen Bakterien, wie z.B. einigen Pseudomonas-Spezies, konnte die Produktion von
trans-Aconitat schon vor vielen Jahren nachgewiesen werden (Klinman and Rose, 1971;
Rao and Altekar, 1961). Die Anwesenheit einer hierzu bendtigten Aconitat-Isomerase er-
moglicht es diesen Bakterien zudem, auf trans-Aconitat-haltigem Medium zu wachsen
(Watanabe et al., 1997; Yuhara et al., 2015). Durch eine Sequenzanalyse fanden sich im
Genom von verschiedenen Pseudomonas-Spezies ahnliche Proteine, die 16% bis 36% iden-
tische Aminosauren zu Adi2 aufweisen und ebenfalls zur Familie der PrpF-Proteine geho-
ren. Im Jahr 2016 wurde auf der Suche nach neuen Nematoziden zufillig entdeckt, dass
Bacillus thuringiensis trans-Aconitat als Virulenzfaktor gegen Nematoden produziert (Du
et al., 2017). Die Gene firr die Produktion von trans-Aconitat sind in B. thuringiensis,
dhnlich zu dem Adi2-Gencluster in U. maydis, in einem fiir Bakterien typischen Ope-
ron angeordnet. Es beinhaltet zum einen eine Aconitat-Isomerase, die cis-Aconitat aus
dem Citratzyklus zu trans-Aconitat isomerisiert (ThrA), sowie einen Transporter, wel-
cher trans-Aconitat aus den Zellen exportiert (TbrB, siehe Abb. 3.1). TbrA weist 29%
Ahnlichkeit zu Adi2 auf und ThrB 14% zu Aipl. Die Aminosiureidentititen zwischen
den Proteinen aus Pseudomonas und B. thuringiensis sind im Vergleich hoher: 27-42%
fiir Isomerasen der PrpF-Familie, 24-25% fiir Transporter. Da es sich bei dem Membran-
transporter ThrB aus B. thuringiensis und dessen Homolog aus Pseudomonas aeruginosa,
nicht wie bei Aipl um Transporter der MFS-Familie, sondern um Transporter der DMT
(Drug/Metabolite Transporter) Familie handelt (Jack et al., 2001), ist die hohere Ami-
nosaureidentitiat zwischen diesen Transportern nicht tiberraschend. Dennoch sind sie sich
in ihrer Aufgabe, dem Transport von Metaboliten, alle dhnlich. Homologe fiir die am
trans-Aconitat-Metabolismus beteiligten Gene konnten mit hoher Aminosaureidentitéit
auch in nah verwandten Pilzarten wie S. reilianum und P. hubeiensis gefunden werden.
In diesen Basidiomyceten ist zudem die Struktur als Gencluster konserviert. Aufgrund
dieser Analysen scheint es wahrscheinlich, dass die Gene durch horizontalen Gentransfer
von Prokaryoten auf Eukaryoten weitergegeben wurden. Es wurde spekuliert, dass das
Erhalten einer Cluster-Struktur iiber eine lange Zeit und iiber verschiedene Organismen
hinweg auch die Erhaltung der Gene des jeweiligen Biosyntheseweges bewirkt, was dem
produzierenden Organismus einen selektiven Vorteil verschafft (Walton, 2000). In Proka-
ryoten zéhlen zu den sogenannten selfish operons, die nicht unbedingt einen selektiven
Vorteil fiir den Donor Organismus bringen, aber einen starken Vorteil fiir den Erhalt der

Gene, Operons, die fiir den Abbau von seltenen Kohlenstoffquellen zustandig sind, welche
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nur unter spezifischen, selten auftretenen Umweltbedingungen vorkommen (Lawrence and
Roth, 1996). Dies ist auch bekannt fiir Gencluster, die in Pilzen fiir den Katabolismus
von selten vorkommenden Kohlenstoffquellen, wie die Chinasaure oder Shikimisaure, zu-
stdndig sind. Die Biosynthesewege dieser beiden Stoffe sind ebenfalls Glucose reprimiert
und die Transkription der an der Biosynthese beteiligten Gene wird durch die Anwesen-
heit von drei verschiedenen, am Biosyntheseweg beteiligten, Stoffen induziert (Keller and
Hohn, 1997).

Exterior
frans-aconitic acid
Cytosol
pyruvic acid j ?
L trans-aconitic acid %
acetyl-CoA
citric acid :’“']],1—9
\a@m £ =
malic acid TCA eyele cis-aconitic acid
'\ / (Acg)
isocitric acid
B tbrA tbrB

CT43 R529745 (T43 R529750

N

. (14%) T ow)

aiﬁi mitt2 adi2 ramli

Abbildung 3.1: Modell des trans-Aconitat Biosyntheseweges in B. thuringiensis

A Das im Citratzyklus synthetisierte cis-Aconitat kann teilweise mithilfe der Aconitat-Isomerase TbrA
zu trans-Aconitat isomerisiert werden. Anschlieend wird ¢rans-Aconitat durch den Membrantransporter
TbrB aus den Zellen exportiert (nach Du et al. (2017)). B Dargestellt ist die Anordnung der Gene des
Adi2-Genclusters im Genom von U. maydis im direkten Vergleich zu dem entsprechenden Operon in
B. thuringiensis. Die Sequenzidentitit auf Aminosdurenebene zwischen den Genclustern ist angegeben.
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3.2 Regulierung des trans-Aconitat Metabolismus durch

Raml und trans-Aconitat

3.2.1 Raml ist ein Zn(l1),-Cyss Transkriptionsfaktor

In dieser Arbeit wurde der in dem Adi2-Gencluster vorliegende Transkriptionsfaktor Ram1
und seine Abhéngigkeit von dem Substrat trans-Aconitat genauer charakterisiert. Ram1
gehort zur Familie, die ein Zn(II),-Cysg binukleares Cluster als DNA-Bindemotiv haben,
welches ausschlieflich in pilzlichen Proteinen, vor allem in transkriptionellen Regulato-
ren, zu finden ist (Todd and Andrianopoulos, 1997). Zn(II),-Cysg-Proteine sind typisch fiir
die Regulation von Enzymen des Sekundarmetabolismus. So werden zum Beispiel Enzyme
fir den Aflatoxin Biosyntheseweg in Aspergillus flavus (Woloshuk et al., 1994) oder En-
zyme fir den Metabolismus von Ethanol (Felenbok et al., 1988) durch einen Zn(II),-Cysg
Transkriptionsfaktor reguliert. In U. maydis ist Ram1 fiir die Regulation der am Metabo-
lismus von trans-Aconitat beteiligten Enzyme notwendig. Eine Deletion von ram1 fiihrte
dazu, dass U. maydis nicht mehr in der Lage war, trans-Aconitat als Kohlenstoffquelle zu
nutzen (Przybilla, 2014). Auch die HPLC-Analysen dieser Arbeit machen die essentielle
Funktion deutlich. In A. niger ist der &hnliche Zn(II),-Cysg Transkriptionsfaktor InuR
essentiell fiir den Stoffwechsel des Polysaccharid-Gemisches Inulin (Yuan et al., 2008). In
U. maydis ist der Transkriptionsfaktor Rual erforderlich fiir die Biosynthese der Usti-
laginsduren (UAs) und wird innerhalb des UA-Clusters codiert (Teichmann et al., 2010).
Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass der Adi2-Gencluster zu den typischen pilzlichen
Genclustern gehort, die haufig einen eigenen Transkriptionsfaktoren mitbringen (Brakha-
ge, 2013; Kjeerbolling et al., 2019). Ob Ram1 auch noch Gene aufierhalb dieses Genclusters
kontrolliert ist in dieser Arbeit nicht untersucht worden. Dies liele sich aber zum Beispiel
durch RNA-Sequenzierung aus dem WT im Vergleich mit einer Aram1 Deletionsmutante
testen.

Das erste charakterisierte Beispiel fiir Zn(II)o-Cysg-Transkriptionsfaktoren ist das GAL4
Protein von S. cerevisiae, mit der Anordnung CX,CXsCXsCX,CXC (Gardner et al.,
1991; Pan and Coleman, 1990). Die ersten und die letzten drei Cysteinreste bilden dabei
jeweils eine kleine a-helikale Struktur (sieche Abb. 3.2) (Baleja et al., 1992; Kraulis et al.,
1992; Marmorstein et al., 1992).

Die Anordnung der Cysteinreste ist in Zn(II),-Cysg Transkriptionsfaktoren mit dem Mus-
ter CXo,CXgCX5_16CXoCXg_sC konserviert (Todd and Andrianopoulos, 1997). Auch Ram1
besitzt dieses Muster in der DNA-Bindedoméne (CX;CXgCX5CX,CXgC). Ein Sequenz-
vergleich zu homologen Proteinen naher verwandter Pilze zeigte, dass eine Anordnung

der Cysteine vergleichbar mit Raml ist. Fiir den bereits erwédhnten Transkriptionsfaktor
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Abbildung 3.2: Modell des GAL4 Proteins als Beispiel fiir ein Zn(II);-Cysg binuklires Clus-
ter Protein

Gezeigt ist das Modell der prototypischen GAL4 Zn(II)s-Cysg Cluster DNA-Bindedoméne, welche sich
immer im N-terminalen Bereich der Proteine befindet. Die sechs hoch konservierten Cysteine (C1-C6)
koordinieren zwei Zinkionen (schwarze grofie Kreise) in der Mitte der Struktur. Die rdumliche Struktur
der DNA-bindenden Doméne wird dabei durch zwei kurze _alpha-Helices gebildet, die die Zinkionen
umgeben. Das carboxy- (C) und amino-(N)-terminale Ende des Proteins ist jeweils gekennzeichnet. Die
Abbildung wurde tibernommen aus Todd and Andrianopoulos (1997).

InuR konnte anhand von Vergleichen mit anderen &hnlichen transkriptionellen Regula-
toren eine DNA-Bindestelle in den Promotorregionen der Inulin-Clustergene postuliert
werden. Die postulierte DNA-Bindestelle CGGNgCGG konnte in allen Promotorregionen
der Gene fiir den Katabolismus von Inulin identifiziert werden. DNA-Bindestellen mit ei-
nem CGGN xCGG Motiv sind fir Zn(II),-Cysg Transkriptionsfaktoren typisch (Ito et al.,
2004; Todd and Andrianopoulos, 1997). Um mogliche Elemente in den Promotorregionen
der Adi2-Clustergene zu finden, die die Bindung von Raml vermitteln, wurde eine in
silico Analyse der Sequenzen 1 kb upstream der Gene durchgefiihrt. Die fiir die Bindung
von Ram1 benotigte Sequenz in der Promotorregion von aip! konnte mithilfe von GFP-
Fusionen auf die Region 600-800 Basenpaare aufwérts des offenen Leserahmens von aip1
eingegrenzt werden. Durch eine Sequenzanalyse dieses Bereichs wurden mehrere mogliche
Motive fiir DNA-Bindestellen von Ram1 identifiziert. Eines dieser Motive konnte zudem
ebenfalls in der Promotorregion von adi2 gefunden werden. Hierbei handelt es sich um
ein sich wiederholendes Motiv von CGGAGACGG. In beiden Promotorregionen ist au-
Berdem ein CGGN;;CCG Motiv zu finden, welches auch das DNA-Bindemotiv von GAL4
und LAC9 aus S. cerevisiae bildet (Halvorsen et al., 1991; Marmorstein et al., 1992).

