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Zusammenfassung

I Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde am MelitmrganismudJstilago maydisler Tryptophan-
abhangige Biosyntheseweg untersucht, der zur Ganag von Indolpigmenten mit biologischen
Effekten fuhrt, die erstmals fur den Pityriasis steolor-assoziierten Hautpil¥alassezia furfur
nachgewiesen worden waren. Mittels eines reverstgmmen Ansatzes konnte gezeigt werden, dass
die Tryptophan-Aminotransferase Taml das einzige dié Pigmentbiosynthese verantwortliche
Enzym reprasentiert. Die aufgereinigte heterologriexerte Taml aud). maydiskatalysierte die
Umsetzung von Tryptophan und Phenylpyruvat zu Ipgloivat und Phenylalanin. Ein im Vorfeld der
Arbeit durchgefuhrter vorwarts-genetischer Ansatizehzur Identifikation von Mutanten gefuhrt, die
unfahig waren, in Anwesenheit von Tryptophan Pigimeru bilden. Diese Mutanten waren in dem
Sulfitreduktase-Gesirl betroffen. In vitro-Experimente mit aufgereinigieaml zeigten, dass auch
2-0Oxo0-4-Methylthiobutanoat, die 2-Oxoséaure von Niatin, als Substrat fir Tam1 dienen kann, was
die Tryptophan-Deaminierung an den Schwefelmetabmis koppelt. Die Experimente zeigten, dass
Indolpyruvat spontan, entweder alleine oder in Koration mit Tryptophan, in wassriger Umgebung
zu einer Vielzahl von farbigen Substanzen reagieriter denen sich auch mindestens vier deMflr
furfur beschriebenen Substanzen mit biologischen Effddééanden. Experimente an Keratinozyten-
Zellkultur  zeigten, dass Indolpyruvatabhangige diidche Effekte wie vermindertes
Proliferationsvermégen tiber den humanen Arylhydiomarezeptor vermittelt werden kdnnten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden mittels Genomuergh Gene ausSporisorium reilianum
identifiziert, die an der Auspragung der Wirtssfitdti beteiligt sein konnters. reilianumexistiert in
zwei Varietaten (SRM und SRH), wovon SRM bevorzaght Mais und SRH ausschliel3lich auf Hirse
zur Sporenbildung kommt. Um Faktoren &igeilianumzu identifizieren, die die Virulenz auf Mais
unterstiitzen und gleichzeitig die Virulenz auf aedeWirtspflanzen schwéachen, wurden die in den
Genomen der Maispathogene SRM whdmaydisvorkommenden Gene nach Abwesenheit in den
Genomen verwandter Pathogenen anderer Wirtspflanrégrsucht. Dabei wurde ein Gen &bis
reilianum identifiziert, sr13864 das vermutlich flr ein sekretiertes Protein kodi®littels RT-PCR
wurde gezeigt, dass13864wahrend der biotrophen Phase exprimiert wdd maydisStamme, in
denen das homologe Gen verii3864 um00823 deletiert wurde, zeigten reduzierte Virulenz auf
Mais. Wahrend Expression voamm00823in der um00823Deletionsmutante den Virulenzdefekt
vollstdndig komplementieren konnte, konnte heteyel&xpression vorsrl3864in der um00823
Deletionsmutante die reduzierte Virulenz nur teisgeaufheben. Expression venl3864in SRH
fuhrte zu einer erhéhten Abwehrreaktion auf Hirse Horm von roten Lasionen entlang der
Leitbindel, die wahrscheinlich auf die Bildung voR-Desoyanthocyanidin-Phytoalexin
zurlckzufuhren sind. Damit scheint srl13864 ein W¥pezifitatsfaktor mit gleichzeitiger
Virulenzfunktion fur die Infektion von Mais und Awilenzfunktion fir die Infektion von Hirse zu

sein.




Abkurzungen und Fachbegriffe

I Abkirzungen und Fachbegriffe

AB Antibiotikum

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

Bq Bequerel

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

Cbx Carboxin

cDNA komplementéare DNA

CIAP Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
CM “complete medium”

cpm Lcounts per minute* (Zahlrate)
C-Terminus Carboxy-Terminus

CTP Cytidin-5'-triphosphat

d Tag

d. h. das heif3t

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuklease

dNTPs Desoxynukleotidtriphosphate
DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
etal. et alteres

EtBr Ethidiumbromid

FKS Fotales Kélberserum

g Gramm

X9 Erdbeschleunigung

h Stunde

H,O bidest. zweifach destilliertes Wasser
HRP zhorse radish peroxidase“
Hrsg Herausgeber

Hyg Hygromycin

IP Indolpyruvat

IPTG Isopropyl- -thiogalactopyranosid
kb Kilobasenpaare

kD Kilodalton

| Liter

LB Luria-Bertani

M Molaritét

m- milli- (1x10-3)

u- mikro- (1x10-6)

MA Malasseziazol

Mb Megabasenpaare

MCS “Multiple Cloning Site”

MI Malasseziaindol

min Minute

MM Minimalmedium

mRNA messenger Ribonukleinséaure
n- nano- (1x10-9)

NAT Nourseothricin

N-terminus Amino-Terminus

ODg0o Optische Dichte bei 600 nm
2-0G 2-Oxoglutarat

OMBA Oxomethylthiobutyrat

ORF ,open reading frame*“

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese




Abkurzungen und Fachbegriffe

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung \Y, Volt
PCI Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) vgl. vergleiche
PCit Pityriacitrin viv Volumen pro Volumen
PyA Pityriarubin A Vol. Volumen
PyB Pityriarubin B WT Wildtyp
PyC Pityriarubin C wiv Gewicht pro Volumen
PyAn Pityriarubinanhydrid X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl--Galactosid
PCR ,Polymerase chain reaction” YEPS ,yeast extract + peptone+sucrose”
PD Jpotato dextrose” z. A zum Anteil
PEG Polyethylenglycol z. B. zum Beispiel
PPy Phenylpyruvat
PVDF Polyvinylidenfluorid
RNA Ribonukleinséure Code der Nukleinsauren
A Adenin
RNase Ribonuklease
T Thymin
pm Rotationen pro Minute
G Guanin
RT Raumtemperatur c Cytosin
s Sekunde U Uracil
S (IUB Ambiguity ) . . L.
Code) Guanin, Cytosin Code der Aminoséauren
. A (Ala) Alanin M (Met) Methionin
S. Seite
C (Cys) Cystein N (Asp) Asparagin
S. siehe
D (Asn) Asparaginsaure P (Pro) Prolin
SDS Natriumdodecylsulfat L X
E (GIn) Glutaminsaure Q (Glu) Glutamin
SsC ~standard saline citrat* (-Puffer) F (Phe) Phenylalanin R (Arg) Arginin
TBE Tris-Borat-EDTA (-Puffer) G (Gly) Glycin S (Ser) Serin
. ) H (His) Histidin T (Thr) Threonin
TBS Tris ,buffered” saline
1 (lle) Isoleucin V (Val) Valin
TE Tris-EDTA (-Puffer)
K (Lys) Lysin W (Trp) Tryptophan
TEMED N,N,N’,N'-Tetramethylendiamin L (Leu) Leucin Y (Tyr) Tyrosin
Tm mittlere Schmelztemperatur
Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan
tRNA transfer Ribonukleinsaure
U Unit (Einheit der Enzymaktivitat)
u. a. unter anderem
UNK Ubernachtkultur
uv ultraviolettes Licht
\ (luB . ) )
Ambiguity code) Guanin, Cytosin, Adenin
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Einleitung Teil 1

1 Einleitung Teil 1

1.1 Tryptophanabhangige Sekundarmetabolite

Die Aminosaure Tryptophan (Trp; Abb. 1) dient alerMufer fir viele Sekundarmetabolite
mit unterschiedlichen biologischen Effekten. Trgrabgige Sekundarmetabolite werden von
Prokaryoten und Eukaryoten (Insekten, Pflanzen Rilde) gebildet. Fir einige dieser

Sekundarmetabolite sind die Biosynthesewege gaertedweise aufgeklart.

)

HO T

M
H

Abb. 1. Aminoséaure Tryptophan

NH,

1.1.1 Tryptophanabhangige Sekundarmetabolite in Prokaryoen

Sehr bekannte und industriell relevante Trp-Dedvsind die Pigmente Indigo und sein
Strukturisomeres Indirubin (Russel und Kaupp, 1988p. 2). Neben der industriellen
Synthese wird Indigo auch von Bakterien synthetisaabei vorwiegend voRseudomonas
putida oderPseudomonas mendocjndie in der Lage sind, aromatische Kohlenwasskesto
zu degradieren (Yen et al., 1991; Murdock et &93t Eaton und Chapman, 1995; O’Connor
et al., 1997; O'Connor und Hartmans, 1998). Das dig Generierung von Indigo
verantwortliche Enzym-System besteht aus einem odsgreren Enzymen, typischerweise
Monooxygenasen, Dioxygenasen oder Hydroxylasen Kipowet al., 1998). Diese Enzyme
stellen aus Indol Indoxyl her, welches dann — augdglich durch spontane Prozesse — zu

Indigo oder Indirubin dimerisiert (Drewlo et alQ@1).

HN OH
{_° =<1
H (6]

Abb. 2. Strukturformeln der beiden Strukturisomere Indirubin (links) und Indigo (rechts).

Violacein ist ein wasserunlésliches, violettfarbenBigment, welches aus dem gram-

negativen BakteriumnChromobacterium violaceuraxtrahiert wurde. Es zeigt bakterizide,

1



Einleitung Teil 1

tumorizide, trypanozide und anti-leishmeniane Akditen (Balibar und Walsh, 2006; Lopes,
2009). Die Biosynthese von Violacein beginnt mit deidativen Deaminierung von Trp-
Molekulen, katalysiert durch die Trp-Oxidase VioAAbp. 3A). Die entstehende
Indolbrenztraubensaure (IPA) wird dann dimerisievtahrscheinlich von der Ham-
enthaltenden Oxidase VioB (Pemberton et al., 18#lipar und Walsh, 2006). Das dabei
kurzzeitig entstehende Intermediat konnte bishechtnicharakterisiert werden. Die
Anwesenheit des kirzlich charakterisierten molelaiaChaperons VioE fihrt dazu, dass
dieses Intermediat sofort zu Prodeoxyviolacein wate wird, welches dann mittels VioC
und VioD zu Violacein umgesetzt wird (Ryan et 2D08). Die Abwesenheit von VioE flhrt
zur spontanen Bildung von Chrompyrrolsdure (CPAHARA), einem Vorlaufer von anderen
Sekundarmetaboliten, darunter den Substanzen Rabgct und Staurosporin (Abb. 3B).
Rebeccamycin und Staurosporin sind Substanzen mtituorigenen Effekten, die aus
verschiedenen Actinomyceten isoliert worden sinah(®ez et al., 2006; Wang et al., 2009).
Tats&chlich besitzen auch Rebeccamycin- und Staornosproduzierende Actinomyceten
Proteine, die zu VioA bzw. VioB homolog sind. DieBmteine wurden RebO und RebD fir
Rebeccamycin-produzierende Mikroorganismen und Stafd StaD flr Staurosporin-
produzierende Mikroorganismen genannt (Sanchek,2006; Howard-Jones et al., 2006,).
Wahrend StaO direkt Trp als Substrat benutzt, sddas Substrat von RebO 7-Chloro-Trp,
welches durch enzymatische Aktivitdt von RebH ays dntsteht (Nishizawa et al., 2006;
Abb. 3B). Mittels oxidativer Umsetzung von 7-ChléFgp/ Trp zum 7-Chloro-IPA-Imin/
IPA-Imin von RebO/ StaO entsteht durch Dimerisigrumahrscheinlich vermittelt durch
StaD/ RebD ein unbekanntes Intermediat, welches dpantan zu dichlorinierter CPA/ CPA
weiter reagiert. Die dichlorinierte CPA/ CPA wirdrth von einem Cytochrom-P450-Enzym
StaP/ RebP so transformiert, dass es zu einem @&ilgs durch eine Aryl-Aryl-
Verknupfung kommt. Die Monooxygenase RebC/StaC nistwendig fur die effiziente
Umwandlung in Dichloro-Arcyriaflavin/K252c (Sanchet al., 2005). Weitere Schritte
werden von RebG und RebM zur Synthese von Rebe@arhgw. von StaG, StaN, StaMA
und StaMB zur Synthese von Staurosporin vermit8dnchez et al., 2005; Abb. 3B).
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Abb. 3. Trp-abhangige Biosynthese von Violacein, 8tirosporin und Rebeccamycin. A. Violacein-
Biosynthese inChromobacterium violaceunund Spontansynthese des Nebenprodukts Chrompyrrdsire,

welches in verschiedenen Actinomyceten (B) als Véufer fur Staurosporin (links) und Rebeccamycin
(rechts) fungiert (Abbildung modifiziert nach Asamizu et al., 2007 und Wang et al., 2009).

1.1.2 Tryptophanabhangige Sekundarmetabolite in Eukaryot@&

1.1.2.1 Tryptophanabhéngige Sekundarmetabolite in Insekten

Ommochrome sind Trp-abhangige Pigmente, die dieeAiagbe aber auch die Farbe der
Kutikula (Insausti und Casas, 2008) von Insektemebken, Spinnen und Kopffiil3ern
bestimmen (Oxford und Gillespie, 1998). Bekannt gelen ist der Biosyntheseweg von
Xanthommatin inDrosphila melanogasterDabei wird Trp mittels Trp-Pyrrolase zu N-
Formylkynurenin umgesetzt (Abb. 4). Eine Formamédasetzt N-Formylkynurein zu
Kynurenin um. Ein wichtiges Enzym ist dann die Kggnin-3-Hydroxylase, die die
Umsetzung von Kynurenin zu 3-Hydroxykynurenin kgdédrt. Zwei Molekile 3-
Hydroxykynurenin reagieren durch Katalyse mittelshefoxazinon-Synthase zu

Xanthommatin.
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Abb. 4. Biosyntheseweg von Xanthommatin aus Tryptdpan. Pyr: Pyrrolase, For: Formamidase, K3h:
Kynurenin-3-Hydroxylase, Phs: Phenoxazinon-SynthasgAbbildung erstellt nach Summers et al., 1978).

1.1.2.2 Tryptophanabhéngige Sekundarmetabolite in Pflanzen

Indolessigsaure augArabidopsis thaliana

Das Pflanzen-Wachstumshormon Indol-3-EssigsaureA)(IAst das am héaufigsten
vorkommende natirliche Auxin. IAA kann Uber Trp-bhangige und Trp-abhangige
Prozesse gebildet werden (Zhang et al., 2008).ilidsvigle Pflanzen-Enzyme, die IAA de
novo synthetisieren kénnen, und einige, die IAA Kosjugaten herauslésen kénnen (Vogler
und Kuhlemeier, 2003). Als Bestandteil eines Trphlmingigen Synthesewegs ist fir
Arabidopsis thalianadie Indol-Synthase beschrieben, die Indol-3-Glyc@®hosphat (IGP)
zu Indol umsetzt, welches direkt zu IAA und weiter8ekundarmetaboliten umgesetzt
werden kann (Zhang et al., 2008). Mehrere Wege f&indie Trp-abhangige Synthese von
IAA bekannt (Teale et al., 2006). Trp kann entwegerTryptamin decarboxyliert und im
Folgenden zu Indolacetaldoxim (IAOx), oder direkt PAOx mittels Cytochrom-P450-
Enzym umgesetzt werden. IAOx stellt entweder duteb Intermediat Indol-3-Acetonitril
oder durch Indolacetaldehyd (IAAld) einen potemgiel VVorlaufer von IAA dar. In einem
davon unabhangigen Weg kann Trp zu Indolpyruvak daminiert werden, um dann tber
IAAID zu IAA oxidiert zu werden (Ubersichtsartikebn Ljung et al., 2002; Woodward und
Bartel, 2005). Weiterhin ist bekannt, dass IP agplontan zur Generierung von IAA
reagieren kann (Basse et al., 1996). IP wird ays riittels Tryptophan-Aminotransferase
TAA1L generiert (Stepanova et al., 2008; Tao et2408). TAA1 wird z. B als Antwort auf
Umweltreize wie Schatten (Tao et al., 2008) odehaals Faktor in der Pflanzenentwicklung
(Stepanova et al., 2008) aktiviert. Dieser Weg dieor allem der schnellen und
ortsspezifischen Anreicherung von IAA (Strader @adtel, 2008; Palme und Nagy, 2008).
Camalexin aué\. thaliana

Phytoalexine sind antibiotische Substanzen, die vaien Pflanzen als Antwort auf
Pathogenbefall produziert werden (Pedras et alQOROPhytoalexine sind aromatische
Verbindungen, die aus Trp oder Trp-Vorlaufern gidtilwverden konnten. Das fAr thaliana
typische Phytoalexin ist Camalexin (Abb. 5A). Caexah-Synthese korreliert mit der
Hochregulierung von Genen aus dem Trp-Biosynthegd&iao und Last, 1996), was einen

4
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Zusammenhang zwischen Camalexin und Trp-Biosyniege vermuten |asst.

Markierungsexperimente mit markiertem Trp und mentkim Anthranilat — einem

Intermediat aus dem Trp-Biosyntheseweg — lieRemudaschlielen, dass Anthranilat ein
wahrscheinlicherer Vorlaufer von Camalexin ist (iset al.,, 1993; Zook and

Hammerschmidt, 1997; Zook, 1998; Abb. 5B). NeuerkeEntnisse deuten jedoch auf Trp
als Vorlaufer hin, welches durch die beiden Mon@®oasen CYP79B2 und CYP79B3 zu
Indolacetaldoxim (IAOx) umgesetzt wird und dann ribéeilweise unbekannte

Zwischenschritte mittels der Decarboxylase CYP71BAb Camalexin umgesetzt wird
(Glawischnig et al., 2004; Schuhegger et al., 2@0f. 5A).

A | ﬁ B
S
i cyerss O™
P79 W, _ CrPrsis
HO™ % I | N AN NH,
NH, OH
M N
H H y

Trp Indol-3-acetaldoxamin Camalexin Anthranilat
Abb. 5. A. Biosynthese des Phytoalexins CamalexininTrp als mdglichem Vorlaufer aus A. thaliana. B.
Strukturformel von Anthranilat, ein Vorlaufer von T rp.

1.1.2.3 Tryptophanabhéngige Sekundarmetabolite in Pilzen

Ergotalkaloide au€laviceps purpurea

Claviceps purpuredst bekannt fiur die Synthese der Mutterkornallddo{Ergotalkaloide,

EA). Das erste Enzym des EA-Biosynthese-Wegs @opurpurea(Tudzynski et al., 2001)

ist eine aromatische Prenyltransferase, die Dintalligryptophan (DMAT)-Synthase, die
die Bildung von DMAT aus Trp und Dimethylallylpyrbpsphat (Tsai et al., 1995)
katalysiert. Der zweite Schritt des EA-Wegs beitdtatlie N-Methylierung von DMAT zu

Methyl-DMAT, welches im Folgenden Oxidations- un@drktionsreaktionen unterworfen
wird, wobei Chanoclavin, Agroclavin und Elymoclavigebildet werden. Spontane

Nebenreaktionen fihren zur Generierung von zalmesiaveiteren Clavinen.
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Abb. 6: Biosynthese von D-Lysergsaure, dem Vorlaufeolekil der Ergopeptine (Abbildung modifiziert
nach Tudzynski et al., 2001). DMAPP: Dimethylallylyrophophat, DMAT: Dimethylallyltryptophan;
MeDMAT: Methyldimethylallyltryptophan.

Elymoclavin wird zu Paspalsaure decarboxyliert,alves dann durch das Cytochrom-P450-
Enzym CIloA zu Lysergsaure oxidiert wird. Mittelsner ungewohnlichen NRPS, einer
Lyserg-Peptid-Synthetase (LPS) wird die Lysergs&uitedrei hydrophoben L-Aminosauren
verknupft, um die Ergopeptine zu bilden. Das LPSdMp welches die drei Aminosauren
bindet, besitzt variable Sequenzen, welches zudig von unterschiedlichen Aminosauren
fuhrt. Damit werden vielfaltige, unterschiedlichegB&peptine sogar innerhalb derselben
Spezies gewahrleistet (Tudzynski et al., 2001).

Terrequinon aus Aspergillus nidulans

Der Biosyntheseweg von Terrequinon A weist Ahnlighkzu den Biosynthesewegen der
Substanzen Violacein, Staurosporin und Rebeccamyauf. Die fungizide und
antitumorigene Substanz Terrequinon A wurde ausaktdn vonAspergillus terreusund
Aspergillus nidulanssoliert. Die Enzyme, die fUr die Generierung vbgrrequinon A inA.
nidulans verantwortlich sind, werden durch ein Gen-Clusteterminiert. Der erste Schritt
besteht aus der von der Trp-Transaminase TdiD ys¢aten Deaminierung von Trp zu
Indolpyruvat (IPA), gefolgt von einer IPA-Dimerisieyg durch die nichtribosomale
Peptidsynthetase TdiA zu Didemethylasterriquino(B@libar et al., 2007; Schneider et al.,
2007). Didemethylasterriquinon D wird durch ein EmBystem bestehend aus der
Quinonoxidoreduktase TdiC, der Prenyltransferas® Tahd der Methyltransferase TdiE zu

Terrequinon A umgesetzt (Balibar et al., 2007).
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Abb. 7. Biosyntheseweg von Terrequinon aus Tryptomn. (Abbildung modifiziert nach Balibar et al.,
2007)
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IAA aus Ustilago maydis

Auch einige Pilze konnen IAA produzieren (Gruen,539P Die zugrunde liegenden
biosynthetischen Mechanismen sind bisher aber nucht vollstandig aufgeklart. Als

pflanzenpathogener Pilz induzidostilago maydisTumore auf seiner Wirtspflanze Mais.
Tumorinduktion wurde mit IAA-Produktion in Verbindg gebracht (Wolf, 1952). Dabei

konnte das Vermogen vod. maydis IAA zu produzieren, eine Schlisselrolle fiur die

Tumorinduktion spielen.

Taml OH H ladl | I
HO Tam2 Ipdc lad2
H — — | —
I | ] 0
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llard IAA
MNH
@J\/\
OH

Indol-3-Ethanol
Abb. 8. Vorgeschlagener, mdglicher IAA-Biosynthesegg in U. maydis (Basse et al., 2008). IAAId:
Indolacetaldehyd, IAA: Indolessigsaure.
Futterungsexperimente mit Indolacetaldehyd (IAAl)J. maydishaben gezeigt, dass I1AA
aus IAAId durch die Aktivitat der 1AAld-Dehydrogesen ladl und lad2 entstehen kann
(Reineke et al., 2008; Abb. 8). Di¢ maydi®iadlDiad2-Stamme waren in ihrer Fahigkeit,
IAA aus IAAIld zu synthetisieren, vollstandig inhast. Trp-Fltterungsexperimente mit den
Diad1Diad2-Stammen zeigten, dass im Vergleich zummaydisWildtyp 70% weniger 1AA
produziert wurde, was fur einen zuatzlichen Trypepabhangigen IAA-Syntheseweg
sprach (Reineke et al., 2008). maydi®taml:Mutanten, die zu fast 100% in ihrem
Vermogen, Indolpyruvat herzustellen, beeintrachtigten (diese Arbeit), waren zu fast 90%
in ihrem Vermoégen, IAA zu synthetisieren, beeinfitigt. Damit scheint der [AA-
Hauptsyntheseweg Uber Indolpyruvat abzulaufen. Mexgen des IAA-Gehalts itJ.
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maydisinfiziertem Tumorgewebe zeigten eine ca. 70%igduRgon des IAA- Gehalts bei
Infektion mit demU. maydi®tamlStamm im Vergleich zum Wildtyp. Jedoch hatte der
unterschiedliche 1AA-Gehalt im Tumorgewebe keinemflass auf die Tumorbildung
(Reineke et al., 2008), weshalb die IAA-Bildung ihamorgewebe zumindest nicht die
einzige Ursache fur die Tumorbildung sein kann. téfei Wege, die zur IAA-Entstehung
fuhren, kénnten Uber Decarboxylierung von Trp zypiamin ablaufen oder auch Uber
spontane Prozesse von Indolpyruvat zu IAA (Bass €1996).

Pigmente und Fluorochrome ausvialassezia furfur

Kirzlich wurde eine ganze Reihe weiterer Trp-geaareer Stoffe isoliert, die eine Rolle in der
mit Malssezia furfurassoziierten Hautkrankheit Pityriasis versicolmeken konnten (Mayser
et al., 2003; Irlinger et al., 2004; Kramer et 2DP5a; Machowinski et al., 200®)lalassezia
furfur produziert in Abhéngigkeit von Trp zahlreiche fleszierende und farbige Substanzen
(Pigmente) (Mayser et al., 1998). Einige von ihiveurden bereits aufgereinigt und die
chemische Struktur bestimmt (Mayser et al., 2002y8&r et al., 2003; Irlinger et al., 2005;
Kramer et al., 2005a; Machowinski et al., 2006).

Fur die Biosynthese der neuen Substanzenvausirfur wurde ein Triketon als Vorlaufer-
Molekul vorgeschlagen. 4,5-Bis-(1H-Indol-3-yl)-Cgplent-4-en-1,2,3-Trion koénnte sich
durch die Kondensation von zwei IP-Molekilen bild@éringer et al., 2004). Dieser
Vorlaufer kbnnte entweder mit Trp reagieren, waden Bildung von Pityriaanhydrid (PitA)
resultieren wirde oder mit Indolpyruvamid oder geneiligen Carboxyl-Sauren reagieren,
um Pityriarubin B (PitB) oder Pityriarubin C (Pit€htstehen zu lassen (Irlinger et al., 2004,
Abb. 9). Fir die Biosynthese von Pityriarubin A Myund Pityrialacton aus dem
hypothetischen Triketon-Intermediat wurden einige  xidations-und
Decarboxylierungsreaktionen vorgeschlagen (Irlinger al., 2004). Durch Trp-
Futterungsexperimente wurde gezeigt, dass die Bmhtenstoff-Atome der Pityriarubine
von der Carboxy-Gruppe des Trp stammen, wobei @idb@xy-Gruppe des zweiten Trp
abgespalten wird, was eine Decarboxylierungsreaktigmuten lasst (Irlinger et al., 2004).
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Abb. 9: Strukturformeln ausgewahlter Substanzen, d@ vonM. furfur aus Trp generiert werden.

1.2 Tryptophanabhangige Pigmente in M. furfur und der mdgliche
Zusammenhang mit der Hautkrankheit Pityriasis verscolor

M. furfur kommt naturlicherweise auf menschlicher Haut vod ist in die Hautkrankheit
Pityriasis versicolor involviert. Charakteristiscfir die Krankheit sind hyper- und
hypopigmentierte L&sionen, die kaum Entzindungbeeiczeigen (Charles et al., 1973;
Gupta et al., 2003). Diese Lasionen zeigen unterLig¥it charakteristische gelb-grtnliche
Fluoreszenz, die fur die Diagnostik genutzt werdann (Thoma et al., 2005). Wahrend die
Pilzinfektion selbst effizient mit Antimykotika bahdelt werden kann, persistiert die
assoziierte Hypopigmentierung gewdhnlich fur einidenate (Thoma et al., 2005). Diese
hypopigmentierten Hautareale zeigen gegenuber Wahbing keine erhdhte Sensitivitat.
(Abb. 10, Larangeira de Almeida und Mayser, 20@&@nnoch scheinen diese L&asionen
weniger Melanin zu enthalten, was sich sowohl reitkerringerten Gré3e und Aggregation
von Melanosomen korrelieren lasst als auch mitRlasmolyse von Melanozyten (Galadari
et al., 1992).
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Abb. 10. WeiRe Lasionen der Pityriasis versicolor mgeben von Sonnenbrand-betroffener Haut.
Abbildung aus Larangeira de Almeida und Mayser, 200.

Die aus M. furfur isolierten Trp-abhéangigen neuartigen Substanzegemebiologische
Effekte, mit denen charakteristische Krankheitssgmme erklart werden koénnen.
Pityriaanhydrid (PyA; Abb. 9) und die Pityriarubie B und C (PitA, PitB, PitC; Abb. 9)
kobnnen in humanen Neutrophilen die Generierung veaktiven Sauerstoffspezies
unterdriicken, was moglicherweise die fehlenden lgErungsanzeichen in den betroffenen
Hautarealen erklaren konnte (Kramer et al., 200Bityriacitrin (PCit; Abb. 9) wurde als
hochpotenter UV-Filter beschrieben (Mayser et 2002; Machowinski et al., 2006). Seine
Prasenz kénnte daher erklaren, warum depigmentiateareale vor Sonnenbrand geschitzt
sind. Neuere Experimente zeigten jedoch, dassi&itinin nur ein sehr schwacher UV-Filter
ist (Gambichler et al., 2007). Malassezin ist afsreeuer Aryl-Hydrocarbonrezeptor-Agonist
(AhR) beschrieben, der Apoptose in menschlichenahtetyten induziert und daher zur
Entwicklung der charakteristischen depigmentietidamutlasionen beitragen konnte (Kramer
et al., 2005a). Pityrialacton ist ein Fluorochrondikénnte zur beobachteten Fluoreszenz der
Pityriasis versicolor-Lasionen beitragen (Maysealet2003). Kurzlich wurden Trp-Derivate
mit identischer Struktur in Extrakten von auf TmgazogenenCandida glabratagefunden,
was auf eine evolutionare Konservierung der bidsstidchen Wege hindeutet (Mayser et al.,
2007).

1.3 Ustilago maydis als Modellorganismus zur Aufklarung der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese

Die Untersuchung der biosynthetischen Wege undRdéle der Trp-generierten Pigmente in

der Pathogenese vom. furfur ist durch das Fehlen von Vektoren und einem

Transformationssystem fi. furfur eingeschrankt. Um dieses Problem zu umgehen, wurde

getestet, ob sich der sequenzierte (Kamper e2@06) und genetisch zugangliche (Bdlker et

10
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al., 1995) BasidiomycetU. maydis als Modellorganismus zur Aufklarung der
Pigmentbiosynthese eignet.

Experimente, die dieser Arbeit vorausgingen, zeigtlassU. maydisauf Trp-Agar-Platten
Pigmente produziert, die nach Extraktion, Saulemtiatographie und
Dunnschichtchromatographie eine ahnlich komplexesamensetzung wie die vad.
furfur erzeugten Pigmente aufwiesen (Abb. 11) Uber LCtM& NMR-Analysen konnte die
Anwesenheit der Trp-Metabolite Pityriacitrin (PCiBityriaanhydrid (PyA), Malasseziazole
A (MA), Malasseziaindole A (MI), Pityriarubin B (8) und Pityriarubin C (PitC) in

Extrakten beider Organismen nachgewiesen werdeh. (@b

A B
3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 i

Abb. 11. Dunnschichtprofile von fraktionierten Pigmentextrakten, die Uber eine Sephadex LH20 Saule
eluiert worden waren. Die Pigmentextrakte wurden as mit M. furfur (A) und U. maydis (B)
bewachsenem Trp-Agar gewonnen. Die Pfeile bezeichmdie Substanzen mit beschriebenen biologischen
Effekten. Pityriarubin A (PyA), Pityriarubin C (Pit C), Pityriarubin B (PitB), Pityriacitrin (PCit).

1.4 ldentifizierung von U. maydisMutanten, die unfahig sind, in
Anwesenheit von Tryptophan Pigment zu bilden

Um Gene zu identifizieren, die in der Pigment-Biatyese involviert sind, wurde dér.
maydis Wildtyp-Stamm 521 von Wenying Wu mittels UV-Strah§ mutagenisiert, wobei
10° Mutanten erzeugt wurden. 44 davon unterschieddnasi€ Trp-Agar-Platten in der Farbe
vom Wildtyp. Von allen generierten Mutanten zeigtewr funf (UV31, WWO01, WWO02,
WWO03 und WWO04) eine vollstandige Pigment-Defizienbie kleine Anzahl an
identifizierten Mutanten konnte einerseits auf @&eteiligung sehr weniger Gene in der
Pigmentbiosynthese zurtickzufihren sein, andersrseif die Existenz multipler paralleler
Biosynthese-Wege.