Da mtt2 und aipl bzw. adi2 und raml gemeinsame Promotorregionen besitzen, sind
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diese beiden Motive somit in allen Promotorregionen des Adi2-Genclusters zu finden. Ge-
zielte Punktmutationen in diesen Motiven oder ganze Motiv-Deletionen waren niitzlich,
um aufzukldren, ob es sich bei diesen Elementen um DNA-Bindemotive fiir Ram1 handelt.
Zn(I1)2-Cysg Regulatoren besitzen neben der meist N-terminal gelegenen DNA-Bindedoméne
auflerdem eine Aktivierungsdoméne (Pfeifer et al., 1989; Qui et al., 1991; Sze et al., 1993).
In dieser befindet sich oft eine zweite konservierte Doméne, die als middle homology region
(MHR) bekannt ist und der DNA-Bindedoméne, durch Verringern der Bindeaffinitat zu
falschen Sequenzen zwischen den CGG-Triplets, bei der DNA-Bindung helfen soll (Schjer-
ling and Holmberg, 1996; Yuan et al., 2008). Auch eine solche Doméne konnte in Ram1
gefunden werden. Die Annahme, dass die MHR bei der DNA-Bindung unterstiitzend wir-
ken soll, konnte erklaren, warum ausschlieflich das Ram1 Volllangenprotein, aber keine
der Ram1-Verkiirzungen, in der Lage war, trans-Aconitat als Kohlenstoffquelle zu nutzen.
In GAL4 aus S. cerevisiae sind neben dem C6-Zinkcluster, welches das CGG Triplet bin-
det, und der MHR zusatzlich eine linker Region, welche die Basensequenz zwischen den
CGG Triplets bestimmt, und coiled-coils, die fiir eine Dimerbildung verantwortlich sind,
zu finden (Reece and Ptashne, 1993; Schjerling and Holmberg, 1996). Durch Sequenzver-
gleiche und Domaéanenvorhersagen verschiedener Proteine, konnten diese vier Doménen in
einer grofien Zahl von Transkriptionsfaktoren der Zn(II),-Cysg-Familie identifiziert wer-
den (Schjerling and Holmberg, 1996). Aus diesen Informationen war es moglich, ein Modell
fir die DNA-Bindung dieser Familie zu postulieren (siehe Abb. 3.3).

Da in Raml neben dem C6-Zinkcluster und der MHR keine weitere der vier Doméanen
bisher entdeckt wurde, konnte bisher nicht gezeigt werden, ob auch Ram1 als Dimer bindet
und diese Art von DNA-Bindung ebenfalls stattfindet. Anstelle der coiled-coils Doméne
konnte in U. maydis auch trans-Aconitat fiir die Dimerbildung von Ram1 unterstiitzend
wirken. Diese Hypothese liele sich zum Beispiel in wvitro iberpriifen. Man koénnte eine
mogliche Dimerbildung beispielsweise mit einer Chromatographie in Anwesenheit und

Abwesenheit von trans-Aconitat untersuchen.

3.2.2 Regulation von Raml

Wie Raml und somit auch der Mechanismus, der die Spezifitdt der DNA-Bindung der
Adi2-Clustergene bestimmt, aktiviert wird, wurde anschliefend untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Ram1 auch in Abwesenheit von trans-Aconitat
basal exprimiert wird. In Anwesenheit von trans-Aconitat war die Expression von Ram1
deutlich erhoht. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose und trans-Aconitat war weni-
ger Ram1 detektierbar. Da ungewohnliche Nahrstoffquellen, wie zum Beispiel auch trans-
Aconitat nicht immer zugénglich sind, haben Pilze ein komplexes regulatorisches System

entwickelt, um auf sich verandernde Umweltbedingungen zu reagieren und die unnétige
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Abbildung 3.3: Modell fiir die DNA-Bindung von C6 Zinkcluster-Proteinen

Zu sehen, ist ein Modell, das die DNA-Bindung von C6-Zinkcluster-Proteinen zeigt. Das C6 Zinkcluster
(Zn) erkennt die CGG-Triplets. Die Basensequenz zwischen den Triplets, wird durch die Linker-Region
zwischen den coiled-coils (CC) und dem C6-Zinkcluster bestimmt. Die spezifische Struktur der CC sind
Verantwortlich fiir die Dimerisierung. Die MHR interagiert mit dem C6-Zinkcluster und der Linker-
Region, was die Bindung an falsche CGGN x CGG-Sequenzen verhindert. Auflerdem soll die MHR eine
regulatorische Rolle gemeinsam mit der Aktivierungsdoméne (AD) teilen. Abbildung {ibernommen aus
Schjerling and Holmberg (1996).

Expression von Biosynthesewegen gering zu halten. Daran beteiligt sind unter anderem
Transkriptionsfaktoren, die auf bestimmte Umweltsignale reagieren, wie beispielsweise
CreA (Dowzer and Kelly, 1991) auf Kohlenstoff oder AreA (Hynes, 1975) auf Stickstoff.
Diese Transkriptionsfaktoren kénnen Gencluster je nach Anwesenheit einer besseren Koh-
lenstoffquelle sowohl positiv als auch negativ regulieren (Keller and Hohn, 1997; Yin and
Keller, 2011). So kann beispielsweise AreA in Anwesenheit von Ammonium oder Glutamin
die Synthese verschiedener Enzyme des Stickstoffmetabolismus unterdriicken (Wilson and
Arst, 1998). Dieses regulatorische Prinzip erméglicht, dass Biosynthesewege zur Nutzung
von Nahrstoffen auf die Anforderungen des generellen, zellularen Metabolismus und auf
die Anwesenheit von spezifischen Biosyntheseweg-Induktoren antworten (Keller and Hohn,
1997). Ahnlich scheint auch der trans-Aconitat-Metabolismus in U. maydis organisiert zu
sein. Zum einen wird der trans-Aconitat-Metabolismus durch den Transkriptionsfakoren
Ram1 reguliert, zum anderen scheint die Expression der Adi2-Clustergene in Anwesenheit
von Glucose noch zusétzlich, wenn auch nicht vollstdndig, reprimiert zu sein. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit zeigen, dass auch bei Anwesenheit von Glucose eine geringe Menge
trans-Aconitat aufgenommen wird und die Adi2-Clustergene somit auch in Anwesenheit
von Glucose exprimiert werden. Dies lasst sich auch aus der erhohten Sensitivitdt von
adi2-Mutanten bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose und trans-Aconitat ableiten.

Eine geringe Aktivitit des Clusters ist auch bei Glucose als primérer C-Quelle notwendig,

44



um die Zellen vor trans-Aconitat zu schiitzen.

Uberraschenderweise war die konstitutive Expression von ramI unter Kontrolle des etef-
Promotors nicht ausreichend, um die Adi2-Clustergene zu induzieren, sondern es musste
zusétzlich trans-Aconitat vorhanden sein. Es ergeben sich aus dieser Beobachtung einige
Szenarien, wie trans-Aconitat direkt oder indirekt die Expression der Clustergene stimu-

lieren konnte (siche Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: trans-Aconitat beeinflusst die Modifikation von Ram1l

Gezeigt sind verschiedene Moglichkeiten, wie die Transkriptionsfaktoraktivitdt von Raml abhéngig von
trans-Aconitat verwirklicht sein kénnte. Direkte Bindung kénnte zur Dimerisierung zweier Ram1-Molekiile
fithren, wodurch das fiir Zn(II)2-Cysg typische CGGN1; CCG Motiv in der Promotorregion gebunden wer-
den kann. Es koénnte sich jedoch auch nur die Konformation &ndern, um die Rekrutierung der Polymerase
zu erlauben. Ferner kénnte durch chemische Modifikation, wie beispielsweise durch eine Phosphorylie-
rung von Raml, oder durch ein noch nicht identifiziertes durch trans-Aconitat stimuliertes Protein die
Transkriptionsfaktoraktivitdt von Ram1 modifiziert werden.

Es ist moglich, dass es einen bisher nicht identifizierten Faktor rekrutiert oder reguliert, der
dann aber nicht im Cluster codiert ist. Diese Moglichkeit ist daher als eher unwahrschein-
lich zu erachten, da es sich beim Abbau von trans-Aconitat um einen sehr spezifischen
Stoffwechselweg handelt, der vermutlich keine auflerhalb des Clusters befindlichen Fak-
toren benotigt; auszuschlielen ist die Idee jedoch nicht grundsétzlich. Wahrscheinlicher
ware, dass der Transkriptionsfaktor Ram1 selbst entweder direkt an trans-Aconitat bindet

oder durch die Anwesenheit von trans-Aconitat modifiziert (z. B. phosphoryliert) wird.
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Eine hypothetische Phosphorylierung wiirde wiederum ein zusétzliches trans-Aconitat ab-
héangiges modifizierendes Enzym benotigen. Direkte Bindung von Ram1 an trans-Aconitat
wurde in dieser Arbeit nicht formal gezeigt. Jedoch lieferten Experimente mit chimeren
Transkriptionsfaktoren wichtige Hinweise fiir diese Idee. Der Transkriptionsfaktor Rual
induziert die Bildung von UAs unabhéngig von einem zusétzlichen Stimulus, wenn er kon-
stitutiv exprimiert wird (Teichmann et al., 2010). Fusion der Ram1 Aktivierungsdoméne
an die DNA-Bindedoméne von Rual fithrte zu einem kiinstlichen Transkriptionsfaktor,
der die Synthese von UAs nur noch in Anwesenheit von trans-Aconitat erlaubte. Dies
schlieit aus, dass die Bindung von Ram1 an die DNA trans-Aconitat abhingig verlauft.
Viel wahrscheinlicher wird mit diesem Experiment, dass die Aktivierungsdoméane von
Ram1 durch Bindung an trans-Aconitat aktiv wird. Durch Ubertragung des Transkripti-
onsfaktors auf einen ganz anderen Gencluster, werden hiermit auch zusétzliche Faktoren
ausgeschlossen, die zum Beispiel trans-Aconitat abhingig an den Adi2-Gencluster binden
konnten. Die Aktivierung eines Stoffwechselweges durch Bindung eines Metaboliten wur-
de auch fiir den Zn(II),-Cysg Transkriptionsfaktor Put3p aus S. cerevisiae beschrieben.
Put3b bindet im inaktiven Zustand, in Abwesenheit von Prolin, an die Promotorregion
seiner Targetgene und durchlauft durch Bindung von Prolin eine Konformationsanderung,
um die Transkription von Genen zur Nutzung von Prolin, in Abwesenheit von anderen
Stickstoffquellen, zu aktivieren (Sellick and Reece, 2005).