Um die betroffenen Gene zu identifizieren, wurde&hst eine der Mutanten, UV31, mit
einer genomischen Bank vah maydis transformiert, die auf einem autonom reptenden
Plasmid basiert, welches Resistenz gegen Hygromyeammittelt. Plasmide, die

Pigmentproduktion fordern, wurden von Transformanteit brauner Kolonie-Farbe re-

11
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isoliert, in E. coli amplifiziert und die enthaltendJ. maydisDNA ansequenziert.
Interessanterweise enthielten vier der re-isolier@lasmide DNA aus dem gleichen
Genombereich volb. maydis

Um zu testen, ob die anderen UV-Mutanten mit Piginilungsdefekt eine Mutation in der
gleichen oder einer anderen Genomregion aufwiesende eines der isolierten Plasmide
(p18n1) in vier (UV31, WW02, WWO03 und WWO04) der filrigment-defizienten Mutanten
eingebracht. Uberraschenderweise filhrte das Eigpnirdes Plasmids in allen getesteten
Mutanten zur Wiederherstellung des Pigment-Prodakitermodgens. Dies deutete darauf
hin, dass in allen vier identifizierten UV-genet&r Stdmmen die gleiche Genregion

betroffen war.

1.5 Ziele der Arbeit

Mit Hilfe von U. maydis als Modellorganismus sollten die am Trp-abhangigen
Pigmentsyntheseweg beteiligten Gene ermittelt uied Finktion der kodierten Proteine

charakterisiert werden.

Die biologischen Effekte der Trp-abhangigen Pigreesbllten getestet und auf einen

maoglichen Zusammenhang mit der Symptomatik deri@gis versicolor Gberpruft werden.

12
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2 Ergebnisse Teil 1

2.1 Identifizierung von Punktmutationen in den U. maydisMutanten, die
unfahig sind, in Anwesenheit von Tryptophan Pigmentu bilden

Die durch UV-Mutagenese von Wenying Wu generierfénf identifizierten nicht-
kolorierten Mutanten (UV31, WwWO01, WwW02, WWO03 und VoW wuchsen gut auf
Komplettmedien, aber zeigten einen schweren Wanisstafekt auf Trp-Agar (am Beispiel
von UV31, WWO01 und WWO02 gezeigt; Abb. 13A). Diesatishten konnten von Wenying
Wu mit verschiedenen Plasmiden aus einer genomiscBank von U. maydis
komplementiert werden. Die Inserts der komplemeatiden Plasmide enthielten
verschiedene Fragmente aus démmaydisGenom, die in einer Region tberlappten (Abb.
12, oberer Teil). Diese Region enthielt einen dmze offenen Leserahmen (ORF;
um02922), hiersirl genannt, der moglicherweise fir eine Nitntfg-Reduktase kodiert
(Abb. 12, mittlerer Teil).

Um zu Uberprufen, ob allein die Abwesenheit eingrkfionalen Sulfitreduktase fur den
Verlust der Pigmentproduktion auf Trp-Agarplattearantwortlich war, wurde versucht, den
vollstandigen offenen Leserahmen \&rl im U. maydisWildtyp Stamm 521 mittels doppelt
homologer Rekombination durch eine Hygromycinresiskassette zu ersetzen. Eine
Analyse von 67 hygromycinresistenten Transformangngab, dass diese alle die
Hygromycinresistenzkassette als ektopische Integragnthielten. Dies kdonnte bedeuten,
dass die Sulfit/Nitrit-Reduktase unter den getestddedingungen ein essentielles Gen ist.
Um zu zeigen, dass die Sulfit/Nitrit-ReduktaseUn maydisein essentielles Gen darstellt,
konnte eine Kopie des Gens im diploiden Stamm FBgletiert werden. Die durch
Pflanzeninfektion gewonnenen Sporen mussten nackkehmen auf die haploiden
Nachkommen untersucht werden. Wenn keine hygromgsistenten haploiden
Nachkommen identifiziert werden kdnnen, dann wighds zeigen, dass eine Deletion dieses
Gens Lethalitat zur Folge hatte. Darlber hinausevedraber auch maglickiyl hinter einen
induzierbaren Promoter zu klonieren. Wenn ein sai@tamm dann nur unter induzierenden
Bedingungen lebensfahig ist, dann wirde dies auchBeleg dafir sein, dassirl ein
essentielles Gen ist.

Um zu identifizieren, an welchen Stellen dasl-Gen und dessen Promotorregion in den
generierten UV-Mutanten defekt ist, wurden die jdiggen DNA-Abschnitte aus vier der

funf Mutanten und aus dem Wildtyp amplifiziert, segziert und die erhaltenen Sequenzen
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miteinander verglichen. Die Sequenzanalyse ergags th den Mutanten UV31, WWO01 and
WWO03 eine identische Ein-Basenpaardeletion vorhandar (nt 3113 desirl-ORFs), die
Zu einer Leserahmenverschiebung und zur Ausbildiings Proteins filhren sollte, dem die
C-terminale Domaéne fehlt. Bei der Mutante WWO02 veueihe andere Ein-Basenpaardeletion
detektiert (nt 3947 desrl ORFS), die ebenfalls in einer Leserahmenverschigglua einem
daraus folgenden verkilrzten Protein resultierendejiidem die C-terminale Domane fehlt
(Abb. 12, mittlerer Teil).

komplementierende Plasmide

p4nl
pl18nl
p6nl
p2n4

& - -minimale Sequenzuberlappung - - »

|
genomischer Lokus D D E
—<:g;“9; sirl (um02922) | >\—<:(“E%—

sir1 D1054-1499--K gnstrukt / / \ \

hygR-Kassette

2 kb

Abb. 12: Identifizierung von Mutationen in sirl als Grund fur die Pigmentdefizienz isolierter Mutanten
durch Komplementation (oben), Sequenzierung UV-gemierter Mutanten (Mitte) und Partialdeletion der
Sirl-C-terminalen Region (unten). Mutante UV31 wurde mit einer genomischen Bank vorlJ. maydis
komplementiert. Die schwarzen horizontalen Linien lnnzeichnen Insert-Sequenzen der
komplementierenden Plasmide p4nl, p18nl, p6nl un®p4 verglichen mit dem relevanten Abschnitt aus
dem Genom von. Die minimale Insert-Sequenz-Uberlapmg beinhaltet nur dassirl-Gen. DieD-Symbole
zeigen die Position der 1 bp-Deletionen imsirl-ORF (blauer Pfeil) von UV31, WWO01, WW02, und WW03
an. Diese Mutationen fihren zu C-terminal verkirzten Sirl-Proteinen. Darunter ist das Konstrukt
dargestellt, welches fir den Austausch der C-term@en Doméane mit einer Hygromycinkassette (hyg,
griines Rechteck) konstruiert wurde (Abbildung modifziert nach J. Schirawski).

Um zu verifizieren, dass die Abwesenheit der C-teaben Domaéane fir den Verlust der
Pigmentbildung verantwortlich ist, wurden die Nukide (nt) 1054-1499 desrl-Orfs Uber
doppelt homologe Rekombination durch eine Hyg-ResEkassette ersetzt (Abb. 12, unterer
Teil). Den erhaltenen Deletionsmutanten 52T *°%#11 und 521sim'®****°%30 fehlte
ausschlieBlich die C-terminale Domé&ne (Aminosaut&4 bis 1499) von Sirl. Beide
Mutanten zeigten einen Pigmentverlust und auchneWachstumsdefekt auf Trp-Platten,
vergleichbar mit dem Phanotyp der UV-generierteniaviten (Abb. 13A). Dies spricht dafur,
dass der beobachtete Phanotyp tatsachlich durdah michtfunktionale Sirl-C-terminale

Domaéane verursacht war.
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Ergebnisse Teil 1

Weil sirl potentiell fir eine Sulfitreduktase kodiert, tésteeh, ob die Phanotypen durch die
exogene Zugabe von reduziertem Schwefel kompleeréntverden konnen. Sowohl
Pigmentproduktion als auch Wachstum auf Trp konmterch den Zusatz von Met (Abb.
13B), Cystein oder Natriumsulfid zu Agarplatten, eabnicht durch Addition von
Natriumsulfat oder Natriumsulfit (nicht gezeigt) iplementiert werden. Dies zeigt, dass
sirl tatsachlich fur eine Sulfitreduktase kodieren kénn

Abb. 13: Wachstums-und Pigmentierungsdefekt ausgevwéier Mutanten auf Trp-Agar (A), jedoch nicht
auf Trp-Agar plus Met (B). UV-generierte Mutanten (UV31, WWO01 und WWO02) sowie Mutanten, die
eine C-terminale Deletion dessirl-ORFs (irlD®****%° Stamme #30 and #11) trugen, wurden auf Trp-
Agar bzw. Trp-agar plus Met (1.5 mM) ausgestricherund fir zwei Tage bei 28 °C inkubiert.

Um herauszufinden, ob das Pigmentprofil siet 7%****?Mutanten verandert war, oder ob
die Pigmentproduktion komplett beeintrachtigt waarden der Wildtyp-Stamm 521 und die
Mutante 521sirD™*****°%30 auf Trp-Platten in Abwesenheit und in Anwesénhen Met
angezogen und die entstehenden Pigmente extrab{érvon Gesamtextrakten zeigten, dass
die Mutante 521sil'®*'*°%30 erheblich in ihrer Fahigkeit zur Pigmentprodort
beeintrachtigt war und dass die Anwesenheit von dfietPigmentbildung wiederherstellte
(Abb. 14).

WT  siripese

B = -+
—
—
— o,

Abb. 14. Vergleich der nichtfraktionierten Pigmentprofile per DC der 521 (WT)- und 521sirID'%*4°%30-
Stamme, die auf Trp-Agar ohne (-) und mit (+) Met {.5 mM) angezogen worden waren.
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Die Eigenschaft der identifizierten Mutanten, weéggmente noch Met zu synthetisieren,
deutet auf einen Zusammenhang zwischen Pigmentigldaod Met-Biosynthese hin (s. Abb.
19 und Diskussion). Auf Grund dieser Ergebnisseehalir im Folgenden eine weitere
Methode zur Identifikation fur Gene, die direkt fdie Pigmentbiosynthese verantwortlich

sind, gestartet.

2.2 ldentifizierung eines fur die Pigmentsynthese veramvortlichen Gens
durch reverse Genetik

Basierend auf der chemischen Struktur der isohe8abstanzen wurde postuliert, dass die
Deaminierung von Trp einen essentiellen Schrittreédt der Pigmentbiosynthese darstellen
konnte. InS. cerevisiagibt es zwei Enzyme, Aro8 und Aro9, die die Deadarimg von Trp
katalysieren kénnten. Um Gene zu identifizieremw, mwidglicherweise itJ. maydisfur Trp-
Transaminasen kodieren kdnnten, wurde dasnaydisGenom nach Homologen von Aro8
und Aro9 mittels BLAST-Analyse durchsucht (Altschatlal., 1990). Diese Analyse deutete
auf eine mogliche Anwesenheit von zweiptophan-Transamasentaml1 (um01804) und
tam2 (um03538), im Genom vob. maydishin. Tam1l und Tam2 zeigen zueinander eine
Aminosauresequenz-ldentitat von 53,3%. Taml zeigt Aminosauresequenz-ldentitat von
27,4% zu Aro8 und von 24,6% zu Aro9. Tam2 zeigeeliminosauresequenz-ldentitat von
28,0% zu Aro8 und von 28,2% zu Aro9. Alle Resteg cin der Bindung von
Pyridoxalphophat beteiligt sind, sind konserviéblp. 15).

Taml MTPSAQVANVDPNPYFGDKVGDLASTSETYPKASRVIOPARF IRS---LFPAELIPGMLSBLA NPD FESLSLN------en wmmmmmeeeee| LKPEA--E-AG 95
Tam2 MSSATSPA-------=mmmmmmmmmmeen LDYALLLSSSAR MPSAIRS---LFPAELIPGMVSlIL NS PFQRISLE--------  -----nnnene LKPSIHLE-GQ 70
Aro8 MTLPESK------------ ---DFSYLFSDETN KRSPLKTCIHLFQD---PNIIFLEG KD 'WDNLSVDSPKPPFBIGAPIDEQNCIKYTVNKDYAD 88
Aro9 MTAGSAP----PVDY ------mmmmmeeee TSLKKNFQPFLSRRVE SLKSFWD-----ASDISDDVIEL&AG NEREEPIESMDLKISKVPFNNIP----KWHNSFT-TAHLDLGS 90
®
Taml PTQLNIQGEDLVS, YG, IRKLVQWITELQVHMHKREA\KIRXES/AGRTIPWRV NGSQDLLNKTFDALLNPGBVILVESPAYTGUMABANIVPVTS------ DDQG [ 209
Tam2  TETVSIEGSDLDIAI SA LVDWIIKFQSRVHARKQVDEFGEHEV----- CSFGNBSQDLLTKTFEALVDAGDSWWLESPAYSGILRBIHKANLFEAET------ DAE! 179
Aro8 KSANPSNDIPLSRAI GF ELLNFIRDHTKIIHDLKYKD----------- WDV TAGNTNAWESTLRVFCNRGDVILVHAHSFSSSLASAEAQGVITEPVPI------ DADG §189
Aro9 PSELPI-----ARSFQYBETKG FVKDFVSRINRPAFSDETE------- SNWDWLSGGSNDSMFKVFETICDESTTVMIBEFTFTPAMSN\EATGAKVIPIKMNLTFDRES®G 197
w® R ®
Taml MMSSRLAEILANWETDPQTAS| L NPAGTTARI ARQYDRLV] YYlYLH----FEGLDQ--DAVTRPR-------- ---CRSYWSBEEEHRERWGEGR 312
Tam2  VEPTALDTLL KTDSATRDSRF L PSGTSA! IRKHNLLIS L Y HlS----FQGLEPGADAVKRTR-------- ---GKSYFQEEAQ--DDYGV! 282
Aro8 IIPEKLAKVME N ----- TPGAPKPHLL T SIADHRKEARYKIAQKYDRE V| YELQMNPYIKDLKEREKAQSSPKQDHDEFLANTFLSED TE------- GR | R96
Aro9 IDVEYIF QLLD MW STGPY-KDLNKP! T TGMSVP! LAQRHDEL! Y@ LYFPSY-NPQEPLENPYHSSDLTTERALNMKSFLI DTD-------, AR |§308
% X
Taml IRFE: IL. GFATGPNHELDAVDANTAMSNL@PSGIAT LLNYWGIP-------------- GFLRHWDNVARYYAKRRDNFEAKAN  KVL-GAAGVAQ MFLW 416
Tam2 FD| KILS, LGFVTGPKEILDAIDLDTSSRNLQIT SGTRQYALLSKWGID-------------- GFLHHADNVARFYQNRLERFEASAQ  AILTGSPSIASWVI FLW 387
Aro8 DS VLA LGWITGSSHILKPYLSLHEMTIQARAGFTYMATLSRWGQK: GYLDWLLGLRHEYTLKRDCAIDALY KYLPQSDAFVI-NHPI FT 400
Aro9 ETI FAP FIVANKFLEQKILDLADITTRAPS@TSQAVYSTIKAMAESNLSSSLSMKEAMBEGWIRWIMQIASKYNHRKNLTLEAESYQAGQFTVI MFIl 427
Taml LRLN---LPPTGQGESEGDSFAL---ISDEAKAA! AVPGVAF|-------| PDGSKSC-------- YVRTSF8-IIAEDDVEEAFNRLR LDAWK  DAGKPMPELA 503
Tam2 IKLK---LPPSPDS-AEGDSFDL---ISNKAKAAG LPGVAFK-- -----| PPSSSSTGGKRKTSAYVRTSFS-QVPLDQVDTARIRLRQVVEEAKRLQIPA 479
Aro8  VNID-ASVHPEFKTKYNSDPYQLEQSLY¥HKVVI VLVVPGSWEESEPPQPAESKEVSNPNIIRERGTYA-AVSPEKLTEGLKRLGDTLY BEHG 500
Aro9 IKINWGNFD---RPDDLPQQMDILDKFLUKNGVKM¥L G-----YKM- --------, AVCPNYSKQNSDFLRIIAYARDDDQLIEASKRIGSGIKEFFD N-YKS 513

Abb. 15. Vergleich der Aminoséure-Sequenzen von Talmund Tam2 ausU. maydisund Aro8 und Aro9
aus S. cerevisiae.Grine Sternchen kennzeichnen Aminosauren, die auGrund von Vergleich mit
bekannten Aminotransferasen (Sung et al., 1991) idie direkte Bindung von Pyridoxalphosphat
involviert sind. Konservierte Aminosauren wurden ra (konserviert in allen vier Proteinsequenzen) oder
in blau unterlegt (konserviert in drei der vier Proteinsequenzen).

Um herauszufinden, ob eines der beiden oder beae @ine Rolle in der Pigmentsynthese

spielen, wurden Mutanten ausgehend vommaydis Wildtyp-Stamm 521 hergestellt, in
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denen entweder dasamlGen, dastam2Gen (C. Basse) oder beide Gene durch
Antibiotikaresistenzkassetten ersetzt wurden.

Die erhaltenen Stamme S2Aml, 52Dtam2 und 52DtamIDtam2 wurden auf ihr
Vermogen getestet, Pigmente auf Trp-Agar zu pradani Die Pigmentproduktion in den
Mutanten 52Dtam1 und 52DtamIDtam?2 war dramatisch reduziert, nicht aber inFam?2
(Abb. 16A).

A B wr Dtam? Diaml Dtam1Dtam2
2 3 4 2 3 4 2 3 4 2 3 4

WT
Dtam?2
C
WT Dtam?2 Dtam1 Dtam1Dtam?2
PyA + + + +
Dtaml1
PitC + + nd nd
PitB a nd nd nd
PCit + + + +
Dtam1Dtam?2

a, ;Spurenmengen nd, nicht detektiert

Abb. 16. Die Aminotransferase Taml, aber nicht Tampist an der Pigmentproduktion aus Trp beteiligt.
A. Die Stdmme 52Dlaml (Dtaml) und 52DtamlDiam2 (DtamlDtam2) zeigen geringere
Pigmentproduktion als der Wildtyp-Stamm 521 (WT) odcer der 52IDtam2-Stamm (@Dtam?2) nach
Wachstum auf Trp-Agar bei 28°C. B. Vergleich der faktionierten Pigmentprofile des Wildtyps und der
Mutanten Uber DC. C. Detektion von ausgewéhlten Swgtanzen in den in B dargestellten Fraktionen Uber
LC-ESI-MS (PitC, PitB) oder MS/MS (PyA, PCit) (Ursula Hettwer, Géttingen). ,Spurenmengen“ und
-nicht detektiert" reprasentieren ein Verhaltnis des Signals zum Rauschen von unter 30 bzw. von unter
10.

Die DC von fraktionierten Pigmentextrakten zeigtass 52Dtam?2 in der Lage war, dasselbe
Pigmentprofil wie der Wildtypstamm 521 zu genenerdm Gegensatz dazu zeigte

521DtamIDtam2 ein  sowohl qualitativ als auch quantitativ ttleln verringertes

Pigmentprofil (Abb. 16B). Zuséatzlich ahnelten sidie Pigmentprofile von 5Zkam1 und
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521DtamIDtam?2. Dies deutete daraufhin, dass Taml eine wet®olle in der Produktion
von Trp-abhéngigen Pigmenten . maydis spielt, wahrend Tam2 maximal einen zu
vernachlassigenden Beitrag zur Pigmentproduktistele

In den Extrakten debtaml-Deletionsmutante und détamIDtam2-Doppeldeletionsmutante
konnte eine geringfligige Pigmentmenge beobachtetdeame Um die Identitat der
verbleibenden Substanzen zu untersuchen, wurdefrakigonierten Extrakte per LC-ESI-
MS und MS/MS auf die Anwesenheit von PyA, PitCBRind PCit Uberpruft. Diese Analyse
zeigte, dass PyA und PCit in den Extrakten vomallier Stammen enthalten waren (Abb.
16C). Wahrend PitB in geringfligigen Mengen auss@iich im Wildtyp-Extrakt detektiert
werden konnte, nicht aber in den Extrakten der Mugta, so war PitC den Extrakten des
Wildtyps und der 52Mtam2-Mutante vorhanden, aber konnte nicht in Exérakvon
tam12 Stdmmen nachgewiesen werden (Abb. 16C).

Die Anwesenheit von PyA und PitC in Extrakten a@&@aml1 und 52Dtam1Dtam?2 kdonnte
potentiell durch die Aktivitat eines zusatzlichenzigms mit einer schwachen Aktivitat far
die Umsetzung von Trp-zu-IP erklart werden. Ein hobgr Kandidat ist die Aspartat-
Aminotransferase (die madglicherweise von umO0059%didw wird). Fir Aspartat-
Aminotransferasen anderer Organismen wurde gezags sie als Nebenreaktion Trp zu IP
umsetzen konnen (Paris und Magasanik, 1981; Betgdr, 2001; Bittinger et al., 2003).

2.3 Taml koppelt die Trp-Deaminierung an die Aminierung von
Phenylpyruvat und 2-Oxo-4-Methylthiobutyrat

Aro8 und Aro9 ausS. cerevisia&katalysieren die Umwandlung von Trp zu IP (Kradolét
al., 1982). Um herauszufinden, ob Tam1l ebenfalls diegkion einer IP-generierenden Trp-
Transaminase uUbernimmt, wurde die IP-Produktion Witdtyp und dertaml1D -Mutante
nach der Trp-Futterung gemessen. IP wurde aus terstéinden von Kulturen extrahiert, die
in Anwesenheit von 5 mM Trp fir 14 h angezogen waravaren. Der Gehalt an Indol-
Brenztraubenséaure (IPA) wurde mittels HPLC gemessenlO>Mutanten stellten nur sehr
wenig IPA her (~15 uM, 4 % der Menge des Wildtypgdhrendtam22Mutanten IP in der
GroélRenordnung des Wildtyps produzierten (~400 Wh.AlY). Dies deutet darauf hin, dass
Taml eine Rolle als Trp-Aminotransferase spiet, Tip zu IP umwandelt.
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%
Indolbrenztraubenséaure
160
1404 -

120

100

80

60— |
40—

20

0 = ==
WT Dtam1l  Dtam?2 Dtaml1Dtam?2

Trp

Abb. 17. Taml setzt Trp zu IP um. Die Messung de$A-Gehalts in Kulturiberstdénden von 521 (WT),
52IDtaml (Dtaml), 52IDtam2 (Dtam2) und 52IDtamlDtam2 (DlamlDtam2) wurde nach 14 h
Kultivierung in Glucose- (1%) und Trp- (5 mM) haltigem CM vorgenommen. IPA-Konzentrationen sind
in Prozent vom Wildtyp-Durchschnitt dargestellt. Die Messungen wurden an jeweils drei unabhangigen
Proben durchgefuhrt. Die Fehlerbalken geben die Stadardabweichungen an.

Fur Aro8 und Aro9 aus$. cerevisiagst bekannt, dss sie die Aminogruppe von Trp auf 2-
Oxoglutarat (2-OG) bzw. auf Phenylpyruvat (PPy) Alminogruppenakzeptor Ubertragen
konnen (Kradolfer et al., 1982; Iraqui et al.,, 1998rrestarazu et al.,, 1998). Um
herauszufinden, ob Taml 2-OG oder PPy als Amingugnakzeptor benutzt, habe ich den
Effekt von 2-OG bzw. PPy auf die Produktion von IBés Trp durch Zugabe dieser beiden

Aminogruppenakzeptoren zum Wachstumsmedium untetsuc
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%
Indolbrenztraubensaure

4500 __Tr

4000
3500
3000 —
2500 —
2000 —
1500 —
1000

500
o = Ij |

WT Dtaml WT Dtaml WT Dtaml WT Dtaml
Trp Trp + PPy Trp + 20G Trp + OMBA

Abb. 18. Taml bevorzugt PPy vor 2-OG als Aminogruppnakzeptor. Zugabe von PPy oder OMBA zum
Trp-Medium erhoht die Umsetzung von Trp zu IPA im Wildtyp (521, WT), aber nicht in 521Dtam1
(Dtam1l). Die Stimme wurden in Glukose- (1%) und Trp{5 mM) haltigem CM in Abwesenheit bzw. in
Gegenwart von PPy (1 mM), 2-OG (1 mM) oder OMBA (1ImM) angezogen. Der IPA-Gehalt ist als
Prozent des Wildtyp-Mittelwerts bei Wachstum in CM mit Glukose (1%) und Trp (5 mM) dargestellt. Es
wurden voneinander unabhangige Dreifach-Bestimmunge vorgenommen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen an.

Die Zugabe von PPy (1 mM), nicht aber von 2-OG (M)nzu WT-Zellen, die in der
Anwesenheit von Trp (5 mM) wuchsen, fiihrte zu eing&fachen Anstieg in der IPA-
Produktion, wahrend die Zugabe von PPyDkam1-Zellen nur zu einer vierfachen Erhéhung
fuhrte (Abb. 18). Dies zeigt, dass Taml1l mit PPy Atsinogruppenakzeptor aktiv ist und
somit die Deaminierung von Trp an die Aminierungh Py koppelt, vergleichbar mit der
Funktion von Aro9 au$. cerevisiae

Die vierfache Erhdhung der IPA-Konzentration naailg@be von PPy zurBtaml-Stamm
deutete darauf hin, dass es noch mindestens eitere®i Enzym mit einer schwachen
Aktivitat fur PPy-abhangige Trp-zu-IP-Konversionbga koénnte. Eine solche Aktivitat
konnte entweder von Tam2 stammen, die vielleichtlai einer erhéhten Konzentration an
PPy aktiv ware, oder von der potentiellen Aspaftainotransferase (um00595), da
Aspartat-Aminotransferasen bekanntlich eine br8itbstratspezifitat aufweisen (Jensen und
Gu, 1996).

Durch Arbeiten arfs. cerevisiagst bekannt, dass Aro9 auch die Aminierung vonx»-@-
Methylthiobutyrat (OMBA) zu Met katalysieren kanmJr(estarazuet al, 1998). Um
herauszufinden, ob OMBA auch als Aminogruppenalaepir Taml1l fungieren kann,
wurden dem Wildtyp undDtaml- Stamm zuséatzlich zu Trp (5 mM), OMBA (1 mM)

angeboten. In Anwesenheit von OMBA produzierten diyp-Zellen eine 44fach hohere
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Menge an IPA (Abb. 18). Im Gegensatz dazu fuhree Zligabe von OMBA zunbtaml-
Stamm zu keiner Erh6hung der IPA-Produktion (AbB).1Um zu Uberprifen, ob die
dramatische Erh6hung der IPA-Konzentration bei Bhegaon OMBA auf die Aminierung
von OMBA zu Met zuriickzufuhren ist, wurde die Met&uktion des Wildtyps und des
Dtaml-Stammes nach Wachstum in Anwesenheit von OMBA liglien (U. Hettwer,
Gottingen). Die Wildtypzellen akkumulierten einepgelt so hohe Met-Konzentration in
Kulturtiberstanden wie dietaml-Mutanten (Abb. 19). Dies deutet darauf hin, daasT aus
U. maydisdurch Aminierung von OMBA zur Met-Produktion béigt und somit Met-
Produktion und Trp-Deaminierung gekoppelt sind.

%
160 Methionin
140
120
100
80—
60
40—

20

WT Dtam1
OMBA

Abb. 19. Messung des Met-Gehaltes aus zwei aus dambb. 17 dargestellten Proben nach Wachstum in
CM, welches Glukose (1 %), Trp (5 mM) und OMBA (1 nM) enthélt. Der Met-Gehalt ist in Prozent vom
Wildtyp-Mittelwert dargestellt. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus drei Replikaten an.

2.4 Biochemische Charakterisierung von Taml

Um zu Uberprifen, ob Tam1 tatséachlich in der Lagedie aus den Fltterungsexperimenten
abgeleiteten Reaktionen auszufuhren, wurde TamlUauwmaydisheterolog als His-Tag-
Fusionsprotein inE. coli Uberexprimiert und durch Nickel-AffinitAitschromgtaphie
aufgereinigt (Abb. 20).
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Abb. 20. Aufreinigung von Taml. Coomassie-gefarbtescrylamidgel, welches die Elutionsfraktion (E)
von Taml zeigt, die fir die Enzym-Assays (Abb. 21gingesetzt wurde. Als GréRenstandard (M) wurde
der ,prestained Proteinruler” (Fermentas) eingesett

Enzympréparationen wurden fir eine Stunde mit veesienen Aminogruppenakzeptoren
und Aminogruppendonoren inkubiert, und die Konzaiinen von Trp, IPA, Phe und Met
mittels HPLC bestimmt. Nach Inkubation der aufgeigten Taml1l mit Trp und PPy (Abb.
21, Versuchsbedingung 1) wurden Konzentrationenczo®00 uM an IPA und ca. 1000 uM
an Phe erreicht, wahrend der grof3te Teil an Trgelraucht war. Da IPA sehr instabil ist
und spontan in IAA und andere Stoffe zerfallt (apKel 1), ist davon auszugehen, dass die
tatsachlichen IPA-Konzentrationen groRer waren @is hier ermittelten Werte. Die
zusatzliche Anwesenheit von 2-OG konnte den GedraltPA oder Phe nicht signifikant
steigern (Abb. 21, Versuchsbedingungen 2 und 3nWWigp und 2-OG gemeinsam inkubiert
wurden, wurde nur eine kleine Menge an IPA produZigbb. 21, Versuchsbedingung 4).
Zusammengefasst bedeuten diese Ergebnisse, dasgdantverwendeten Bedingungen PPy

gegeniber 2-OG einen bevorzugten Aminoakzeptorf derl aus). maydisdarstellt.
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aufgereinigte Tam1 Negativkontrolle

Versuchsbedingungen

1 Trp+PPy 5 Trp+OMBA
2 Trp+PPy+2-0G 6 Met+PPy

3 Trp+PPy+2(2-0G) 7 Phe+OMBA
4 Trp+2-0G

Abb. 21. Enzym-Aktivitats-Tests. Verschiedene Subsite (jeweils 2 mM) wurden in verschiedenen
Kombinationen (wie unterhalb der Saulendiagramme gkennzeichnet) mit (links) oder ohne (rechts)
aufgereinigter Tam1 fir 1 h bei 48°C inkubiert. Die Negativkontrollexperimente (rechts) wurden mit
vereinigten Elutionsfraktionen desE. coli Rosetta(DE3)pLysS -Stamms, der den pET15b-Leervektor
trug, durchgefuhrt. Der Gehalt an Trp, IPA und Phe in den Reaktionsmischungen wurde tGber HPLC
bestimmt. Die Met-Konzentrationen fur die Versuchsledingungen 5, 6 und 7 wurden tber HPLC-
MS/MS von U. Hettwer (Gottingen) bestimmt. Die Stadardabweichungen wurden aus jeweils drei
unabhéngigen Experimenten berechnet.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Hiittgysexperimente deuteten darauf hin,
dass Taml die Umwandlung von OMBA zu Met katalymiekann. Fir Aro9 aus.

cerevisiaest bekannt, dass die Umwandlung von Met zu OMBAdee Umsetzung von Phe
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zu PPy gekoppelt ist (Urrestarazu et al., 1998)shHatb wurde getestet, ob die Taml-
Enzympréaparation ebenfalls die Reaktion von OMBAMVRt unter der Bildung von PPy aus
Phe katalysieren kann (Abb. 21, Versuchsbedingyng@atsachlich fihrte die Reaktion von
Taml1l mit OMBA und Phe zur Generierung von Met (~p0@) und einer Halbierung der
Phe-Konzentration (von 2 mM auf ~1 mM). Im Gegensaiazu wurde die Met-
Konzentration um die Halfte (von 2 mM auf ~1 mMYywendert und es entstand eine Phe-
Konzentration von 1 mM, wenn das Enzym mit Met Wridly inkubiert wurde (Abb. 21,
Versuchsbedingung 6). Dies zeigte, dass die gegteinTaml in der Lage ist, den
Aminogruppentransfer von Phe zu OMBA zu katalysierBaher bestatigten auch diese
Experimente, dass die Trp-Deaminierung indirektden OMBA-Aminierung durch Tam1-
katalysierte Umsetzung von PPy zu Phe gekoppeiti€ginte (s. Diskussion und Abb. 28).
Um zu testen, ob Tam1l evtl. auch direkt OMBA alsiAmakzeptor flr die Deaminierung
von Trp verwenden kdnnte, habe ich die Enzympréjoeranit Trp und OMBA (Abb. 21,
Versuchsbedingung 5) inkubiert. Diese Reaktiontiiaur Generierung von IPA (~200 uM)
und Met (~600 uM), was zeigt, dass OMBA auch atskder Aminogruppenakzeptor fur die
Deaminierung von Trp zur Verfigung steht. Jedodiest PPy ein besseres Substrat fur
Tam1l als OMBA zu sein, da in Anwesenheit von PPyWengleich zu OMBA die 2,5 fache
Menge an IPA generiert wird.