Wie der molekulare Mechanismus funktioniert, mit dem trans-Aconitat Raml aktiviert
muss noch genauer untersucht werden. Denkbar ist eine Konformationsanderung, mogli-
cherweise mit dem Resultat der bereits erwdhnten Dimerisierung. Da fluoreszenzmikro-
skopische Analysen gezeigt haben, dass Ram1 in An- und Abwesenheit von trans-Aconitat
im Kern lokalisiert und die Bindung von Ram1 an die DNA trans-Aconitat unabhéngig
verlauft, konnte ein dhnlicher Mechanismus, wie fiir Put3p, welcher auch im inaktiven
Zustand die DNA bindet, beispielsweise durch Chromatin-Immunpréazipitation (ChIP),

untersucht werden.

46



4 Material und Methoden

4.1 Materialien mit Bezugsquellen

4.1.1 Allgemeine Materialien

Material

Blottingpapier

Cryo-Rohrchen
Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml)
Glasperlen

Glaspipetten
Kunststoff-Kiivetten
MobiSpin Columns
Nylon-Membran

Petrischalen
Phosphoimager-Kasetten
Pipettenspitzen
PVDF-Membran
Reaktionsgefafie (1,5 ml, 2 ml)
Schikanekolben

Schottflaschen

Skalpellklingen

Sterile Spritzen und Kantilen
Sterilfilter

0,1 ml Mikroeinsatz (28 x 5 mm) mit Polymerfuf
Silikon Schraubkappen

1,5 ml KGW-Flasche

96-Well Mikrotiterplatte, steril
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Bezugsquelle

Roth (Karlsruhe)
Sarstedt (Niimbrecht)
Sarstedt (Niimbrecht)
Sigma (Deisenhofen)
Brand (Wertheim)
Sarstedt (Niimbrecht)
MoBiTec (Gottingen)
Roth (Karlsruhe)
Greiner, Sarstedt (Ntmbrecht)
Amersham

Biozym, Sarstedt (Ntumbrecht)
Roth (Karlsruhe)
Sarstedt (Niimbrecht)
Ochs (Bovenden)
Schott (Mainz)
Roth(Karlsruhe)
Braun (Melsungen)
Sarstedt (Niimbrecht)
VWR

VWR

VWR

Greiner



4.1.2 Kits

Zur Préparation von Plasmiden in kleinem Mafistab wurde das ZR-Plasmid Miniprep Kit
verwendet. DNA aus Agarose Gelen wurde mit dem Gel/PCR DNA Fragment Extraction
Kit préapariert. Labeling von DNA fand mit dem Megaprime Labeling Kit statt. Prote-
insignale wurden mit dem SuperSignal West Femto Kit oder mit dem Pierce ECL Plus
Western Blotting Substrate detektiert.

Name des Kits Bezugsquelle

ZR Plasmid Miniprep-Classic Zymo Research

Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit Geneaid

Megaprime Labeling Kit Amersham (Braunschweig)
SuperSignal West Femto Thermo Scientific

Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Scientific

4.1.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden vornehmlich von Difco (Augsburg),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen und

waren von der Qualitéit iiberwiegend p.a..

4.1.4 Antikorper und Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von Fermentas/Thermo Scientific (St. Leon-Rot) oder New
England Biolabs (NEB, Schwalbach) bezogen. Zur Amplifikation von DNA wurde eine
Phusion-DNA-Polymerase aus eigener Laborpraparation verwendet. Dephosphorylierung
von DNA erfolgte mit der Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) von Fermentas/Thermo
Scientific. Das Auffiillen von einzelstrangiger DNA wurde mit dem Klenow-Fragment
(NEB) durchgefiihrt. Der Ligation von DNA-Fragmenten diente die T4-DNA-Ligase von
Roche (Mannheim). Bakterielle bzw. pilzliche Zellwiande wurden mit Lysozym (Roche)
oder Lysing enzymes aus Trichoderma harzianum (Sigma Aldrich) degradiert. Der An-
tikorper a-Tubulin wurde von Calbiochem/Merck (Darmstadt), der HA-Antikorper von
abcam und der GFP Antikérper von Torrey Pines Biolabs. Sekundire Antikérper wurden

von der Firma Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg) bezogen.

4.1.5 Puffer und Losungen

Fiir bestimmte Methoden direkt benétigte Puffer sind unter der Beschreibung der jewei-

ligen Methode aufgefiihrt. Andere verwendete Standardlésungen und Puffer wurden nach
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Ausubel FM (1987) und (Sambrook, 1989) hergestellt. Wenn nétig wurden die verwende-
ten Puffer und Losungen vor ihrer Verwendung fiir 20 min bei 121°C autoklaviert oder

alternativ mit einem Sterilfilter sterilisiert.

4.1.6 Gerate

Geriéte, die direkt fiir bestimmte Methoden verwendet wurden, sind bei den jeweiligen
Methoden aufgefithrt. Der Zentrifugation von Reaktionsgefafien (1,5 und 2 ml) diente
eine Heraeus Biofuge pico und der Zentrifugation groBerer Reaktionsgefafie (15 und 50
ml) eine Heraeus Multiufuge. Der Erwarmung von Reaktionsgefdfien auf eine definierte

Temperatur dienten Thermomixer von Eppendorf (Hamburg).

4.2 Kultivierung von Mikroorganismen

Alle verwendeten Medien wurden bei 121°C fiir 20 min autoklaviert.

4.2.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte in dYT-Medium schiittelnd bei 200 Upm bzw. auf dYT-
Festmedium bei 37°C. Als Antibiotikum zur Selektion auf Plasmide wurde Ampicillin in
einer Konzentration von 100 pug/ml eingesetzt. Dauerkulturen wurden nach Zugabe von
50% dYT-Flissigmedium mit Glycerin bei -80°C gelagert.

dYT-Fliissigmedium
1,6 % (w/v) Trypton-Pepton
1,0 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
Aquadest,]
(Festmedium: 2 % (w/v) Bactoagar)

dYT-Fliissigmedium mit Glycerin
1,6 % (w/v) Trypton-Pepton
1,0 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
69,6 % (w/v) Glycerin
Aquajgest ]
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4.2.2 Kultivierung von U. maydis

Flissigkulturen von Ustilago maydis wurden in der Regel in YEPS)ig; Medium angezo-
gen. In den Féllen, in denen die Anwesenheit bzw. die Abwesenheit einer Kohlenstoff-
oder Stickstoffquelle im Medium erforderlich war, wurde YNB-Medium verwendet, dem
der entsprechende Stoff zugesetzt wurde. Die Kulturen wurden unter aeroben Bedingungen
bei 30°C und 180 Upm inkubiert. Fiir die Anzucht auf Festmedium wurde meist Potato-
Dextrose(PD)-Agar verwendet, dem bei Bedarf Fungizide, wie Carboxin (2 ug/ml), Hy-
gromycin (200 pg/ml) oder Nourseothricin (150 pug/ml) zugesetzt wurden. In besonderen
Fallen wurde, aus oben beschriebenen Griinden, YNB-Agar verwendet. Zur Herstellung
von U. maydis Dauerkulturen wurden Ubernachtkulturen im Verhéltnis 1:1 mit NSY-
Glycerin-Medium gemischt und bei -80°C eingefroren. Fiir fast alle Experimente wurden
Kulturen aus der logarithmischen Wachstumsphase mit einer ODgyy zwischen 0,7 und 1
verwendet. Die Ausnahme bilden hier die Kulturen fiir die Extraktion von Glykolipiden.
Hier wurden Kulturen verwendet, die fir drei Tage in YNB-Medium (pH 4,5) mit Koh-

lenstoffquelle, aber ohne Stickstoffquelle gezogen waren.

YEPS-Fliissigmedium
1,0 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (w/v) Pepton
2 % (w/v) Saccharose
Aquajqest ]

YNB-Fliissigmedium
0,17 % (w/v) Yeast Nitrogen Base w/o amino acids
0,2 % (w/v) Ammoniumsulfat
als Kohlenstoffquelle wurden verwendet: 2 % Glucose, 5 mM cis- bzw. trans-Aconitat
Aqua[dest.]
(Festmedium: 2 % (w/v) Bactoagar)

PD-Festmedium
2,4 % (w/v) Potato Dextrose Broth
2 % (w/v) Bactoagar
Aquadest,]

NSY-Glycerin

0,8 % (w/v) Nutrient Broth
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
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0,5 % (w/v) Saccharose
69,9 % (v/v) Glycerin
Aqua[dest.]

4.2.3 Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Kulturen

Die optische Dichte von Kulturen wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm
(ODggo) oder 550 nm (ODj550) bestimmt. Dabei wurden Kulturen iiber einer ODgyy bzw.
ODs50 von 1 verdiinnt, um einen in etwa linearen Zusammenhang von OD zur Zellzahl

sicherzustellen. Als Referenz diente ein nicht bewachsenes Kulturmedium.
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4.3 Stamme, Plasmide und Oligonukleotide

4.3.1 Escherichia coli - Stamme

Fir Klonierungen wurde der Stamm Topl0 (Invitrogen, Karlsruhe) mit dem folgenden
Genotyp verwendet: F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®?) endA1 nupG.

4.3.2 Ustilago maydis - Stamme

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten U. may-
dis Stamme aufgefithrt. Einige der Stdimme stammen aus Zusammenarbeiten mit Sarah-
Maria-Wege™* und Kevin Korba*®* (aus von mir betreuten Masterarbeiten und HIWI-
Arbeiten). Von den Deletionsmutanten wurden in den meisten Féllen drei, aber min-
destens zwei unabhéngige Mutanten phénotypisch charakterisiert. Bei Stammen mit ip-
Locus Integrationen oder am Genlocus eingebrachte Integrationen, wurde, wenn im Text

bemerkt, mit Southern Blot Analyse die Haufigkeit der Integration bestimmt.