2.5 Die Deletion von Taml1l hat keinen Effekt auf die Viulenz von U.
maydis

Da den vorM. furfur produzierten Pigmenten eine Funktion wahrend dgriésis versicolor
zugeschrieben werden, wurde getestet, ob die Tamhiitelte Pigmentbildung fur die
Virulenz vonU. maydisauf dessen Wirtspflanze Mais verantwortlich isesBalb wurde ein
rekombinantel. maydisSG200-Stamm erzeugt, bei dem d@m1-ORF durch eine Chbx-
Resistenz-Kassette ersetzt wurde. Rer maydisStamm SG200 ist ein solopathogener
Stamm und ein Derivat des Wildtyp-Stamms FB1. Eth&h die kompatiblebE1/bW2
Kombination und damfazGen. Diese Modifikationen fuhren dazu, dass SG2®ohl tiber
einen aktivema- als auch Uber einen aktivémrnLokus verfligt und ein infektioses Filament
unabhangig von einem Kreuzungspartner bilden kBiikér et al., 1995).

Mit den beiden unabhangigen Transformanten SG2001#2 und SG2@aml1#7 sowie
mit dem SG200-Kontrollstamm wurden 7-Tage-alte ifémn der Maisvarietat Early Golden
Bantam infiziert. Beim Kontrollstamm SG200 zeig@&hder 37 inokulierten Pflanzen (70%)

Tumor-Bildung, typische Zeichen ein&l. maydisinfektion. Bei den Mutanten-Stammen
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SG20Mtam1#2 und SG2@Maml1#7, entwickelten 25 von 36 Pflanzen (69%) udd/én 38
Pflanzen (68%) Tumore, die in ihrer GroRe vergleahzu denen des Kontrollstammes
waren. Dies zeigt, dass eine Taml-Deletion unter gietesteten Bedingungen zu keiner
Verminderung der Pathogenitat vds. maydis fuhrt. Dennoch kann nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass IP oder die Pigmeme Effekt auf die Pathogenitat haben,
da sie in geringer Menge auch in der Taml-Deletrartante gebildet werden (s. Abb. 16B
und C).

2.6 Pigmente werden spontan aus IP und Trp gebildet

Um weitere Gene zu identifizieren, die in der Pigth@ésynthese involviert sind und Tam1-
generierte Produkte umsetzen, untersuchten wirdebPigmentierungsdefekt d&taml-
Mutante durch die Zugabe von IP zum Wachstumsmed#&mmplementiert werden kann. Bei
diesem Experiment konnten wir folgende Beobachtmaghen: Nachdem das Medium mit
gereinigtem IP supplementiert worden war, wechsdiee Farbe des Mediums innerhalb
weniger Minuten von hellgelb nach tiefrot. Died¥lieermuten, dass aus IP in einer wassrigen
Umgebung spontan farbige Substanzen entstehenichbnBeobachtungen wurden zuvor
gemacht (Paris und Magasanik, 1981; Bittinger et 2003), wobei jedoch die farbigen
Substanzen bisher nicht analysiert worden waren.

Auf Grund der Beobachtung, dass IP spontan zur &gjoidung fahig ist, wurden Pigment-
Extrakte von Trp-haltigen Agarplatten hergestellie mit U. maydisWildtyp-Zellen

inokuliert worden waren, sowie von sterilen Agatiga, die entweder IP oder Trp und IP

enthielten. Die Extrakte wurden fraktioniert uncetiDC analysiert (Abb. 22A)
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A
WT auf Trp-Agar steriler IP Agar steriler IP+Trp Agar

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

B
WT auf Trp-Agar  steriler IP-Agar steriler IP+Trp-Agar
PyA + + +
PitC + + +
PitB + nd +
PCit + a +

a, Spurenmengen; nd, nicht detektiert

Abb. 22. Pigmente konnen spontan in Anwesenheit volP gebildet warden. A. DC-Anaylse von
fraktionierten Pigmentextrakten aus Trp-Agar, der mit U. maydisWT-Stamm 521 inokuliert war, aus
sterilem IP-Agar und aus sterilem IP+Trp-Agar. Die Platten wurden drei Tage bei 28°C im Dunkeln
inkubiert, bevor Pigment extrahiert wurde. Die Postion der gelben Substanz, die an derselben Stelldev
PCit lauft (Rf-Wert=0,15), ist deutlich sichtbar in Extrakten aus 521 auf Trp-Agar und in Extrakten aus
sterilem IP+Trp-Agar (schwarze Sternchen), aber istm Extrakt aus IP-Agar abwesend (rote Sternchen).
B. Test auf Anwesenheit der Substanzen PitC, PyA,itB und PCit in den in A gezeigten Fraktionen
mittels LC-ESI-MS (PitC, PitB) und MS/MS (PyA, PCit). Spurenmengen und ,nicht detektiert"
reprasentieren ein Verhaltnis von Signal zu Hintergundrauschen von unter 30 bzw. von unter10.

Zu unserer Uberraschung zeigten die Pigmentprdéid). maydisKultur keine qualitativen
Unterschiede zum Kontrollprofil aus sterilem Trp+ABar (Abb. 22). Beim Profil aus dem
sterilen IP-Agar konnte beobachtet werden, dasgeeiwenige Substanzen im Gegensatz zu
den anderen beiden Profilen abwesend waren. EgsediSubstanzen ist hellgelb und hat
einen R-Wert von 0,15, der dem von Pityriacitrin entsptiphbb. 22A; Mayseet al, 2002).

Um zu untersuchen, ob die Mischung an spontan geter Pigmenten die zuvor

identifizierten Substanzen mit biologischer Akttt enthielt, wurden alle Fraktionen
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individuell von U. Hettwer (Gottingen) per LC-ESISMand MS/MS analysiert. Diese
Analyse zeigte, dass PyA, PitC, PitB and PCit nicht in den Extrakten vol). maydis
inokulierten Trp-Agar-Platten auftrat, sondern aurctExtrakten aus sterilem IP+Trp-Agar
(Abb. 22B). Aus sterilem IP-Agar wurden PyA und@iaber nicht PitB und nur Spuren von
PCit detektiert (Abb. 22B).

Um auszuschlie3en, dass die Generierung der Irgiolgite weitere Substanzen involvierte,
die in den Agarplatten vorhanden waren, wurden Kidleikxperimente durchgefihrt. Dabei
wurde das Gesamtpigment aus sterilen wassrigenngésuvon IP und IP+Trp 24 h nach
Auflosen dieser Substanzen in Wasser analysieet.E3trakte wurden per LC-HR-ESI-MS
und LC-HR-ESI-MS/MS von Peter Spiteller (Minchenglysiert.

Die Anwesenheit von PyA und PCit, sowie RestmengerPitC wurde auf Grund der LC-
Retentionszeiten und der MS-Daten bestétigt, diguter Ubereinstimmung mit Referenz-
Proben waren (s. Material und Methoden). Daher t@rmgeschlossen werden, dass die
untersuchten Substanzen PyA, PCit and PitC spantamer wassrigen Umgebung entstehen
konnen, die IP und Trp enthalt. Abgeleitet von dieutlichen Ahnlichkeit der Pigmentprofile
— einerseits generiert durdh maydisaus Trp — andererseits generiert durch die spentan
Reaktion von IP und Trp (Abb. 22B) ist es sehr waheinlich, dass IP ein Vorlaufer fur die
spontane Generierung der meisten, wenn nicht aBebstanzen ist, die in den
Pigmentextrakten vonU. maydis gefunden wurden. Damit Ubereinstimmend wurde
beobachtet, dass sich die Reaktionsmixturen (Veshedingungen 1-5, Abb. 21), die mit
aufgereinigtem Taml-Enzym inkubiert worden waren, unterschiedlichem Ausmal}
braunlich verfarbten. Dieses unterschiedliche Audmantsprach proportional den
unterschiedlichen Mengen an gemessenem IPA. Dadstelit der biosynthetische Weg von
Trp zu den Trp-abhdngigen Pigmenten aus einem gaeinzenzymatischen Schritt, der

Deaminierung von Trp zu IP, katalysiert durch Tam1.

2.7 Effekte der Indolpyruvat-abhéngigen Substanzen auf HaCaT-
Zelllinien

Bittinger et al. (2003) konnten zeigen, dass IPwdassriger Umgebung Liganden des
Arylhydrocarbonrezeptors (AhR) produziert. In diegebeit konnte ich zeigen, dass IP in
wassriger Losung zu den von Mayser und Mitarbeitéin M. furfur beschriebenen

Indolpigmenten reagiert. Daher kdnnte es sein, deskdolpigmente als Liganden des AhR

wirken.
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Der AhR ist ein Rezeptor, der zunachst nur in Wirkeen nachgewiesen wurde. Der AhR
bindet planare, aromatische Kohlenwasserstoffe rditiesartikel von Swanson und
Bradfield, 1993) und aktiviert transkriptionell ieeEnzyme, die in Transformations- und
Exkretionsprozesse von Fremdstoffen involviert sibgér AhR spielt daher eine zentrale
Rolle im Fremdstoffmetabolismus (Nebert et al., £00no et al., 2004; Xu et al., 2005).
Gro3e Bekanntheit erlangte er als Dioxinrezeptarsgmmengefasst von Birnbaum und
Tuomisto, 2000; Schecter et al., 2006) und in derm\ittlung von Entziindungsreaktionen
(Hennig et al.,, 2002). Transgene Mause, die den AhRKeratinozyten konstitutiv
exprimieren, weisen schwere Entzindundungsreaktianal damit verbunden atopische
Ekzeme auf (Tauchi et al., 2005). AhR-Agonisten 2;@,7,8-Tetrachlordibenzodioxin oder
12(R)-Hydroxy-5(2),8(Z),10(E),14(Z)-eicosatetracaiute induzieren eine
Entzindungsreaktion (Henley et al., 2004; Chiaralet2008), AhR-Antagonisten wig
Naphthoflavon §NF) hingegen verhindern eine Entztindungsreaktian(ey et al., 2004).

Ein Symptom und zugleich Phanomen der Pityriasissizelor ist die Insensibilitat
gegeniber UV-Strahlung in den weil3en, demelangieautarealen. So ist die Krankheit
einerseits nicht von Entzindungsanzeichen begleited andererseits werden durch
zusatzliche UV-Bestrahlung keine typischen Entzingdanzeichen wie Sonnenbrand
hervorgerufen (Thoma et al. 2005). Krutmann undakbieiter (2007) konnten zeigen, dass
auch die dem Sonnenbrand vorausgehende UV-B-Sttessd Uber den AhR vermittelt
wird. AhR-Aktivierung erfolgt dabei Gber das Trpdebprodukt FICZ. Eine Inhibition des
AhR konnte somit fur die fehlenden Entztindungsasasi verantwortlich sein.

Weiterhin hat der AhR Einfluss auf den Zellzykluglugng und Elferink, 2004;
Ubersichtsartikel von Ma et al., 2009). So gleichsch die Transkriptionsprofile nach
Aktivierung des AhR und nach kleineren DNA-Schadengrol3en Teilen (Hockley et al.,
2007). Der aktivierte AhR kann wie auch der Zustdieinerer DNA-Schaden einen
Zellzyklusarrest induzieren (Han et al., 2008), wa&tvierte DNA-Reparaturmechanismen
zur Folge hat (Lo et al., 2005). Uber die Aktiviegudes proapoptotischen Faktors Bax kann
der AhR auch Apoptose einleiten (Detmar et al.,&0&. B. wird der AhR-Agonist
Aminoflavon als Brustkrebsmittel getestet, da eropgese in Krebszelllinien induziert
(McLean et al., 2008).

Um herauszufinden, ob ein Zusammenhang zwischegetrierten Substanzen und
Symptomen der Pityriasis versicolor mittels AhR tbbg wurde in humanen HaCaT-
Zelllinien getestet, ob AhR-sensitive Parameter wisflammationsantwort oder

Zellzykluskontrolle durch in Wasser gelostes IP ot werden kénnen.
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2.7.1 Einfluss von Indolpyruvat-abhangigen Substanzen auflie Entziindungsreaktion
in HaCaT-Zellen

Sollten die aus Indolpyruvat generierten Substanzeter Lage sein, eine AhR-vermittelte
Entztindungsreaktion zu verhindern und somit als -Almagonisten wirken, so konnte dies
die fehlenden Entziindungsanzeichen in den LasideerPityriasis versicolor erklaren. Die
IP-generierten Substanzen wurden zwar als Agona#snAhR beschrieben (Bittinger et al.,
2004), dies wirde jedoch im Gegensatz zur aushlddée Entzindungsreaktion in der
Pityriasis versicolor stehen. Es wurde daher getestb die IP-generierten Substanzen
Antagonisten des AhR darstellen und ob sie furAlasbleiben von Entziindungsanzeichen
nach UV-Bestrahlung verantwortlich sind. Ein typisc Entzindungsparameter ist die
Hochregulierung und Sekretion des Cytokins Intile® (IL-6), dessen Konzentration tber
~enzyme-linked-immunosorbent-assay* (ELISA) quatiit bestimmt werden kann (Henley
et al., 2004).

HaCat-Zellen wurden in 48-Well-Platten zu 100.0@leh/Well ausplattiert und dann tber
Nacht im Brutschrank inkubiert, um Adhérenz zu genisten. Die Zellen in den Wells
wurden in Triplikaten mit Kontrollpuffer (PBS + 2 DMSO), Agonistenpuffer (PBS + 10
MM FICZ + 0,2% DMSO) und Testpuffer (PBS + 100 pMddlpyruvat) behandelt.
Indolpyruvat wurde immer frisch angesetzt. Um zwderleisten, dass sich eine hinreichend
grol3e Menge an Indolpyruvat-abhangigen Stoffenebildonnte, wurde eine 10fach héhere
Konzentration an Indolpyruvat als an FICZ eingesetz

Nach einer Stunde Inkubation wurden die Zellibedgdeingefroren und der Gehalt an IL-6
mittels ELISA bestimmit.

40

35 T
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Kontrolle

Abb. 23. Gehalt an IL-6 nach Inkubation fiir eine Stunde in verschiedenen Medien. Die Uberstande von
mit Kontrollmedium (Kontrolle), IP (100 uM) und For myl-Indol-Carbazol (FICZ, 10 uM) behandelten
Zellen wurden nach 1 h Inkubation eingefroren und @r IL-6-Gehalt spater mittels ELISA bestimmt. Es
wurden jeweils drei unabhéngige Messungen durchgefiit und die Standardabweichungen dargestellt.
Nach einer Stunde Inkubation war die IL-6-Konzeimtrain den Uberstanden der mit FICZ
(10 uM) behandelten Zellen mit 28 pg/ml etwa doppelhoch wie in den Uberstanden der

unbehandelten Kontrollzellen, fir die ein Gehaltlahpg/ml gemessen wurde (Abb. 23).
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Damit stieg die IL-6-Konzentration als Marker fline Entziindungsreaktion in den FICZ-
behandelten Zellen an. Dies zeigt, dass die Bebagdivon HaCaT-Zellen mit dem
hochpotenten AhR-Agonisten FICZ eine Entzindundgi@a auslosen konnte. Nach
Behandlung der HaCaT-Zellen mit einer Loésung vonniRVasser stieg der IL-6-Gehalt in
den Uberstanden auf 34 pg/ml (Abb. 23). Dies deddeauf hin, dass es sich bei IP oder den
aus IP generierten Substanzen um AhR-Agonistenditarmdie eine Entzindungsreaktion
fordern. Damit kann die Wechselwirkung der aus #Ragierten Substanzen mit dem AhR
nicht das Symptom der ausbleibenden Entzindungsseakn Lasionen der Pityriasis
versicolor erklaren.

Um zu Uberprifen, ob den Substanzen eine Bedeutudgr Adaptation an eine leichte, in
Lasionen der Pityriasis versicolor kaum sichtb&metziindungsreaktion zukommt, die dazu
fuhrt, dass bei zusatzlicher Bestrahlung mit UVHtic keine Erhéhung der
Entzindungsreaktion mehr stattfindet, wurde geteste eine Behandlung mit IP eine
Insensitivitat gegenuber UV-Licht zur Folge hat. zDawurden HaCaT-Zellen mit
Kontrollmedium [K, ,Dulbecco’s Modified Eagle Mednl' (DMEM) + 0,2 % DMSO],
Antagonistenmediuma(NF, DMEM + 10 pM a-Naphthoflavon) und Testmediun,(l
DMEM + 100 pM Indolpyruvat) behandelt und anschéie@ einmal mit UV-Licht (30
mJ/cm?) bestrahlt. Um den Effekt des UV-Lichts beesm zu kbnnen, wurde der gleiche Test
auch noch ohne UV-Bestrahlung durchgefiihrt (Abb). Zder Gehalt an IL-6 in den
Uberstanden wurde mittels ELISA bestimmt.
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Abb. 24. IL-6-Produktion von HaCaT-Zellen nach Inkubation in verschiedenen Medien und mit oder
ohne UV-Bestrahlung. Mit Kontrolimedium (K), IP und mit a-Naphthoflavon @NF) behandelte Zellen
wurden einmal mit UV-Licht (30 mJ/cm?2) bestrahlt und weiter bei 37°C und 5%CG inkubiert. Nach
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Uberstande egefroren und der IL-6-Gehalt mittels ELISA
bestimmt. Die mit IP vorbehandelten Proben zeigtemach 24 h die héchsten IL-6-Werte, die mia-NF
behandelten Zellen eine den Kontrollzellen vergleitbare Konzentration. Es wurden zwei parallele
Experimente und jeweils Doppelbestimmungen durchgéhrt. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichungen.

Die UV-Bestrahlung hatte in den mit Kontrollmediumhandelten Zellen zur Folge, dass
diese nach 24 h im Vergleich zu den nichtbestrahftellen eine leichte Erhohung (~50%)
im IL-6-Gehalt aufwiesen. Wie im vorigen Experimenich fiihrte die Behandlung mit IP
(100 uM) ohne UV-Bestrahlung zu einer 2-3fachendBtng des IL-6-Gehaltes. Nach
Bestrahlung mit UV-Licht (30 mJ/cm?) fuhrte dies Mittel zu einer 3-4fachen Erh6hung
des IL-6-Gehalts in den Uberstanden der IP-behtemieZellen. Zugabe des AhR-
AntagonisteraNF (10 uM) zeigte keinen Effekt auf die Entzindweg&tion im Vergleich
zum Kontrollmedium (Abb. 24). Evtl. wirde ein infebender Effekt auf die
Entziindungsreaktion erst nach einer noch langedarbhtion deutlich werden. Vielleicht ist
die Konzentration von 10 puMiNF auch zu gering, um einen inhibierenden Effekt zu
bewirken oder der Anstieg in der IL-6-Produktiohngcht AhR-vermittelt. Diese Ergebnisse
sprechen daflr, dass IP eine Entzindungsreaktiovirkieund dass diese evtl. durch
zusatzliche UV-Bestrahlung noch verstarkt wird. [Otarkann die Abwesenheit von
Sonnenbrand in den Lasionen der Pityriasis vemsicoicht durch einen antagonistischen

Effekt von IP auf den AhR erklart werden.
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2.7.2 Einfluss der Indolpyruvat-abhangigen Substanzen auflie Uberlebenssrate von
HaCaT-Zellen
Um zu testen, ob die aus IP spontan generiertest&uten eine Schutzfunktion auf die
Uberlebensrate von HaCaT-Zellen ausuben konntenrdemu HaCaT-Zellen mit
Kontrollmedium (Kontrolle) in An- und Abwesenheiowv IP fir 8 Tage im Dunkeln
inkubiert und dreimal (an Tag 1, 4 und 7) mit U\hi (20 mJ/cm?) bestrahlt, wobei direkt
nach der Bestrahlung den Zellen neues Medium angebavurde. Am Ende des
Experimentes wurde die Zellzahl mittels NeubaudrliZgmmer bestimmt (Abb. 25).
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Kontrolle Kontrolle + UV P P+ UV

Abb. 25. Uberlebensrate von HaCaT-Zellen nach Behaitung mit Kontrollmedium (K) und IP (100 puM)
und mit oder ohne UV-Bestrahlung (3 mal 20 mJ/cm2jiber einen Zeitraum von 8 Tagen. Die Ansatze
wurden in Triplikaten durchgefuhrt, eine ahnliche Verteilung mikroskopisch Uberprift und jeweils ein
Ansatz ausgezahlt.

Nach 8 Tagen Inkubation wurden im Kontrollexperimmehne UV-Bestrahlung (Kontrolle)
13,510 Zellen gezahlt, wohingegen nur 5¥1@ellen im Kontrollexperiment mit UV-
Bestrahlung (Kontrolle +UV) gezahlt wurden. Damiihfte die UV-Bestrahlung in
Kontrollzellen zu einer 96%igen Reduktion der Zafikz

Die IP-behandelten Zellen (IP) zeigten nach 8 TagerVergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen mit 7*16 Zellen nur eine halb so hohe Zellzahl. Interessaveise wurden im
Vergleich dazu 5*19 IP-behandelte Zellen nach UV-Exposition (IP +U\Azghlt. Damit
fuhrte die UV-Behandlung in IP-behandelten Zellem nu einer 30%igen Reduktion in der
Zellzahl. IP oder die spontan gebildeten Substaszhgeinen also einerseits hemmend auf die
Proliferation zu wirken und andererseits einen Umnsvorteil nach UV-Exposition zu

vermitteln.
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2.7.3 Einfluss der Indolpyruvat-abhangigen Substanzen auélie Uberlebensrate vorl.
maydis
Die Existenz eines AhRs ist bisher nur flir hohetkdtyoten wieHomo sapiensMus
musculus Drosophila  melanogaster und Caenorabditis elegans beschrieben
(Ubersichtsartikel von Swanson und Bradfield, 208Bpott et al., 1995; Duncan et al.,
1998; Powell-Coffman et al., 1998). Fir niedere &ykten wieS. cerevisia®@derU. maydis
ist ein solcher Rezeptor bisher nicht bekannt. EiBeEASTX-Analyse mit der
Aminosauresequenz des humanen AhR gegetJdasaydisGenom lieferte nur einen ORF
(um02664) mit einem E-Wert < 0,008. Der humane AhRRl das vorum02664kodierte
Protein zeigen nur 11,3%  globale  AS-ldentitat  (Paogm  Stretcher;
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz). Obwahin02664 als einzigebl. maydisProtein
wie der humane AhR zugleich eine PASutgiive ative ste)-Domane, die mutmallich in
der Bindung von Liganden involviert ist und einenlFinger-Doméne, die mutmallich in
der Bindung von DNA involviert ist, besitzt, |Asdies nicht auf die Prasenz eines AhR-
ahnlichen Rezeptors schliel3en.
Unabhé&ngig davon sollte getestet werden, ob Vormibag vonU. maydisZellen mit IP
evtl. eine Stressreaktion und eine erhohte DNA-Rapeaktivitat induzieren kann, was eine
erhohte Uberlebensrate gegeniliber UV-Strahlung algeFhaben konnte. Sollte auRerdem
die Produktion von IP fur die UV-Resistenz moglicheise grundsatzlich unabdingbar sein,
so sollte dieJ. maydis521Dtam1-Mutante einen Defekt in der UV-Resistenz aidem® Da
U. maydisdie Aminosaure Trp selbst herstellen kann, sditieEffekt auch ohne Behandlung
mit Trp sichtbar sein. Um diese Hypothesen zu testeirdenU. maydis521-Zellen (WT)
und U. maydisbtaml-Zellen Otam1) in AM mit oder ohne IP lber Nacht kultivieAm
nachsten Tag wurden die auf eine OD=2 eingesteKigituren gewaschen. Das Waschen
sollte einen mdoglichen direkten UV-protektiven Kifeler Substanzen minimieren, wobei
nicht ausgeschlossen ist, dass sich die Substamzba Zellwand vorlJ. maydisintegrieren
konnen. Die unverdunnten Kulturen und Verdiunnundaraus (jeweils 1/10) wurden dann
auf zwei AM-Platten aufgetropft. Eine dieser Platteurde mit 40 mJ/cm?2 UV-Licht
bestrahlt.
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Abb. 26. IP-Vorbehandlung fiihrte zu einer erhéhtenUberlebensrate nach UV-Bestrahlung inJ. maydis
U. maydisStamme 521 (WT), 52Dtam1 (Dtaml) wurden in An- oder Abwesenheit von IP (0,8 mi

vorkultiviert, auf AM-Platten aufgetropft und danac h mit UV-Licht bestrahlt oder direkt im Dunkeln
inkubiert.

Die mit IP vorbehandelten Kulturen (rotes Rechtedgigten eine 10fach hohere
Uberlebensrate zeigten als die unbehandelten Kuit@Abb. 26). Offenbar (bt IP einen
Schutzeffekt aus. Dieser konnte auf direkte UV-Apson der IP-generierten Substanzen
oder durch Vermittlung einer Art StresszustanddiefZelle zuriickzuflhren sein.

Hingegen hat die An- bzw. Abwesenheit der Tam1 éeifffekt auf die Uberlebensrate.
Wirde die Fahigkeit, Trp zu IP umzuwandeln, unten éingewandten Bedingungen eine
Rolle im UV-Schutz spielen, so mussten die unbebkea WT-Kontrollzellen nach UV-
Bestrahlung eine hohere Uberlebensrate aufweisedial unbehandelteBtam1-Mutanten.
Weiterhin habe ich die Beobachtung gemacht, dash aforbehandlung mit Trp keinen
Unterschied zwischen WT urittam1-Mutante in Bezug auf die Uberlebensrate ausmac
(nicht gezeigt). Jedoch hat Trp-Vorbehandlung eddenfwie [P-Vorbehandlung einen
positiven Effekt auf die Uberlebensrate.
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3 Diskussion Teil 1

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den biochsrthen Weg zu identifizieren, der zur
Produktion der neuartigen Indolpigmente fiihrt, distmals vonM. furfur isoliert worden
waren. DaM. furfur genetisch nicht zuganglich war, wurde der genletmegangliche, nah
verwandte Organismud. maydisals Modell benutzt. Es konnte gezeigt werden, dass
maydisdieselben Substanzen wie furfur produziert, wenn Trp als einzige Stickstoffquelle
angeboten wird. Durch einen revers-genetischen tansannte die Trp-Aminotransferase
Taml als das fir die Trp-abhangige Pigmentbildungrantwortliche Hauptenzym
identifiziert werden. Wir machten dann die unenetatEntdeckung, dass alle folgenden
Reaktionen, die fur die Bildung der Indolpigment€it? PyA, PitB und PitC aus IP
notwendig sind, spontan ohne zusatzliche Hilfe 'mzymen ablauft. Damit ist die Trp-
Aminotransferase als einziges biosynthetisches mniyr die Pigmentbildung aus Trp
verantwortlich. Die Umwandlung aus Trp zu farbig8ubstanzen gefolgt von einer
spontanen Generierung von dunkelroten Pigmentedevemnachst ifklebsiella aerogenes
(Paris and Magasanik, 1981) beobachtet. Eine dlBeobachtung wurde gemacht, als
nach Liganden des AhR von Séaugetierzellen gesualridev (Bittinger et al, 2003).
Nichtsdestotrotz verblieb die exakte Struktur dieggontan generierten Pigmente sowie der

Mechanismus dieser Reaktion ungeklart.

3.1 Wie kénnte der Mechanismus aussehen, der zur spomtan Bildung
der Pigmente aus IP fuhrt?

Pityriacitrin wurde nur generiert, wenn die starilé6ésungen sowohl Trp als auch IP
enthielten. Die spontane Generierung von PCit k&mnit der Bildung des Iminsl) durch
Kondensierung von Trp und IP beginnen (Abb. 27). diesem Punkt kdonnt&é doppelt
oxidativ decarboxyliert werden, wobei sich eine dg&itnuktur ausbildet, die zum Intermediat
2 fuhrt. Die Decarboxylierungsreaktionen werden nabgirweise durch reaktive
Sauerstoffspezies katalysiert, wie dies bereits digr spontane Decarboxylierung von 2-
Oxosauren beschrieben wurdiéessis et al., 1990im letzten Schritt kdnnte die benzolische
CHx-Gruppe oxidiert werden, was zur Bildung von P@Qhren kénnte. Fir die Generierung
von PyA ist nur die Anwesenheit von IP erforderli¢dbb. 27). Daher wird IP
maoglicherweise nichtenzymatisch zu IAAI8) (decarboxyliert. Spontane Decarboxylierung
von IP zu IAAld wurde bereits beschrieben (Kaped afeldstra, 1958; Abb. 27). An der

35



Diskussion Teil 1

benzolischen Position am C-2 des Intermed@tgdnnte sich ein relativ stabiles Radikal
ausbilden. Zwei dieser Radikale wirden dann mitedea reagieren, was nach einer zweiten
Oxidation zu4 fuhrt. Dann wirden die Aldehyd-Gruppen von 4 ositiverden. Nach einem
formalen Verlust von Wasser wirde PyA generiert dear (Abb. 27). Im Zuge der
Reaktionen, die von PCit zu PyA fuhren, ist das tAatén von Radikalen relativ

wahrscheinlich.

Abb. 27. Vorgeschlagenes Modell der Spontansynthes®n PyA (A) und PCit (B) aus IP (nach P.
Spiteller, Miinchen).

Die Involvierung von molekularem Sauerstoff in @iesReaktion wird auch durch die
Experimente von Bradfield und Mitarbeitern untetztida diese herausgefunden haben, dass
IP schneller zu Pigmenten umgewandelt wird, wenue&off durch die Losung geleitet
wird (Bittinger et al., 2003). Auch die spontanddBng von PitC und PitB in sterilen
Losungen von Trp und IP sollte sowohl Oxidationds auch Reduktionsreaktionen
involvieren, aber deren exakte Mechanismen, spedielReaktionen, die von IP (und Trp)
zum vorgeschlagenen Vorlaufermolekul 4,5-Bis-(1Healk3-yl)-Cyclopent-4-en-1,2,3-Trion

(Irlinger et al., 2004) fuhren, verbleiben ungelost
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Wie auch immer der Mechanismus aussehen mag, dmtaspe Reaktion von Trp und IP
hatte die Bildung von Hunderten bisher unbekanBt@ostanzen zur Folge, worunter sich
auch PCit, PyA, PitB und PitC befanden.

3.2 Warum unterscheiden sich die Pigmentprofile vorM. furfur und U.
maydis wenn die meisten Pigmente spontan aus IP generieverden?

Zu Beginn des Projekts wurden mittels UV-Mutagen&s@lutanten generiert, die eine zum
Wildtyp unterschiedliche Koloniefarbe aufwiesen. gdfédhr die Halfte der isolierten
Mutanten zeigte eine hellere Koloniefarbung auf-Pratten als der Wildtyp. Fir einige der
Mutanten, die eine gelbliche Farbung auf Trp-Ptatteigten, konnten individuell betroffene
Gene identifiziert werden, die eine putative Rdlle Aminosduremetabolismus spielen.
Angesichts des hier prasentierten Weges der Pidgnosynhthese aus Trp ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Spontanreaktionen nach Glerierung von IP auch andere
Aminosauren sowie deren respektive Oxosauren imv@a kdnnen. Von allen generierten
Substanzen, die auf der DC-Platte sichtbar sind(ABA, Wildtyp), ist die Identitat nur von
sehr wenigen bekannt. Es ist méglich, dass dierandgubstanzen ebenfalls spontan durch
die Reaktion von IP mit anderen 2-Oxosauren ergstélbarbe et al.,, 2000) Die relativen
Mengen und die Pigmentzusammensetzung wirden damn der Verfligbarkeit von
verschiedenen Aminosauren abhangen, die unter hiedanen Bedingungen (pH-Wert,
Temperatur), in verschiedenen Umgebungen und irschieddenen Stadmmen variieren
konnten. Die Verflugbarkeit unterschiedlicher Amiaosen konnte moglicherweise die
Unterschiede in den Pigmentspektren tbmmaydisundM. furfur erklaren (Abb. 11).