Tabelle 4.1: Verwendete U. maydis-Stamme

Praml-Raml

iR [P ami1 :strep-ram1]ip®

Stammbezeichnung Genotyp Resistenz Referenz
MB215 a2 bl13 / (Hewald et al.,
2005)
MB215 Aram1 a2 b18 Araml Hygh (Przybilla, 2014)
MB215 Aaipl a2 b13 Aaipl Hygh (Przybilla, 2014)
MB215 Aadi? a2 013 Aadi? HygR (Przybilla, 2014)
MB215 Aadi2 a2 b13 Aadi2 Gen® Diese Arbeit
MB215 Amtt2 a2 b13 Amitt2 Hygh (Przybilla, 2014)
MB215 Aadi2 a2 b13 Aadi2 Gen® Diese Arbeit
MB215 Aaipl Aadi2 a2 b13 Aaipl Aadi2 Hyg®, Gen®  (Wege, 2018)*
MB215 Amtt2 Aadi2 a2 b13 Amit2 Aadi2 Hyg®, GenP (Wege, 2018)*
MB215 Arual a2 b13 Arual Hygh? (Teichmann,
2005)
MB215 Amtt2 a2 b13 Amitt2 HygR, Cbx® Sandra  Hart-
Mtt2-GFP ipR[Peser::mtt2-gfpip® mann personli-
che Mitteilung
MB215 Araml a2 b13 Araml Hyg®, Chx® (Wege, 2018)*
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MB215 Araml

Praml-Ram14P

a2 b13 Araml

Z'pR [Praml . :ABDstrep-mmI] ZPS

HygR, Cbx™

(Wege, 2018)*

MB215 Araml

Pram1-Ram1BP

a2 b13 Araml

Z'pR [Praml : :AADstrep-mmZ] Zps

HygR, Cbx®

(Wege, 2018)*

MB215 Araml

Pram1-Ram1N1-650

a2 b13 Araml
ipR [P ram1 1:5tTED-

ram1N1‘650] ZpS

HygR, Cbx™

(Wege, 2018)*

MB215 Araml
Praml-HA5-Raml

a2 b13 Araml
ip®[Pram1::hag-ram1)ip®

Hyg®, Cbx®

(Wege, 2018)*

MB215
Paipl-aipl-GFP

a2 b13 Py :iaipl-gfp

Nat®

Diese Arbeit

MB215 Araml
Petef-GFP-Ram1

a2 b13 Araml
ipR[Peser:: egfp-ram1]ip®

HygR, Cbxt

Diese Arbeit

MB215 Araml
Petef-Ram1-GFP

a2 b13 Araml
ip®[Pete::ram1-eqgfp)ip®

HygR, Cbx™

Diese Arbeit

MB215 Araml
Petef-HA-Ram1

a2 b13 Araml
ipP[Peser::ha-ram1]ip®

HygR, Cbx®

Diese Arbeit

MB215 Araml
Paipl-aipl-GFP

a2 b13 Araml
Paip] ::aipl'egfp

Hyg®, Nat®

Diese Arbeit

MB215 Araml
Paipl-aipl-GFP
Petef-HA-ram1

a2 b13 Araml

P o1 :aip-eqfp
ipP[Peter::ha-ram1|ip®

Hyg®, Nat®,
Chx?

Diese Arbeit

MB215 Araml
Paipl-aipl-GFP
Petef-HA-Hybrid-TF1

a2 b13 Araml
Poipi:aip-eqfp
ipT[Poger:: ha-
ABDTML]AADmmJ] Zps

Hyg®, Nat®,
Chx®

Diese Arbeit

MB215 Pcyp2-GFP

a2 b13 Pcyp2 B egfp

Gent®

Diese Arbeit

MB215 Arual
Pcyp2-GFP

a2 0138 Arual Pype:eqfp

Hyg®, Gent?

Diese Arbeit

MB215 Arual
Pcyp2-GFP
Petef-HA-Rual

a2 b18 Arual Pyps::eqfp
ip®[Peter::ha-rual|ip®

Hyg®, Gent?,
Chx?

Diese Arbeit

MB215 Arual
Pcyp2-GFP
Petef-HA-Hybrid-TF2

a2 b18 Arual Pype::egfp
ipT[Poger:: ha-
AADrua1ABDram1]ipS

Hyg®, Gent®,
Cbx®

Diese Arbeit
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MB215 Arual a2 b13 Arual Pypo:eqfp Hyg® Gent®,  Diese Arbeit

Pcyp2-GFP ipP[Peter::ha-AAD,yq4)ip® Chx®
Petef-HA-BDrual

MB215 a2 b13 Cbx® Diese Arbeit**
Paip11900)-GFP " [P aip1(1000):: €9/ ip®

MB215 a2 b13 Cbx® Diese Arbeit**
Paipl(soo)-GFP ipR [PaipI(SOO) w Q‘pr] ips

MB215 a2 b13 Cbx® Diese Arbeit**
Paipl(Goo)-GFP ipR [P aip1(600)-: €9fp] ips

MB215 a2 b13 Cbx? Diese Arbeit**
Paipl(400)-GFP " [P aip1(400):: €9fp)ip®

MB215 a2 b13 Cbx? Diese Arbeit**
Paipl(200)-GFP ip" [P aip1(200):: €qfp)ip®

54



4.3.3 Plasmide

In der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide dargestellt

und zugehorige Referenzen angegeben.

Tabelle 4.2: Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz Referenz

pJet2.1 Amp Fermentas

pJET2.1-LF+3xGFP- Amp, Hyg (Btttner, 2017)

Hyg+RF

pRS426 Amp, Ura3 (Sikorski and Hieter, 1989)

pRS426-Geniticin-02808  Amp, Gen (Przybilla, 2014)

pETEF-GFP-Ala6- Amp, Cbhx Laborsammlung

MMXN (1742)

pMF5-1n Amp, Nat (Brachmann et al., 2004)

pMF1-G Amp, Gen (Baumann et al., 2012)

pETEF-HA /HA,-GFP-  Amp, Cbx Julia Ast, personliche Mitteilung

Ala6-MMXN

pCRG-02808-Cbx Amp, Cbx Sandra  Przybilla, personliche
Mitteilung

pTEF-GFP-MMXN-si Amp, Chx Thorsten  Stehlik, personliche

(single integration) Mitteilung

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide mit verwendeten Oligo-
nukleotiden und Klonierungsstrategien beschrieben. Oligonukleotide sind immer in 5°-3’
Richtung angegeben. Primer von Sandra K. Hartmann wurden mit SKP bezeichnet. Re-
striktionsschnittstellen sind unterstrichen. Die Teile der Oligonukleotide, die direkt der
Amplifikation auf der ersten Matrize dienten, sind in GroBbuchstaben und Uberhinge in
Kleinbuchstaben gezeigt. Einige Plasmide wurden iiber Gibson-Assembly hergestellt. In
diesem Fall sind Gensequenzen grofl geschrieben und Plasmidsequenzen klein. Plasmide

wurden vor der Verwendung sequenziert.

pJET2.1-LF02807-Gen-RF02807

Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Deletionsmutante von 02807 (adi2). Hierbei
wurde der gesamte offene Leserahmen von 02807 gegen eine Geniticin-Resistenzkassette
ersetzt.

Konstruktion

MF422 fwd (forward) gcaatattcttgecacgacgegatagg

MF425 rev (reverse)  gcaatattgtgggcgctgagggettgg
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Zur Generierung dieses Plasmids wurde mit dem Primerpaar MF422 und MF425 von
einem Aadi2-Stamm das Konstrukt LFadi2-Hyg-RFadi2 amplifiziert. Dieses Konstrukt
wurde in pJET2.1 kloniert und dann mit Sfil verdaut. Aus pMF1-G wurde tiber einen
Sfil-Verdau die Geneticin-Kassette gewonnen, welche anschliefend in den zuvor mit Sfil
verdauten pJET2.1 ligiert wurde und die Hyg-Kassette ersetzte. Transformation der Usti-

lago maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-Raml

Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression von um02808 (ram1).
Konstruktion

MJ776 fwd cceceggectgeaggaattegatcc ATGAGGTGGAAA

MJT77 rev gecgggegeccgct CTAGATGGCCATCATAGCGAGAG

Der ORF von ram1 wurde mit dem Primerpaar MJ776 und MJ777 vom Plasmid pCRG-
02808-Cbx amplifiziert. Uber Gibson-Assembly wurde das Fragment in das Plasmid 1742,
welches zuvor mit Xbal und Ncol geschnitten wurde, kloniert. Transformation der Ustilago

maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-GFP-Ram1
Dieses Plasmid diente zur N-Terminalen GFP-Fusion von ram1, um die Lokalisierung von

Raml zu ermitteln.

Konstruktion
MJ778 fwd gtacaaggecgeggcageegecgcaAGGTGGAAACAAGTACACGCT
MJ779 rev CTCTCGCTATGAtggccatctagageggecgeecgge

Der ORF von ram1 wurde mit dem Primerpaar MJ778 und MJ779 vom Plasmid pCRG-
02808-Cbx amplifiziert. Uber Gibson-Assembly wurde das Fragment in das Plasmid 1742,
welches zuvor mit Mlul geschnitten wurde, kloniert. Transformation der Ustilago maydis

Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-Ram1-GFP
Dieses Plasmid diente zur C-Terminalen GFP-Fusion von ram1, um die Lokalisierung von

Ram1 zu ermitteln.

Konstruktion
MJ780 fwd cceccggectgeaggaattcgatcc ATGAGGTGGAAA
MJ781 rev tgaacagctectegeccttgetcac TAGCGAGAGGGCAGAGGGTGC
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Der ORF von ram1 wurde mit dem Primerpaar MJ780 und MJ781 vom Plasmid pCRG-
02808-Cbx amplifiziert. Uber Gibson-Assembly wurde das Fragment in das Plasmid 1742,
welches zuvor mit Ncol geschnitten wurde, kloniert. Transformation der Ustilago maydis

Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-HA-Ram1l

Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression von raml mit HA-Tag.

Konstruktion
MJ922 fwd gatcccatggcg AGGTGGAAACAAGTACACGCTG
SKP34 rev cgggegeccgc TCATAGCGAGAGGGCAGAGGGTGCATC

Der ORF von ram1 ohne endogenes ATG wurde mit dem Primerpaar MJ922 und SKP34
vom Plasmid pCRG-02808-Cbx amplifiziert. Das Fragment wurde mit Ncol und Notl
geschnitten und in pETEF-HA-GFP-Ala6-MMXN kloniert, welches zuvor mit Ncol und
Notl geschnitten wurde. Transformation der Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit

dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-HA-»-Ram1l

Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression von rami1 mit HA,-Tag.