3.3 Warum ist die sirlD®*****?Mutante in der Pigmentbildung auf Trp
beeintrachtigt?

Nach der anfanglichen UV-Mutagenese, die die Ifigation von pigmentdefizienten
Mutanten zum Ziel hatte, konnten nur sehr wenige(d5%) Mutanten mit einem kompletten
Pigmentverlust identifiziert werden. Dies unterstidas Ergebnis, dass nur ein einziges
biosynthetisches Enzym fiir die Pigmentproduktiotwendig ist. Uberraschenderweise war
in allen identifizierten Mutanten dasselbe Gendifé&tn, welches fir die Sulfitreduktase Sirl
kodiert. Wir konnten zeigen, dass die Stamme, iie Beletion in der C-terminalen Domane
von Sirl trugen, auxotroph fur Met waren. Wachstuomsl Pigmentierungsdefekte konnten
durch die Zugabe von Met, Cystein oder Natriumdudufgehoben werden. Dies deutete

darauf hin, dass das Sirl-Protein in die Genergeron reduziertem Schwefel involviert ist
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und dass der Stamm, der eine Deletion in der Chb@len Domé&ne von Sirl tragt, in der
Biosynthese von Schwefel-enthaltenden Aminosausamnirachtigt ist. Weiterhin konnte in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass dawmigg Enzym, welches fur die
Pigmentbildung verantwortlich ist, Taml ist. EinnMieis, dass Taml die Verbindung
zwischen Pigmentproduktion und Schwefelmetabolisrdasstellen kdnnte, stammt aus
Arbeiten zu Aro8 und Aro9 auS. cerevisiae Sowohl Aro8 als auch Aro9 tragen zum
Aminogruppentransfer von Met zu PPy bei (Urrestargizal., 1998). Futterungsexperimente
deuteten darauf hin, dass Taml duis maydis zusatzlich OMBA als Substrat fur die
Generierung von Met benutzen kann (Abb. 18). Diesnke durchin vitro-Aktivitats-
Versuche bestatigt werden, bei denen aufgereifiglal eingesetzt worden war (Abb. 21)
Wie auch inS. cerevisiaekonnte die Aminierung von OMBA durch Taml an die
Deaminierung von Phe zu PPy gekoppelt werden. dasanterweise zeigten die vitro-
Experimente, dass Taml auch die Aminierung von OMi&&kt an die Trp-Deaminierung
koppeln kann (Abb. 21) Daher gibt es zwei Mdgliakke, den Schwefelmetabolismus an die
Pigmentproduktion zu koppeln (Abb. 28). Die erstég\ichkeit ist durch die Eigenschaft
von Taml gegeben, direkt OMBA als Aminogruppenakaefir die Trp-Deaminierung
verwenden zu konnen (Reaktion 1, Abb. 28). Der wmwéNeg koppelt die OMBA-
Aminierung indirekt an die Trp-Deaminierung. In sken Schaltkreis wird die Trp-
Deaminierung zu IP durch Taml an die Aminierung P&y zu Phe gekoppelt (Reaktion 2,
Abb. 28). Eine IP-Akkumulation wirde dann in Abh#gkgit von der Regeneration von PPy
durch Tam1-katalysierten Aminotransfer von Phe B3 stehen (Reaktion 3, Abb. 28).

OMBA Met

Trp U» P

2

PPy Phe

Met:>\\3 OMBA

Abb. 28. Tam1l-katalysierte Reaktionen verknupfen d@ Trp-Umsetzung zu IP sowohl direkt als auch
indirekt an die Aminierung von OMBA. Tam1 kann OMBA direkt als Aminogruppenakzeptor fir eine
Trp-Deaminierung benutzen (1). Trp-Deaminierung istauch indirekt von der OMBA-Aminierung durch
Aminogruppentransfer von Trp auf PPy (2) abhangig und PPy-Regenerierung durch Taml-katalysierten
Aminogruppentransfer von Phe zu OMBA (3). In Abweseheit von OMBA ist der PPy-Gehalt limitiert
und bestimmt den Gehalt an IP, der durch einen Ubeschuss an Trp von Tam1 gebildet wird.
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In der sirD™®**®Mutante ist OMBA, dessen Anwesenheit von einerkfiomalen
Sulfitreduktase abh&ngig ist, nicht in ausreichentengen vorhanden, um entweder als
direkter Aminogruppenakzeptor zu fungieren oder dms PPy-Recycling zu unterstitzen.
Aus diesen Uberlegungen folgt, dass die Pigmentbddzum Erliegen kommt, sobald
verfiigbare Aminogruppenakzeptoren aufgebraucht simdlbereinstimmung damit konnte
die Zugabe von PPy zu Trp-Platten wieder zu eiigmentbildung in den S*%>**4%
Mutanten fuihren (Abb. 29).

Abb. 29. Der Pigmentproduktionsdefekt der 521Sib1054-1499-Mutante wurde durch die Zugabe von
PPy komplementiert. Eine Ubernachtkultur von 521SiD1054-1499 wurde grindlich mit Wasser
gewaschen und auf Trp-Agar ausplattiert, ohne (link) oder mit (rechts) 1 mM PPy.

3.4 Konnten die IP-generierten Substanzen als Arylhydroarbon-
Rezeptor-Agonisten Symptome der Pityriasis versicol erklaren?

Es ist bekannt, dass wassrige Trp-Losungen spageaerierte Photoprodukte enthalten.
Eines von ihnen, 6-Formylindol[3,2-b]Carbazol (F)C¥urde umfangreich charakterisiert
(Rannug et al., 1995), und es wurde gezeigt, dassetr effizient an den AhR von
Saugetierzellen binden kann (Wie et al., 1998; Bedgr et al., 2004). Bindung von FICZ an
den AhR fiihrt zu einer Translokation des AhR aus dgtoplasma in den Nukleus (Okey et
al., 1994), wo es die Generierung von groRen MerQ¥®1Al (Fritsche et al., 2007)
fordert. CYP1AL1 ist eine Cytochrom-P450-Monooxygananit einer wichtigen Rolle in der
chemischen Karzinogenese (Nebert und Dalton, 2086).wurde gezeigt, dass AhR-
vermittelte CYP1A1-Aktivitat durch die Anwesenhedn FICZ im Kulturmedium stimuliert
wird, das spontan aus Trp entsteht (Oberg et @052 Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte die Anwesenheit von FICZ in Extrakten aesilstn Platten, die Trp und IP enthielten,
demonstriert werden (s. Material und Methoden). 8Zzleh zu FICZ konnten weitere
Substanzen in Extrakten aus it furfur bewachsenen Trp-Agarplatten identifiziert werden,
die das Potential besitzen, an den AhR zu bindém. Walassezin wurde bereits eine
Funktion als AhR-Agonist beschrieben (Wille et 2D01), und dariber hinaus weisen einige
der identifizierten Indolcarbazole Strukturen ali€ dem FICZ sehr ahnlich sind (Irlinger et
al., 2005). Diese konnten ebenfalls vom AhR gebonderden, da der AhR polyzyklische,
planare, aromatische Kohlenwasserstoffe bindetif@gr et al., 2003). Interessanterweise

konnten Bradfield und Mitarbeiter zeigten, dasal®®Proagonist des AhR wirkt und dass IP
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spontan zu einer ganzen Reihe an Substanzen weigrt, die als Liganden des AhR
Bedeutung haben kénnten und als Agonisten zur Adtimg des AhR beitragen (Bittinger et
al., 2003). Sie konnten zeigen, dass langere Irlarizzeiten von IP in wassriger Losung in
einer dunkleren Farbe der Lésungen resultierte,das$ dunklere Losungen potenter in der
Aktivierung des AhR waren (Bittinger et al., 2003).

Vor kurzem wurde gezeigt, dass FICZ als eines alegydesuchten zytoplasmatischen UV-B-
Stress-Molekiile dient, die eine DNA-Schaden-unagiginStressantwort durch Bindung an
den AhR induzieren (Fritsche et al.,, 2007). Es kéralso sein, daskl. furfur auf der
menschlichen Haut Trp zu IP umsetzt und dass Il daontan zur Bildung von Agonisten
des AhR reagiert. Agonistenbindung des AhR konmteder Aktivierung der AhR-
vermittelten UV-B-Stressantwort resultieren und ti&n in Kombination mit den UV-
absorbierenden Substanzen evtl. zu der beobachiidtdResistenz in Lasionen der Pityriasis
versicolor beitragen. Versuche zur Uberlebensratie humanen Keratinozyten nach UV-
Bestrahlung am Beispiel von HaCaT-Zellen hattere eiterbesserung der Uberlebensrate
nach Vorbehandlung mit IP zur Folge (Abb. 25). @xgrierte Substanzen kdonnten durch ihre
Funktion als AhR-Agonisten den UV-Schutz auf Haellen erklaren. Ein aktivierter AhR
kann in HaCaT-Zellen einen Zellzyklusarrest in @&/G1-Phase induzieren (Kalmes et al.,
2006), was das verminderte Proliferationsvermogébb( 25) erklaren kdnnte. Humane
Keratinozyten, die mit aus Lasionen der Pityriamssicolor isolierterMalasseziaSpezies
kokultiviert wurden, hatten im Vergleich zu stekilltivierten Keratinozyten ebenfalls ein
vermindertes Proliferationsvermogen (Cui et alQ D0 was evtl. durch einen IP-aktivierten
AhR-abhéngigen Zellzyklusarrest vermittelt sein @ Ein Zellzyklusarrest der
Keratinozyten in der G1-Phase aktiviert den ,nombtogous-end-joining“ (NHEJ) DNA-
Reparaturmechanismus (Ubersichtsartikel von Dedaedtal., 2008), der durch UV-Stress
verursachte DNA-Doppelstrangbrtiche erfolgreich iiges kann.

Nichtsdestotrotz kdnnte es auch mdglich sein, ahssTryptophan- und IP-abhéngigen
Pigmente selber UV-absorbierend wirken (Mayser let 2002), obwohl zumindest flr
Pityriacitrin ein vernachlassigbarer Sonnenschitefagemessen wurde (Gambichler et al.,
2007). Ein direkter UV-Schutz durch solche UV-almerenden Stoffe kdnnte im HaCaT-
Bestrahlungsexperiment umso deutlicher gewordam segil sich auf Grund der Inkubation
von drei Tagen im selben Medium sehr viele bishecharakterisierte Pigmente bilden
konnten. Vor dem Hintergrund eines moglichen UVigktiven Effektes ist es interessant,

dass IPA als Sonnenschutzmittel bereits pateniser{Politi et al., 1992). Auch hierbei
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konnte der Sonnenschutz durch Degradationsprodaktetehen, die spontan von IPA
gebildet werden.

Wahrend der UV-Schutz in Lasionen der Pityriasissieelor durch die Prasenz von AhR-
Agonisten erklart werden kann, so kann die fehleBd&zindungsreaktion (Abb. 30) nicht
auf die Produktion von AhR-Agonisten zurickgefulerden. Wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt wurde, fihrte die Prasenz von IPegienten Substanzen zu einer gesteigerten
Entziindungsreaktion in menschlichen KeratinozykgiQaT-Zellen; Abb. 24), was zwar den
Effekt der aus IP generierten Substanzen als AhBalsten unterstitzt, nicht aber die
fehlende Entzindungsreaktion in Lasionen der PV.vwksde beschrieben, dass die
Pityriarubine als potentielle Proteinkinase C-Intofen die Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies in humanen neutrophilen Grantdozynterdriicken kdnnen (Kramer et
al., 2005a). In Schnitten aus Hautlasionen derriggig versicolor findet sich jedoch kein
granulozytares Infiltrat (Wroblewski et al., 2008)pmit ein direkter Effekt der Substanzen
auf die Granulozyten unwahrscheinlich wird. WeiterHinden sich widersprtchliche
Literaturdaten, die einerseits belegen, dass Kokellting von Keratinozyten mivl. furfur
eine IL-6-Produktion supprimiert (Kesavan et a@98; Watanabe et al., 2001; Baroni et al.,
2001), andererseits, dass Kokultivierung von Kaogtyten mit aus Lasionen der Pityriasis
versicolor isolierterMalasseziaSpezies eine entzindungsassoziierte |1L-6-Produktiolert
(Cui et al.,, 2007). Daruber hinaus fuhré. furfur-Infektion von monocytaren und
granulozytaren Zelllinien in diesen ebenfalls zueeierhéhten IL-6 Produktion (Suzuki et al.,
2000). Genauere Studien sind erforderlich, um temainden, unter welchen Bedingungen
eine IL-6-Produktion gefdrdert wird, und unter weda Bedingungen sie unterdrickt wird.
Die aus IP generierten Substanzen unterstitzemzest nicht die beschriebene Suppression
der IL-6-Produktion nach Infektion von Keratinoaytenit M. furfur (Abb. 24).

Ein weiteres Symptom der Pityriasis versicolor ds¢ Demelanisierung der betroffenen
Hautareale. Die Demelanisierung kbnnte eine FolgeRiasenz von AhR-Agonisten sein.
Melanozyten werden nach Behandlung mit Malassegzine(n Metaboliten aus dem Trp-
Stoffwechsel) aud/. furfur apoptotisch (G.-J. Toeppler, pers. Mitteilung).cAuApoptose
kann Uber den AhR durch Bindung an den Promoter pteapoptotischen GenBax
vermittelt werden (Abb. 30; Matzuk, 2001; Detma@08). Ein apoptotischer Effekt auf
Keratinozyten wurde in der vorliegenden Studie uden angewendeten Bedingungen nicht
beobachtet. Es misste daher getestet werden, iewieMelanozyten suszeptibler als

Keratinozyten fur die apoptotischen Effekte degtherierten Substanzen sind.
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Trp + - FICZ

: .- 2
als i';f.'fi’:t P Transporti UVB-Stress-Antwort
i den Zellker +  Entziindungsreaktionen (IL46 )
AhR - , AhR* *  DNA-Reparaturmechanismen
—: Apoptose

Funktion
als Antagonist

Abb. 30. Mégliche Funktionen der aus IP spontan gelileten Substanzen auf die Aktivitat des AhR und
mogliche daraus resultierende Folgen. Als Beispidlir einen hochpotenten AhR-Agonisten dient das
Photoprodukt von Trp (FICZ), welches spontan durchLichtbestrahlung von Trp-Lésungen entsteht. Der
in einem Komplex vorliegende cytosolische AhR kandurch FICZ gebunden und damit aktiviert werden.

Dabei wird der AhR aus dem Komplex herausgeltst undvandert in den Zellkern, wo er dann als
Transkriptionsfaktor an verschiedene Promotoren birdet und die Transkription der zugehdrigen in der
UV-B-Stress-Antwort involvierten Gene aktiviert. Ein AhR-Antagonist wiirde die Translokation des AhR
in den Zellkern blockieren. In den in dieser Arbeitdurchgefiihrten Experimenten verhalten sich die aus
IP spontan generierten Substanzen wie AhR-Agonisten

3.5 Kdnnen biologisch aktive Sekundarmetabolite spontaaus IP gebildet

werden?

In der vorliegenden Arbeit wurde die Biosynthese ideM. furfur produzierten Pigmente
untersucht, die mit einer Funktion in der Pityrsagersicolor assoziiert sein kbnnten. Da die
meisten, wenn nicht alle, dieser Substanzen spaniarP zu entstehen schienen, stellt sich
die Frage, ob solche Substanzen biologische Eftedben konnen.

Die Generierung von Chrompyrrolsaure, einem Vodéufler antitumorigenen Indol-
Carbazole Staurosporin und Rebeccamycin, geschietth oxidative Dimerisierung von
oxidiertem Trp und ist abhéangig von der Anwesenteit Sauerstoff, aber unabhangig von
der Anwesenheit von Enzymen, sobald sich IPA bi(@stlibar and Walsh, 2006, Howard-
Jones and Walsh, 2006). Daruber hinaus tragen iatiehtenzymatische Reaktionen nach
der Bildung von Chrompyrrolséaure zur Biosynthese $taurosporin und Rebeccamycin bei
(Howard-Jones und Walsh, 2007n Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte auch
Chrompyrrolsdure unter den Substanzen aus steffgar-Platten gefunden werden, die
spontan aus Trp und IP generiert werden (s. Matenih Methoden).

Ein weiteres wichtiges Molekl, welches sich spardas IP bilden kann, ist IAA (Kaper und
Veldstra, 1958; Basse et al., 1996; Beobachtungender vorliegenden Arbeit). FUk.
thaliana wurde gezeigt, dass ein Syntheseweg von IAA, dér éine schnelle,
lokalspezifische und massenhafte Anreicherung dié¥achstumshormons sorgt, Uber IP
ablauft (Stepanova et al., 2008; Tao et al.,, 2008nn die Trp-Aminotransferase SAV3
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deletiert wird, fuhrt dies zu einer 40%igen Vernenghg des Auxin-Gehalts iA. thaliana
(Tao et al., 2008). SAV3-Uberproduktion hingegehrfizu keiner Erhthung des Auxin-
Gehalts. Aus Bakterien ist das Enzym IP-Decarb®eylaekannt, welches als regulatorische
Einheit die IP-Umsetzung zu IAA begrenzen kann (Kag al., 1995). Daher wird die
Anwesenheit einer IP-Decarboxylase auchAn thaliana vermutet (Tao et al., 2008).
Nichtsdestotrotz konnte die fehlende Steigerung @exin-Produktion nach SAV3-
Uberproduktion (Tao et al., 2008) auch auf die begte Menge an Trp zuriickzufiihren sein,
was weitere spontane Prozesse nicht ausschlieftterirvorliegenden Arbeit hatte el
maydis 521Dum03992Stamm, dem das Gen fiur die mutmaliliche IP-Decathsa fehlt,
keinen Effekt auf den Gehalt von IP oder IAA in Japgereichertem Vollmedium (nicht
dargestellt). IAA spielt eine wichtige Rolle in el Aspekten des Pflanzenwachstums und
ihrer Entwicklung (Teale et al., 2006). Daher wasewahrscheinlich, dass IP-unabhangige
einen groReren Einfluss als IP-abhangige IAA-Syseheege haben, um spontane und nicht
zeitgerechte Generierung dieses wichtigen Pflanaehgstumshormons zu unterdriicken
(Teale et al., 2006).