Konstruktion
MJ780 fwd gatcecatggcg AGGTGGAAACAAGTACACGCTG
MJ781 rev cgggegeccgc TCATAGCGAGAGGGCAGAGGGTGCATC

Der ORF von ram1 ohne endogenes ATG wurde mit dem Primerpaar MJ922 und SKP34
vom Plasmid pCRG-02808-Cbx amplifiziert. Das Fragment wurde mit Ncol und Notl
geschnitten und in pETEF-HA,-GFP-Ala6-MMXN kloniert, welches zuvor mit Ncol und
Notl geschnitten wurde. Transformation der Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit

dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

pJET2.1-1000bp-aip+GFP-Nat+RFaipl

Dieses Plasmid diente zur endogenen GFP-Fusion von um10608 (aip!), um die Lokali-
sierung von Aipl zu ermitteln.

Konstruktion

Das Plasmid pMF-1N wurde mit Sfil geschnitten, um das Fragment GFP-Nat zu erhalten.
pJET2.1-LF4+3xGFP-Hyg+RF wurde mit Sfil geschnitten, um das Backbone zu erhalten
und 3xGFP-Hyg herauszuschneiden. Anschliefend wurde GFP-Nat in das Backbone durch
Ligation kloniert. Transformation der Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor

mit Sspl linearisierten Konstrukt.
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Paip1l-GFP-MMXN-si

Dieses Plasmid diente zur Expression von GFP unter dem endogenen Promotor von aip1.

Konstruktion
MK147 fwd gcataagctt GGCGAATCGTGGTTCTTGG
MK148 rev atatggatccGGTTGCAGCCTTTGTTGTTCTAGG

1177bp stromaufwérts von aipl bis zum Beginn des ORF von aipl, in welcher der Pro-
motor von aipl vermutet wird, wurden mit den Primerpaaren MK147 und MK148 vom
Genom von MB215 amplifiziert. Das Fragment wurde mit HindIIl und BamH]1 geschnit-
ten und in pTEF-GFP-MMXN-si kloniert, aus welchem der pTEF-Promotor tiber HindIIl
und BamHT entfernt wurde. Transformation der Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit

dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Paiplmoo/ 800/ 600/ 400/ 200-GFP-MMXN-si
Dieses Plasmid diente zur Expression von GFP unter dem endogenen Promotor von aip1
und zur Identifikation der Ram1-DNA-Bindestelle.

Konstruktion

MK359 fwd gcataagctt CTCTGTCTAACACATAAGCGCG
MK358 fwd gcataagctt CTCGGTTAAAACAACTCCGCATG
MK357 fwd gcataagctt GGCCAAGATGGCTCGAGG

MK356 fwd gcataagctt GTCCATTCGGCACGCCTTAC

MK355 rev gcataagctt CACTAGTTTGGTTGGTACGAAACATG
MK148 rev atatggatccGGTTGCAGCCTTTGTTGTTCTAGG

Verkiirzungen der Region stromaufwérts von aip1 sollten die Ram1-DNA-Bindestelle fin-
den. 1000bp stromaufwérts von aip! wurden mit den Primerpaaren MK359 und MK148
von Paipl-GFP-MMXN-si amplifiziert. 800bp stromaufwérts von aip! wurden mit den
Primerpaaren MK358 und MK148 von Paipl-GFP-MMXN-si amplifiziert. 600bp strom-
aufwarts von aip! wurden mit den Primerpaaren MK357 und MK148 von Paipl-GFP-
MMXN-si amplifiziert. 400bp stromaufwarts von aip! wurden mit den Primerpaaren
MK356 und MK148 von Paipl-GFP-MMXN-si amplifiziert. 200bp stromaufwérts von aip1
wurden mit den Primerpaaren MK355 und MK148 von Paipl-GFP-MMXN-si amplifiziert.
Die Fragmente wurden mit HindIII und BamHI1 geschnitten und in Paipl-GFP-MMXN-si
kloniert, aus welchem Paipl iiber HindIIl und BamH]I entfernt wurde. Transformation der

Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit den zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukten.

Petef-HA-Rual
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression von 06458 (rual) mit HA-

Tag.
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Konstruktion

MK251 fwd gatcccatggecgATGCCGATCTCTGCTACCATAG

MK252 rev tgegeggecgcCTATATGGGACAGCCCGTGTC

Der ORF von rual wurde mit dem Primerpaar MK251 und MK252 vom Genom von
MB215 amplifiziert. Das Fragment wurde mit Ncol und Notl geschnitten und in pETEF-
HA-GFP-Ala6-MMXN anstelle des GFP kloniert. Transformation der Ustilago maydis
Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt. Da der ORF von

rual durch Ncol halbiert wird, wurden beide Teile im Nachhinein zusammengesetzt.

Petef-HA-BDrual

Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression der Bindedoméne von rual

mit HA-Tag.

Konstruktion

MK315 fwd ACcccgggctgeaggaattegatcecatggegAGCGGTATCGGCAACGC-
GAGCGGAT

MK323 rev aaatgtttgaacgatctgeageegggegegecgc TCATATGGGACAGCC-
CGTGTCATCACGA

Die Bindedoméne (BD) von rual wurde mit dem Primerpaar MK315 und MK323 vom
Genom von MB215 amplifiziert. Uber Gibson Assembly konnten die Fragmente in pETEF-
HA-GFP-Ala6-MMXN anstelle des GFP kloniert werden. Daftir wurde das Plasmid mit
Ncol und Notl verdaut. Transformation der Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit

dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-HA-BDrualADraml
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression der Bindedoméne von rual

und der Aktivierungsdoméne von raml in einem Chimeren-Konstrukt mit HA-Tag.

Konstruktion

MK315 fwd ACcccgggctgeaggaattcgateccatggegAGCGGTATCGGCAACGC-
GAGCGGAT

MK316 rev TCGCGGAAAGCTGACCAACACGGGCTATGGGACAGCC-
CGTGTCATCACGA

MK317 fwd TCGTGATGACACGGGCTGTCCCATAGCCCGTGTTGGT-
CAGCTTTCCGCGA

MK318 rev aaatgtttgaacgatctgeageegggeggecgc TCATAGCGAGAGGGCA-
GAGGGTGCA
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Die Bindedoméne (BD) von rual wurde mit dem Primerpaar MK315 und MK316 vom
Genom von MB215 amplifiziert. Die Aktivierungsdoméne (AD) von ram! wurde mit
dem Primerpaar MK317 und MK318 vom Genom von MB215 amplifiziert. Uber Gibson
Assembly konnten die Fragmente in pETEF-HA-GFP-Ala6-MMXN anstelle des GFP klo-
niert werden. Dafiir wurde das Plasmid mit Ncol und Notl verdaut. Transformation der

Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

Petef-HA-ADrualBDraml
Dieses Plasmid diente zur Generierung einer Uberexpression der Bindedoméne von ram1

und der Aktivierungsdoméne von rual in einem Chimeren-Konstrukt mit HA-Tag.

Konstruktion

MK319 fwd ACcccgggctgeaggaattcgateccatggegCCGATCTCTGCTACCA-
TAGACTCCA

MK320 rev CAGCGTGTACTTGTTTCCACCTCATGCTTGCACTGCTCG-
GACCGCTGATG

MK321 fwd CATCAGCGGTCCGAGCAGTGCAAGCATGAGGTGGAAA-
CAAGTACACGCTG

MK322 rev aaatgtttgaacgatctgeageegggegeccgc TCAGATCTCGAGCTC-
GAGCTCGAGCTCG

Die Aktivierungsdoméne (AD) von rua! wurde mit dem Primerpaar MK319 und MK320
vom Genom von MB215 amplifiziert. Die Bindedoméne (BD) von ram! wurde mit dem
Primerpaar MK321 und MK322 vom Genom von MB215 amplifiziert. Uber Gibson As-
sembly konnten die Fragmente in pETEF-HA-GFP-Ala6-MMXN anstelle des GFP klo-
niert werden. Dafiir wurde das Plasmid mit Ncol und Notl verdaut. Transformation der

Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit dem zuvor mit Sspl linearisierten Konstrukt.

pMF1-G+Pcyp2-GFP
Dieses Plasmid diente zur random Integration einer C-terminalen GFP-Fusion der Pro-

motorregion von cyp2.

Konstruktion

MK402 fwd CACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACGCAAGAAGTT-
GCTTCTCTCA

MK403 rev CTTGGCGGCGGAGGGTGG

MK404 fwd CAACGCTCCACCCTCCGCCGCCAAGATGGTGAGCAAGG-
GCGAG

MK405 rev CATCTAGGCCTCGAGGGGGGGCCCGCTAGATGGCCACG-
CGTGC
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Die Promotorregion von cyp2 wurde mit dem Primerpaar MK402 und MK403 vom Ge-
nom von MB215 amplifiziert. Mit dem Primerpaar MK404 und MK405 wurde GFP von
dem Plasmid pTEF-GFP-MMXN-si amplifiziert. Das Plasmid pMF1-G wurde mit Kpnl
linearisiert und iiber Gibson Assembly wurden die beiden amplifizierten Fragmente in
pMF1-G kloniert. Transformation der Ustilago maydis Protoplasten erfolgte mit dem zu-
vor mit Sspl linearisierten Konstrukt. Das Konstrukt wurde zufillig in den Locus von

U. maydis integriert.
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4.4 Mikrobiologische Methoden

4.4.1 Transformation von E. coli

Fiir die Transformation des E. coli-Stammes Top10 wurde die Calcium-Mangan-Methode
nach Hanahan et al. (1991) verwendet. Hierzu wurden die Zellen zunéchst in SOB-Medium
bis zu einer ODs50 von 0,4 angezogen. Wenn die Kultur diese Zelldichte erreicht hatte,
wurden die Zellen fir 10 min auf Eis gekiihlt und durch Zentrifugation (10 min, 4000 Upm,
4°C) geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in einem drittel des Ausgangsvolumens
in eiskaltem CCMBS80-Puffer resuspendiert und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationschritt (10 min, 4000 Upm, 4°C) wurden die sedimentierten Zellen
in einem zwolftel des Ausgangsvolumens mit CCMBS80-Puffer resuspendiert, in jeweils 75

ul aliquotiert und bei -80°C gelagert.

CCMBS80-Puffer
10 mM KOAc pH 7,0
80 mM CaCl, *2H,0
20 mM MnCl, *4H,0
10 mM MgCly *6H,0
10 % (v/v) Glycerin

in Aqua[dest.] pH 6,4

Zur Transformation von chemisch kompetenten Zellen mit Plasmid-DNA wurden die Zel-
len fiir etwa 5 Minuten auf Eis aufgetaut und anschlieBend 1 pl der Plasmid-DNA (bei
Ligationen 5-10 pl) mit 75 pl chemisch kompetenten Zellen gemischt und fiir 15 min auf
Eis inkubiert. Dann wurde der gesamte Ansatz fiir 90 sec auf 42°C erhitzt und anschlie-
Bend auf Selektionsplatten (dYT-Festmedium mit Ampicillin) ausplattiert. Die Inkubation
erfolgte iber Nacht bei 37°C.

4.4.2 Transformation von U. maydis

Die Transformation von U. maydis erfolgte geméfl eines modifzierten Protokolls nach
Schulz et al. (1990). 50 ml einer in YEPS angezogenen U. maydis-Kultur mit einer opti-
schen Dichte von 0,8 - 1,0 wurde zentrifugiert (3500 rpm, 5 min, RT) und das Zellsediment
wurde in 25 ml SCS-Loésung einmal gewaschen. Dann wurde das Sediment in 2 ml SCS-
Lysing-Enzyme-Losung (20 mg/ml Lysing enzymes) aufgenommen und die Protoplastie-
rung der Zellen unter dem Mikroskop verfolgt. Bei einer Verkugelung der Zellen von ca.

80% wurde die Reaktion durch Zugabe von 10ml eiskalter SCS-Losung gestoppt und die
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Protoplasten pelletiert (2300 rpm, 10 min, 4°C). Das Sediment wurde noch zweimal mit
10 ml SCS-Losung und einmal mit 10 ml eiskalter STC-Losung gewaschen und dann in
500 pl eiskalter STC-Losung aufgenommen. Die Protoplasten wurden in Volumina von 50

pl aliquotiert und bei -80°C eingefroren oder direkt transformiert.

SCS-Losung
1 M Sorbitol
in 20 mM Na-Citrat
pH 5.8; sterilfiltriert

STC-Losung
100 mM CaCly
1 M Sorbitol in 10 mM Tris-HCI
pH 7.5; sterilfiltriert

STC/PEG-Losung
40% PEG400 in STC; sterilfiltriert
Regenerations-Agar
Top: 1M Sorbitol in YEPS
1,5 % (w/v) Bactoagar

Bottom: wie Top, zuséatzlich doppelt konzentriertes Antibiotikum

Zur Transformation wurden 50 pl U. maydis-Protoplasten auf Eis aufgetaut und mit ma-
ximal 10 pl (bis ca. 500 ng) der zu transformierenden DNA vorsichtig vermischt. Der
Ansatz wurde fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul STC/PEG zu-
gegeben und erneut fiir 10 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe von PEG wurden
die Zellmembranen fiir die zugegebene DNA permeabel. Der Ansatz wurde auf Regene-
rationsagar gegeben und vorsichtig verteilt. Der Regenerationsagar wurde kurz vor der
Transformation in zwei Schichten gegossen, von denen die untere das zur Selektion beno-
tigte Antibiotikum in zweifacher Konzentration enthielt (Hygromycin: 400 pug/ml, Car-
boxin 4 pg/ml, Nourseothricin: 300 pg/ml). Die obere Schicht war frei von Antibiotika.
Durch das Konzentrationsgefalle wurde gewahrleistet, dass sich erst nach und nach die
zur Selektion benotigte Antibiotikakonzentration durch Diffusion einstellte. Die Platten
wurden fiir 3-7 Tage bei 30°C oder bei Raumtemperatur inkubiert. Einzelkolonien wurden
dann auf Selektionsmedium vereinzelt und danach mit PCR und/oder Southern-Analyse

untersucht.
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4.4.3 Wachstumstests auf Festmedium

Fiir die Untersuchung von Wachstumsphénotypen wurden U. maydis-Kulturen einer ODgqq
von 1 verwendet, die in YEPS-Medium kultiviert waren. Zur Untersuchung des Wachs-
tums auf Fest-Medium wurden die Kulturen mit YNB-Medium gewaschen und in serieller
Verdiinnung ausgehend von einer ODggo von 1 auf Festmedien mit den jeweiligen Zusétzen

und einem Volumen von 5 pl getropft.

4.5 Genetische Methoden

4.5.1 Deletion von Genen oder Genfragmenten mittels homologer

Rekombination

U. maydis besitzt ein hoch effizientes Rekombinationssystem. Dieses kann man nutzen,
um mittels homologer Rekombination das Genom von U. maydis zu modifizieren. Zur
Deletion von Genen wurde eine Strategie nach Kdamper (2004) verwendet. 1000 bp flan-
kierende, homologe Regionen dienen in U. maydis der zielgerichteten Integration von
DNA (z.B. Resistenzkassetten) an einen bestimmten Ort ins Genom durch homologe Re-
kombination, vorausgesetzt man kann auf dieses relativ seltene Ereignis selektieren. Um
Gene oder Genfragmente zu entfernen wurden Konstrukte hergestellt, die eine Resistenz-
kassette enthielten und links und rechts von genau der Sequenz eingerahmt waren, die
den zu deletierenden Bereich im Genom von U. maydis flankiert. Wurden nur Teile eines
ORFs deletiert, wurde ein neues Stopp-Codon eingefiigt. Resistenzkassette und flankie-
rende Sequenzen wurden mittels Sfil geschnitten (Bestandteil der Oligonukleotide) und
direktional ligiert. Diese Ligationsprodukte wurden mit PCR amplifiziert und entweder
direkt transformiert oder aber in den pJET2.1 (Fermentas) inseriert und vor der Trans-
formation sequenziert. Alle verwendeten Kassetten finden sich in Brachmann et al. (2004)
und enthalten flankierende Sfil-Schnittstellen.

4.5.2 Integration von Konstrukten in den ip-Locus von U. maydis

Die Aminosduresubstitution Histidin zu Leucin an der Position 257 der Succinatdehydro-
genase (Sdhl; Um1172) fithrt in U. maydis zur Auspragung einer Resistenz gegentiber
dem Antibiotikum Carboxin (Broomfield and Hargreaves, 1992). Diese Mutation kann
genutzt werden, um gezielt Konstrukte in den sdhi-Locus zu integrieren (ip-Locus). Li-
nearisiert man ein Plasmid, das sdh! in mutierter Version beinhaltet und transformiert
dieses Plasmid in Anwesenheit von Carboxin in U. maydis so erhédlt man Stadmme mit

einem integrierten Plasmid, das von einer mutierten Version von sdh! (ip") und einer
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nativen Version von sdhl (ip®) flankiert wird. Diese Strategie erlaubt folglich die ortsspe-
zifische Integration beliebiger DNA; allerdings integrieren die Konstrukte haufig mehrfach
hintereinander. Mittels Southern Analyse kann anschlieend die Integrationshéufigkeit er-

mittelt werden.

4.6 Molekularbiologische Techniken

4.6.1 Restriktion und Dephosphorylierung von DNA

Zur restriktionsenzymatischen Spaltung von DNA wurden Enzyme und korrespondieren-
de Puffersysteme der Firmen New England Biolabs und Thermo Scientific verwendet. Die
jeweiligen Pufferbedingungen wurden nach den Herstellerangaben gewahlt. Bei Doppel-
verdauen wurde auf die Puffer-Kompatibilitdtstabellen der jeweiligen Hersteller zurtick-
gegriffen. Dabei wurde DNA zwischen 10 min und 14 Stunden nach Herstellerangaben
geschnitten. Dabei wurden zwischen 0,2 und 5 pug DNA eingesetzt. Fiir Klonierungen
wurden haufig Vektorfragmente noch fiir etwa eine Stunde bei 37°C dephosphoryliert und
die Phosphatase bei 70°C fiir 15 min deaktiviert.

4.6.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation erfolgte fiir zwei Stunde bei RT oder iiber Nacht bei 16°C. DNA-Fragmente
wurden mittels des Enzyms T4-DNA-Ligase (Roche) ligiert. Bei der Insertion von DNA-
Fragmenten in gedffnete Vektoren wurde ein mindestens zweifacher molarer Uberschuss
der jeweiligen Fragmente eingesetzt. Falls die Vektoren mit stumpfen Enden vorlagen,
wurde ein mindestens fiinffacher Uberschuss der zu inserierenden DNA-Fragmente ver-
wendet. Fiir die Ligation von drei Fragmenten wurden alle drei Fragmente in aquimolarer
Konzentration verwendet. Ligationen erfolgten in einem Endvolumen von 20 ul und es
wurden zwischen 50 ng und 5 pug DNA eingesetzt. Der Vektor und das zu ligierende Frag-
ment wurden im Verhaltnis 1:10 eingesetzt. Es wurden zusatzlich 2 pl Ligationspuffer und
1 pul T4-DNA-Ligase sowie steriles Wasser bis zu einem Endvolumen von 20 ul eingesetzt.
Anschlielend erfolgte eine Transformation von chemisch kompetenten Bakterien mit 10

ul des Ligationsansatzes.

4.6.3 Gibson-Assembly von DNA-Fragmenten

Das Gibson-Assembly ermoglicht die Fusion von mehreren DNA-Fragmenten, unanhéngig
von der Sequenz oder Fragmentlinge. Die Reaktion findet isothermal in einem einzigen
Reaktionsgefaf statt (Gibson, 2011; Gibson et al., 2010, 2009). Grundlegend finden drei
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enzymatische Vorgiange statt, die zusammen in einem Puffer ausgefiihrt werden: Im ers-
ten Schritt verdaut die T5-Exonuklease die DNA-Fragmente und fithrt zu einzelstrangigen
3’-Uberhingen. Diese ermoglichen das Annealing von Fragmenten mit komplementéren
Sequenzbereichen. Im zweiten Schritt fillt die Phusion-DNA-Polymerase die Liicken zwi-
schen den zusammengefiigten Fragmenten auf. Im dritten und letzten Schritt verbindet
die Tag-DNA-Ligase die freien 5’-Phosphatgruppen und 3’-Hydroxylgruppen der einzel-
nen Basen und fiigt so die Fragmente zusammen.

Fiir eine Gibson-Assembly-Reaktion wurden die entsprechenden Produkte in Aquimolaren
Mengen einem Ansatz von 5 pul zusammengefiigt und mit 15 ul des 1,33x-konzentrierten
Gibson-Assembly-Mastermix zusammen pipettiert.

Der Gibson-Assembly-Mastermix wurde von der AG Waldminghaus bezogen.
Gibson-Assembly-Mastermix

5x Isothermaler Reaktionspuffer
10U/pl Th Exonuklease

2U /ul Phusion-DNA-Polymerase
40 U/pl Tag-DNA-Ligase

H50 ad 1,2 ml

Ansatz fiir eine Reaktion

15 pl Gibson-Assembly-Mix (1,33x)

1-4 pl zu inserierendes DNA-Fragment, bei Bedarf mehrere unterschiedliche Fragmente

1 pl mit Restriktionsenzymen verdautes Ausgangsplasmid
H50 ad 20 pul

4.6.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode (San-
ger et al., 1977) bei der Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg. Die Reaktionszusam-
mensetzungen wurden den Herstellerangaben folgend gewahlt: etwa 1 pug Plasmid-DNA

wurden mit jeweils 20 yM Primer in einem gesamt-Ansatz von 17 ul gemischt.

4.6.5 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese (Sharp et al., 1973) ih-
rer Grofle nach aufgetrennt. Zur Herstellung der Gele wurde eine Suspension von 0,8 -
2 % Agarose in Elektrophoresepuffer (Tris-Acetat-EDTA (TAE)) bis zum vollsténdigen
Losen der Agarose aufgekocht und anschliefend bis auf ~ 60°C abgekiihlt. Diese Losung
wurde bis zu einer Endkonzentration von 1-5 pg/ml mit Ethidiumbromid versetzt und

in einen Gelschlitten mit einem eingesteckten Gelkamm gegossen. Nach dem Erstarren
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des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit Elektrophoresepuffer gefiillte
Elektrophoresekammer gelegt.

Die DNA wurde vor Beladen mit 10x Auftragspuffer versetzt und in die Taschen des
Gels geladen. Als Groflenstandard diente der kommerziell erhéltliche Groflenstandard
Generuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Scientific).

Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 120 V. Nach erfolgter Auf-
trennung wurde das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid durch Anregung mit UV-
Licht sichtbar gemacht.

50x TAE-Puffer
2 M Tris-Base
2 M Acetat
50 mM Nao-EDTA

in Aqua[dest.]

10x DNA-Auftragspuffer
0,2% (w/v) Orange G
50% (w/v) Saccharose
1 mM Nayo-EDTA

in Aqua[dest.]

Um spezifische DNA-Fragmente zu isolieren, wurde diese zunéchst mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden unter langwel-
ligem UV-Licht (A=360 nm) ausgeschnitten und mit Hilfe des Gel/PCR DNA Fragments

Extraktion Kit der Firma AidGene nach Herstellerangaben eluiert.

4.6.6 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

Die PCR-Reaktion (Bell, 1989; Mullis et al., 1986; White et al., 1989) dient der Amplifi-
kation von spezifischen, doppelstrangigen DNA-Fragmenten und wurden mit Hilfe eines
TPersonel Thermocyclers (Biometra, Gottingen) durchgefiihrt. Durch eine thermostabile
Polymerase werden mit Hilfe von Primern und dNTPs spezifische DNA-Fragmente am-
plifiziert. Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten oder zur Uberpriifung von Mutanten
wurde die Phusion Polymerase ( 2000 bp/min) verwendet. Die PCR-Reaktion lduft in
4 charakteristischen Schritten ab. Zunéchst wird die doppelstriangige DNA durch Erhit-
zen auf 94°C denaturiert und so in einzelstrangige DNA iiberfiihrt. Bei einer Temperatur
zwischen 50-72°C (abhingig von der Nukleotid-Zusammensetzung der Oligonukleotidpri-
mer) binden die PCR-Primer an die DNA-Einzelstringe (Annealing). Die thermostabile
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Polymerase synthetisiert anschlieBend ausgehend von den Primern einen komplementéaren
DNA-Strang (Elongation), hierbei wird die Temperatur und die Geschwindigkeit dem Op-
timum der jeweiligen Polymerase angepasst. Durch eine erneute Denaturierung bei 94°C
beginnt der Zyklus erneut.
Standard-PCR-Reaktionen wurden in einem Endvolumen von 50 ul wie folgt durchge-
fihrt:
10 pl  5x GC-Puffer (Finnzymes)
1,5 ul - DMSO
1 pul dNTPs (10 mM)
1 pl 5’Primer (10 mM)
1 pl 3’Primer (10 mM)
1 pl  Matrizen-DNA (~ 100ng)
0,5 ul  Phusion DNA-Polymerase (0,5 U)

H,O ad 50 pl
Standardprotokoll
1. 98°C 5 min
2.98°C 1 min

3. 50-72°C 30 s
4. 72°C X min
5.72°C 5 min

6. 14°C  Abkiihlen

Die Schritte 2 bis 4 wurden 34x wiederholt.

4.6.7 lIsolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Préaparation von Plasmid DNA, die fiir Sequenzierungen verwendet werden sollte
bzw. in grolem Maflstab benotigt wurde, wurde das ZR-Plasmid Miniprep Kit (Zymo Re-
search) verwendet. Ansonsten wurde eine Variante der "kochenden Lyse'verwendet (Sam-
brook, 1989). Hierbei wurden zunichst 1,5 ml einer Ubernachtkultur abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die sedimentierten Zellen in 50 ul Destroyer-Lysis-Puffer
resuspendiert. Die Suspension wurde fiir etwa 1 min bei 99°C inkubiert und anschliefend
direkt fiir 5 min auf Eis gestellt. Nach 10 mintitiger Zentrifugation (13.000 Upm) wurden

5 pl des Uberstandes in eine Testrestriktion eingesetzt.
Destroyer Lysis-Puffer

10 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)
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50% (w/v) Saccharose
2 mg/ml Lysozym
100 pg/ml BSA

200 pg/ml RNase A

4.6.8 Isolierung von genomischer DNA aus U. maydis

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach Hoff-
man and Winston (1987). Zur Gewinnung von chromosomaler DNA aus U. maydis wurden
2 ml einer dicht gewachsenen YEPS-Ubernachtkultur abgenommen und in einem entspre-
chenden Reaktionsgefd zentrifugiert (1 min, 13000 rpm). Das Sediment wurde in 500
pl Lysis-Puffer resuspendiert und mit 0,3 g Glasperlen und 500 pl Phenol/Chloroform
versetzt. Die Zellen wurden durch 15 minttiges Schiitteln auf dem Vibrax-VXR Schiittler
(IKA,Staufen) aufgeschlossen und anschliefend zentrifugiert (10 min, 13000 rpm). Die
obere, klare Phase (ca. 400 pl) wurde in einem neuen Reaktionsgefafi mit 1 ml 96 %igem
Ethanol gemischt und fiir 10 Minuten auf -20°C gestellt. Danach wurden die Ansétze
zentrifugiert (10 min, 13000 rpm). Der Niederschlag wurde mit 500 ul 70 %igem Ethanol
gewaschen. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und das Pellet fiir 5 min bei
65°C vollstandig getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 50 ul TE mit 20 ug/ml RNaseA
aufgenommen. Die Langzeitlagerung der préaparierten DNA erfolgte bei -20°C.
Ustilago-Lysepuffer

100 mM Tris/HCI pH 8,0

100 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % (w/v) SDS

2 % (w/v) Triton X-100

Phenol/Chloroform
50 % (v/v) Phenol
50 % (v/v) Chloroform

4.6.9 Transfer und Detektion von DNA auf Membranen (Southern
Blot)

Zur Detektion von DNA-Restriktionsfragmenten definierter Grofle und Sequenz wurde die

Southern Blotting Methode (Southern, 1975) durchgefiithrt. Dabei wurden elektrophore-

tisch aufgetrennte DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran tibertragen und durch Hy-

bridisierung mit radioaktiv markierten Sonden nachgewiesen. Chromosomale DNA wurde
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mit geeigneten Restriktionsenzymen (um z.B. die DNA von Mutanten und Wildtypstam-
men zu unterscheiden) verdaut, im Agarosegel aufgetrennt und zur Dokumentation unter
UV-Licht photographiert. Das Gel wurde erst fiir 15 min zur Depurinierung in 0,25 M
HCI und danach fiir 15 min in 0,4 M NaOH inkubiert. Die Ubertragung der DNA auf
die Nylonmembran (Hybond-N*, Roth) erfolgte tiber Kapillarkrifte. Aus einem Tank
mit 0,4 M NaOH wurde mit Whatman-Papier und Papierhandtiichern ein Sog durch Gel
und Membran erzeugt. Der Transfer erfolgte fiir mindestens vier Stunden, meistens aber
iiber Nacht. Die Membran wurde nach dem Blotten getrocknet und die DNA durch UV-
Bestrahlung (254 nm, 1200 mJ/cm?) im Stratalinker 2400 (Stratagene) fixiert. Die auf
der Nylonmembran fixierte DNA wurde mit einer radioaktiven Sonde hybridisiert (Church
and Gilbert, 1984). Geeignete Sonden wurden mit Hilfe des Amersham Megaprime DNA
Labeling Systems (GE-Healthcare, Freiburg) nach Herstellerangaben synthetisiert. Da-
zu wurden 5 pl a-32P-dCTP (Hartmann Analytic, Braunschweig). Zunéchst wurde die
Membran 20 min bei 65°C in 15 ml Southern-Hybridisierungspuffer vorinkubiert. Die
Sonde wurde 5 min bei 95°C denaturiert und hinzugegeben (Endkonzentration etwa 10°
cpm/ml). Es wurde iiber Nacht bei 65°C inkubiert und die Membran anschlieflend in 2x 15
ml Southern-Waschpuffer 20 min gewaschen. Anschliefend wurde die Membran in Plas-
tikfolie eingeschweifit und fiir mindestens zwei Stunden in einer Phosphoimager Kassette
(Amersham) exponiert. Die Detektion der Signale erfolgte mit Hilfe eines Phosphoimagers
(Storm860, Amersham).

Southern-Hybridisierungspuffer
7% (w/v) SDS
500 mM Natriumphosphat Puffer pH 7,0

Southern-Waschpuffer
1 % (w/v) SDS
100 mM Natriumphosphat Puffer pH 7.0

4.7 Biochemische Methoden

4.7.1 Isolierung von denaturierten Proteinen aus U. maydis

U. maydis Zellen wurden in YEPS bis zu einer optischen Dichte von 1 angezogen und 10
ml dieser Kultur pelletiert (3.500 Upm, 5 min). Anschliefend wurden die Zellen in 500
(1l Thorner-Puffer aufgenommen, resuspendiert und in einem 2 ml Reaktionsgefaf fiir 5
min bei 95°C erhitzt. Nach Zugabe von 0,3 g Glasperlen wurden die Proben fiir 5 min auf
einem Vibrax-VXR Schiittler (IKA) geschiittelt. Nach erneutem Erhitzen (5 min, 95°C)
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wurden die Proben abzentrifugiert (13.000 Upm, 1 min) und 5 — 20 ul des Uberstandes
fir die SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt. Alternativ wurden
die Praparationen bei —20°C eingefroren und vor der Verwendung erneut erhitzt (5 min,
95°C) und abzentrifugiert (13.000 Upm, 1 min).

Thorner-Puffer
8 M Urea
5% (w/v) SDS
0,1 mM Na,-EDTA
0,01 %(w/v) Bromphenolblau
50 mM Dithiothreitol (kurz vor Verwendung)
in 100 mM Tris-HCI, pH 6,8

4.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford, 1976), aller-
dings in einer modifizierten Form mit Biorad-Reagenz (Biorad). 1 ul Proteinlésung wurde
mit 1 ml der um den Faktor 1:5 verdiinnten Biorad-Losung gemischt. Der Nachweis erfolg-
te sofort im Photometer bei einer Wellenlédnge von 595 nm. Zur Standardisierung wurden

BSA-Verdiinnungsreihen mit definierten Konzentrationen eingesetzt.

4.7.3 Elektrophorese von Proteinen

Fiir die Auftrennung von Proteinen wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid- Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) angewendet. Proteine erhalten durch
Bindung an SDS eine negative Ladung, was die Auftrennung in einem elektrischen Feld
erlaubt. Es wurden Gelkammern (Mini Protean System; Bio-Rad) mit SDS-Laufpuffer
gefiillt. Die Gele setzten sich aus Sammelgel und Trenngel zusammen. Das Sammelgel
dient der Konzentrierung der Proteine vor dem Eintritt in das Trenngel. Im Trenngel
werden die Proteine nach ihrer Molekiilgrofie aufgetrennt. Die Molekiilmasse der aufge-
tragen Proteine wurde durch ein Proteinstandardgemisch (15 - 170 kD; Prestained Page
Ruler; Fermentas) bestimmt. Die Auftrennung erfolgte bei 25 mA.

SDS-Laufpuffer
200 mM Glycin
0,2% (w/v) SDS
in 25 mM Tris-HCI, pH 8,8
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Sammelgel
5% (v/v) Acrylamid
0,1% (w/v) SDS
in 125 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat

0,05% (v/v) TEMED

Trenngel
8 - 12% (v/v) Acrylamid
0,1% (w/v) SDS
in 375 mM Tris-HCI, pH 8,8
0,1% (w/v) Ammoniumpersulfat

0,05% (v/v) TEMED

4.7.4 Transfer und Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Die Proteine wurden auf einer PVDF-Membran durch Hybridisierung mit spezifischen
Antikorpern nachgewiesen. Fiir den Transfer der Proteine vom SDS-Gel auf eine PVDF
(Polyvinyliden-fluorid)-Membran (Roth) wurde das Trans-Blot Turbox?™ Transfer Sys-
tem von Biorad verwendet. Der Blot wurde auf die Anodenplatte der Blotapparatur auf-
geschichtet. Die durch Benetzen mit Methanol aktivierte und in Transferpuffer equilibrier-
te PVDF-Membran wurde auf einen Stapel mit 4 in Western-Transferpuffer getrankten
Whatman-Papieren gelegt. Das Trenngel wurde auf die Membran aufgelegt und mit 4
Lagen in Transferpuffer getrankten Blotting-Papieren tiberschichtet. Die Kathodenplatte
wurde aufgesetzt und das Gel fiir 2 Stunden auf Standard-Programm bei 0,75 A geblottet.

Western-Transfer-Puffer
200 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
in 25 mM Tris-HCI, pH 10,4

Die auf die PVDF-Membran iiberfiihrten Proteine wurden mit Hilfe von Antikérpern
detektiert. Zundchst wurde die Membran in TBS-T (5% Milchpulver) 30 min schwenkend
inkubiert. Anschliefend wurden 10 ml eines verdinnten priméaren Antikoérpers in TBS-T
(5% Milchpulver) zugegeben. Der Ansatz wurde fir 1 Stunde bei RT oder iiber Nacht
bei 4°C auf der Wippe inkubiert. Dann wurde die Membran 3x 10 min in 10 ml TBS-
T gewaschen und anschlieffend mit einem verdinnten sekundéren Antikorper gegen den

priméren Antikorper 45 min bei Raumtemperatur schwenkend inkubiert. Zum Nachweis
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der Proteine durch Chemilumineszenz wurde die Membran 3x 10 min in 10 ml TBS-T
gewaschen und abgetropft. 0,5 ml der Detektionslosung 1 wurden mit 0,5 ml der Detek-
tionslosung 2 (Amersham) gemischt, auf die Membran aufgetropft und eine Minute lang
darin geschwenkt. Danach wurde die Membran auf eine Auflage, zugehorig zur Chemo-
cam, gelegt und tiberschiissige Losung wurde nach Auflegen einer Folie zu den Seiten hin
hinausgestrichen. Die Signale auf der Membran wurden anschliefend mit Hilfe des Che-
mocam Imaging Systems (Intas; Gottingen) aufgenommen und mit ImageJ ausgewertet
(Abramoff et al., 2004).

TBS-T
0,1% (v/v) Tween 20 in TBS

4.7.5 Isolierung von Glykolipiden aus U. maydis

Zur Préparation des Glykolipids Ustilaginsdure aus U. maydis wurden drei Tage alte
Kulturen verwendet. Von diesen Kulturen wurden 0,5 ml abgenommen und mit 0,5 ml
Ethylacetat vermischt. Diese Ansétze wurden 10 Minuten auf einem Vibrax-VXR Schiitt-
ler (IKA) geschiittelt. Nach einer Zentrifugation (13000 Upm, 10 Minuten) wurde der
Uberstand abgenommen und die Fliissigkeit bei 70°C und 600 Upm eingedampft. Die

isolierten Lipide wurden schliefSlich in 15 pul Methanol aufgenommen.

4.7.6 Auftrennung und Nachweis der Glykolipide mit
Diinnschichtchromatographie (DC)

10 pl Glykolipidlosung wurden auf eine DC-Aluminium-Platte mit Kieselgel als Trégerma-
terial (Merck) getropft und 5 Minuten bei RT getrocknet. AnschlieBend wurden die enthal-
tenen Glykolipide mit Hilfe eines Laufmittels aus Chloroform:Methanol:H 20 (65:25:4)
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte fiir ungefahr 25 Minuten bzw. bis die Lauffront das
Ende der Platte erreichte. Die Platte wurde fiir ca. 10 min an der Luft getrocknet. Zur
Detektion der Glycolipide wurde die DC-Platte mit einem Gemisch aus Eisessig: Schwe-
felsdure: Anisaldehyd (50:1:0,5) bespriiht. Nach 15 min Trocknen an der Luft wurde die
DC-Platte fiir 2 min bei 150°C erhitzt, bis Glycolipide als Banden sichtbar wurden.

73



4.7.7 Analyse von Substratverdnderungen im Uberstand von
U. maydis-Kulturen durch
High-Pressure-Liquid-Chromatography (HPLC)

Die quantitative Bestimmung der cis- und trans-Aconitat Aufnahme durch U. maydis
wurde mit Hilfe eines HPLC-Chromatogramms durchgefiihrt. Dazu wurden die entspre-
chenden U. maydis-Stdmme bis zu einer optischen Dichte von 1 in YEPSL angezogen.
Die Zellen wurden anschliefiend abzentrifugiert (3000 Upm, 5 min, RT) und mit 0,5 ml
sterilem Wasser gewaschen. Anschliefend wurden sie in 1 ml sterilem Wasser aufgenom-
men und im entsprechenden Volumen mit einer Endkonzentration von 5 mM cis- bzw.
trans-Aconitat bei 30°C inkubiert. Es wurden nach 0, 1, 2, 4 und 6 Stunden Proben (1
ml der Kultur) entnommen und fiir die Messungen bei -20°C gelagert. Die entnomme-
nen Proben wurden pelletiert (13.000 Upm, 2 min) und 100 pl des Uberstandes in einen
Mikroeinsatz mit Polymerfufl iiberfithrt und fiir die HPLC-Analyse verwendet. 5 ul der
Proben wurden dann in das HPLC-System (1260 Infinity Series, Agilent Technologies)

injiziert und analysiert.

Laufmittel: 2,5 mM Schwefelsdure
Séule: Rezex-ROA-Organic Acid H+ (8%), 7,6 mm x 250 mm (Phenomenex, Aschaffen-
burg)
Flussrate: 0,8 ml/min (ca. 65 bar)
Temperatur: 40°C
Detektor: VWD 1260 (1260 Infinity Series, Agilent Technologies)
Wellenlange 210 nm
Datenanalyse: OpenLab CDS Version ChemStation

Organische Saure Retentionszeit
cis-Aconitat 8.2
trans-Aconitat 11.2

4.8 Mikroskopie

Zur Mikroskopie von U. maydis Zellen wurde ein Fluoreszenzmikroskop vom Typ Axiovert
200M mit einem Ludel Piezo Drive (Zeiss; Gottingen) verwendet. Als Fluorophore wur-
den eGFP (Excitation: 488 nm; Emission: 509 nm) und Mitotracker Rhod B (Excitation:
570 nm; Emission: 620 nm) DAPT (Excitation: 365 nm; Emission: 460 nm) verwendet. Die

Zellen wurden in einem Volumen von 2-5 pl auf einen mit einer ca. 0,5 mm dicken Wassera-
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garschicht bedeckten Objekttrager getropft. AnschlieSfend wurde ein Deckglas aufgelegt.
Der Wasseragar diente der Fixierung der Zellen an ihrer Position, um unscharfe Bilder zu
vermeiden. Zur Anregung der Fluorophore wurden die zur Wellenldnge passenden Filter
benutzt. Vergleichsfotos wurden im Differentialkontrast aufgenommen. Der Dokumentati-
on dienten eine Kamera des Typs ORCA (Hamamatsu; Japan) und die Software Volocity
5.0. Die Bilder wurden mit ImageJ bearbeitet (Abramoff et al., 2004).

4.9 Bioinformatik

Fiir die Suche und den Vergleich von Sequenzen wurden folgende Datenbanken verwendet:

National Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov), Pedant

Ustilago maydis Data Base (Pedant; http://pedant.gsf.de/pedant3htmlview /pedant3view?
Method=analysis&Db=p3_t237631 Ust_maydi_v2GB), EnsemblFungi (http://fungi.ensembl.org/
index.html). Die Analyse von Kernlokalisierungssequenzen erfolgte mit dem ¢cNLS-Mapper

(Kosugi et al., 2009)). Die Bestimmung von Proteindoménen erfolgte ebenfalls iber NCBI.
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