Die IAA-Menge in Tumor-Gewebe vod. maydisinfizierten Maispflanzen ist erhéht. IAA-
Produktion durchU. maydiswurde bereits mit Tumor-Bildung in Verbindung gedint
(Wolf, 1952), wobei die IAA-Biosynthese als Restltder Aktivitat der [AAld-
Dehydrogenasen ladl und lad2 betrachtet wurde.ttlebtotrotz waren dimd1Jad20
Doppeldeletionsmutanten in der Virulenz unbeeiritigt (Basse et al., 1996; Reineke et al.,
2008). Die Deletion vortaml fuhrte ebenfalls zu keiner Reduktion in der Virudedes
solopathogenerlJ. maydis SG200-Stammes und eine SG&0010adlad2D0Mutante
zeigte ebenfalls keinen reduzierten Virulenzphgndfgeineke et al., 2008). Dennoch war
der IAA-Gehalt im Tumormaterial von miaml2Stammen infizierten Pflanzen reduziert,
wahrend Deletion vomdl undiad2 keinen Einfluss auf den IAA-Gehalt hatte (Reineke
al., 2008). Dies koénnte bedeuten, dass Taml-kataigsDeaminierung von Trp zu IP auch
eine Rolle in der Generierung von IAAth maydisinfiziertem Pflanzengewebe spielt.
Offenbar kdnnen spontan aus IP generierte Substdnamgische Systeme auf verschiedene
Art und Weise beeinflussen. Dies ist am Beispiel dpontanen Generierung von
Chrompyrrolséure verdeutlicht, welche in die Gegremg von antitumorigenen Substanzen
involviert ist und durch die spontane Generierueg Bflanzen-Hormons IAA aus IP. Daher
konnen spontan aus IP generierte Substanzen etaekers Einfluss auf verschiedene
fundamentale Prozesse haben. Der Nachweis derliBetgj spontaner Prozesse an der
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Bildung der durchM. furfur und U. maydisaus Trp gebildeten Pigmente liefert einen
wichtigen Beitrag zu diesem hochaktuellen Forsckgebiet.
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4 Einleitung Teil 2

4.1 Wirtsspezifitat in phytopathogenen Pilzen

Die Wirtsspezifitdt bezeichnet den spezifischen @sgungsgrad eines Parasiten oder
Symbionten an eine bestimmte Wirtsart. In phytopgémen Pilzen kann die Wirtsspezifitat
sehr variieren. Sowohl unter den nekrotrophen Rjlzée sich von getéteten Zellen der
Wirtspflanze ernahren, den biotrophen Pilzen, did susschlie3lich von lebenden Zellen
ihrer Wirtspflanze(Mendgen et al., 2002) erndhren und Uber keine esggren Virulenz-
Strategien zur Zerstorung ihrer Wirtspflanzen vgeit, als auch unter dememibiotrophen
Pilzen, die sich zunachst biotroph in ihrer Wirtapkze vermehren, um die Pflanzenzellen
dann abzutdten und als nekrotrophe Parasiten wewechsen, gibt es Parasiten mit hoher
als auch mit geringer Wirtsspezifitat. Wirtsspdaifi wird je nach Anpassung durch
verschiedene Strategien erreicht, in die verschiedeffektoren involviert sind. Effektoren
sind definiert als Molekule, die die Wirtszellendttur und —funktion manipulieren, wobei
entweder eine Infektion erleichtert wird (Viruleakforen oder Toxine) und/oder durch
Induktion einer Abwehrreaktion (Avirulenzfaktoredey Elizitoren) eine Infektion erschwert
wird (Kamoun, 2006). Ein solcher Effektor-assozeeiMechanismus kann mit der Gen-fir-
Gen-Hypothese (Flor, 1946) beschrieben werden, bdisagt, dass der Ausgang einer
Wirt/Pathogen-Interaktion durch ein Paar kompleraett Genprodukte bestimmt wird,
einem Resistenzgen des Wirtes (R-Gen) und einermrulewnzgen dvr-Gen) des Pathogens.
Eine aktuellere Auffassung einer durch Effektoremvittelten Pilz-Pflanze-Interaktion wird
durch das Prinzip der Wachter- (,Guard”)-Hypothbsschrieben. Dabei wird angenommen,
dass die R-Proteine des Wirtes die ZielproteineEfégktoren ,bewachen®, wobei sie den
zugehdrigen Effektor indirekt durch Effektor-gemete enzymatische Produkte detektieren
konnen (Van der Biezen und Jones, 1998). Im Vertierf Ko-Evolution von pilzlichen
Pathogenen und ihrer Wirtspflanzen kommt es zuneiSelektionsdruck auf Veranderung
der Effektoren, um der Erkennumg durch die Pflanbgrehr zu entgehen. Dies fihrt zu
einem Selektionsdruck auf Anpassung der pflanziickeProteine, um die veranderten
Effektoren zu erkennen. Dieses gegenseitige Wétiniisn Verlaufe der Evolution wurde als
.arms race" bezeichnet (Birch et al., 2006), und ,iigzag“-Modell (Jones und Dangl,
2006) beschrieben.
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4.1.1 Wirtsspezifitat durch wirtsselektive Toxine

Ein verbreiteter Mechanismus, der phytopathogenkerPeine Spezifitat fur verschiedene
Wirte erlaubt, ist die Produktion wirtsspezifischBoxine (,host selective toxins®, HSTS).
Vom nekrotrophen Schwarzepidternaria alternataexistieren verschiedene Pathotypen, in
denen durch wirtsselektive Toxine Wirtsselektionnv®andarine, Apfel, Birne oder
Erdbeere determiniert wird (Thomma, 2003). So prgetti der Birnenpathotyp beispielweise
AK-Toxin, der Mandarinenpathotyp AF-Toxin und dedBeerpathotyp ACT-Toxin. Alle fur
die Toxinproduktion benétigten Gene erscheinen instérn, einige sogar auf einem
konditionell verzichtbaren (CD)-Chromosom (Tanaka 0'suge, 2000). Da fik. alternata
bisher keine sexuelle Entwicklung gezeigt wurde, és sehr wahrscheinlich, dass die
Toxingene durch horizontalen Gentransfer von CDe@tasomen akquiriert wurden.

Fur den nekrotrophen Ascomycdeyrenophora tritici-repentiseinem schwachen Pathogen
bestimmter Weizensorten, konnte gezeigt werdens dasquisition eines HSTs seine
Virulenz dramatisch erhthte und die Nutzung andéh&gizensorten als Wirt erlaubte
(Friesen et al., 2006). Das HST wird von dem @e kodiert, dasP. tritici-repentisdurch
horizontalen Gentransfer (HGT) von dem nekrotropiMgrizenschadlingStagonospora
nodorumerhalten hat (Friesen et al., 2006). Das @e® kodiert flr ein Protein mit einer
Signalsequenz fur den sekretorischen Weg (Ball@bh@d., 1996; Ciuffetti et al., 1997) und
ist in der Lage, die Pflanzen-Plasmamembran zu wibden und im Zellinneren in
Zellorganellen zu lokalisieren (Manning und Ciufife2005). Das reife Protein enthalt ein N-
terminales Pyroglutamat (Tuori et al., 1995; 20@igser Rest reduziert die Suszeptibilitat
des Proteins gegenuber Aminopeptidasen (Loe e2@0D6) und stabilisiert die C-terminale
Disulfid-Bindung (Tuori et al., 2000). In de@ochliobolus heterostrophuk-Pathotyp gibt
es drei Gene, die fur die Generierung des wirtkeln T-Toxins verantwortlich sind,
welches mit einer hohen Virulenz auf einigen Maisggpen assoziiert ist. Diese Gene sind
abwesend im O-Pathotyp, der nicht Mais infizierakBr et al., 2006). Von einem der fir die
Generierung des T-Toxins wichtigen Gerpksl existiert ein Ortholog im Ascomycet
Mycosphaerella zeae-maydi@benfalls ein Maispathogen), was ein Indiz fdrizontalen
Gentransfer sein konnte (Baker et al., 2006).

4.1.2 Wirtsspezifitat durch Detoxifizierungsstrategien

Der nekrotrophe PilaNectria haematococcaragt Gene, die fir Pathogenitat auf Erbse
bendtigt werden, auf einem 1,6 Mb groRen CD-Chramodg-ur diese Gene wurde gezeigt,

dass sie nach individueller Transformation in eifdénhaematococe®tamm, dem dieses
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Chromosom fehlt, die Virulenz auf Erbse verstarik€mes dieser Gen®&®EP1 kodiert fur
einen ,Multidrug“ Transporter, und ein anderB®A1, kodiert fur eine Pisatin-Demethylase,
die das in Wurzeln der Erbse produzierte Phytoal@isatin detoxifiziert (Han et al., 2001).
In diesem Fall spielen Enzyme eine Rolle als Wirtzgitatsfaktoren, die Toxine der Pflanze
detoxifizieren kénnen. Auch in diesem Fall wurde dierbreitung wahrscheinlich durch
horizontalen Gentransfer des CD-Chromosoms verinjEennell und VanEtten, 2002).

4.1.3 Geringe Wirtsspezifitat durch Induktion eines Pflarzen-generierten oxidativen

,Burst’

Ein bekanntes Beipiel fir einen nekrotrophen Pilz @mem sehr breiten Wirtsspektrum ist
der AscomycetBotrytis cinerea B. cinereakann Uber 235 Pflanzen (Dikotyledonen und
Blumenkronen-tragende  Monokotyledonen) befallen underursacht die sog.
Grauschimmelfaule (Hennebert, 1978).cinereakann die Wirtszellen durch die Produktion
von Toxinen und durch die Induktion eines Pflangenerierten oxidativen ,Bursts” toten
(Govrin und Levine, 2000; Govrin et al., 2006). ateter wird durch pilzliche Elizitoren
hervorgerufen, die von der Pflanze erkannt werdgov(in und Levine, 2000; Govrin et al.,
2006). Ein solcher Elizitor ist z. B. die Endopayacturonase 1 (BcPG1), die in Wein die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies — unabltgrgn ihrer enzymatischen Aktivitat —
hervorruft (Poinssot et al., 2003). Die Generierwog reaktiven Sauerstoffspezies hat zur
Folge, dass in der Pflanze pathogenitatsabhé&ngegbdgen relatedPR) Gene hochreguliert
werden, die eine Nekrose des Pflanzenmaterial&alge haben (Govrin et al., 2006). Damit
werden durch diese Elizitoren Abwehrmechanismeddn Pflanze induziert, die dem Pilz
wiederum eine erfolgreiche Progression und Kolenisig ermdglicherB. cinereaist durch
Sekretion vieler degradierender Enzyme an eineopaiptische Lebensweise angepasst und
kann sich von verschiedenen toten Pflanzengeweb®iheen (Choquer et al., 2007). Das
grof3e Wirtsspektrum vorB. cinerea konnte daher in der Ausnutzung der basalen
Immunantwort der Pflanze durch den Pilz begrinet,sdie Nekrose als vermeintliche
Abwehrstrategie induziert. ResistenzstrategienRfeanze gegerB. cinereabeinhalten die
Unterdrickung der Generierung von reaktiven Saokspiezies, wie am Beispiel der in der
HR geschwachteArabidopsis thaliana dndlund dnd2Mutanten gezeigt werden konnte.
dnd: und dnd2Mutanten haben einen Defekt in zyklischen Nukkbaissoziierten
Kationenkandlen, die eine Rolle in der hyperseresitiAntwort spielen und sind resistent
gegeniberB. cinerea (Jurkowski et al.,, 2004; Genger et al.,, 2008;)neEiandere
Resistenzstrategie lauft tber die Erkennung vorgdgklacturoniden (OG) ab, die von
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pathogenen Polygalacturonasen aus der Pflanzemrellwgelost werden. OGs losen
Signalwege aus, die unabhangig von Salicylsausmdaat und Ethylen ablaufen. Ein Gen,
welches nach Induktion dieses Signalwegs hochregulivird, ist pad3 (phytoalexin
deficien) (Ferrari et al., 2007).

4.1.4 Wirtsspezifitat durch kleine sekretierte Proteine

Von Fusarium oxysporungibt es 120 Pathotypen (,formae speciales®), die 1&0
verschiedene Wirtspflanzen angepasst sind. Wahaahder Spezies-Ebene also ein grol3es
Wirtsspektrum besteht, so ist die Wirtsselektiorr deslen Pathotypen hochspezifisch
(Gordon und Martyn, 1997; Lievens et al., 2008 Denetische Basis der Wirtsselektion
von F. oxysporumist nur unzureichend geklart, es scheinen abereteke Proteine
involviert zu sein. INF. oxysporunt. sp.lycopersiciwurde ein kleines sekretiertes Cystein-
reiches Protein detektiert, welches einerseits I&itz auf Tomate unterstitzt, andererseits
vom korrespondierenden R-Gen aus Tomate detelteaten kann (Rep et al., 2004).

Die Sekretion von Proteinen spielt vor allem in demibiotrophen Oomyceten eine Rolle.
Oomyceten sind ndher mit Braunalgen, Goldalgen Kies$elalgen als mit echten Pilzen
verwandt. Die zu den Oomyceten gehoéren@ythophthoraSpezies zeigen eine grol3e
Varianz in ihrer Wirtsspezifitdt. Wahrerl cinnamomiiber 900 Wirte befallen kann, iBt
infestansein Vertreter mit einem relativ engen Wirtsspektri. infestansgst der Erreger der
Kraut- und Knollenfaule auf Nachtschattengewachs$erR. infestansaber auch in vielen
anderen Oomyceten sind viele hochpolymorphe Genano¢, die mit Virulenz in
Verbindung stehen (Kamoun et al., 2006; Birch gt24106). Allelische Variationen in diesen
Genen, von denen viele fur sekretierte Proteineieked, resultieren in einer schnellen
Anpassung an Wirtsantwortgene und Wirtszelltod wétrder Infektion und sind typisch fur
Wirtsspezifitatsfaktoren in biotrophen Pilzen (Alleet al.,, 2004; Rehmany et al., 2005;
Armstrong et al., 2005). Es konnte dartiber hinaeamemt werden, dass Proteine mit einem
RXLR-Motiv die Pflanzenzellmembran Uberwinden komnend in die Pflanzenzelle
gelangen (Ellis et al., 2006; Tyler et al., 2008as wiederum von der Wirtspflanze durch die
Produkte von Resistenz- (R)- Genen wahrgenommermenekann (Allen et al., 2004;
Rehmany et al., 2005; Armstrong et al., 2005). BE#mspiel fur ein solches Protein, welches
von R-Proteinen wahrgenommen werden kann, ist A& Avirulenz-LokusAvr3c aus
Phythopthora sojaekodiert fur einen ,multicopy“-RXLR-Effektor, der osvohl als
Avirulenzfaktor als auch als Virulenzfaktor einellRon der Kompatibilitdt zwischen der
jeweiligenP. sojaeRasse und dem Soja-Kultivar spielt (Dong et &09).
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Das hemibiotrophe Reispathog®&tagnaporthe oryzagroduziert das Avirulenzgen AVR-
Pita, welches in resistenten Reis-Kultivaren voresi putativen cytoplasmatischen Rezeptor
Pi-ta detektiert und gebunden wird, woraufhin déanzliche Abwehrprogramm gestartet
wird (Jia und Martin, 2008). Ein solches Aviruleergtragt daher zur Wirtsspezifitat auf
suszeptiblen Reiskultivaren bei.

Sekretierte Effektoren sind auch aus Rostpilzenabek Uromyces fabaast ein obligat
biotropher Rostpilz (Pucciniales) aus der Klasse Basidiomyceten, der Ackerbohnen
befallt. FirU. fabaewurde das in Pflanzenzellen translozierte Profipl beschrieben,
welches eine Rolle in der Etablierung der biotraph®eraktion spielt und damit auch einen
Wirtsspezifitatsfaktor darstellt. AvrM, AvrP4, unAvrP123 ausMelampsora lini sind
sekretierte Proteine, die Avirulenzfaktoren furdfs Cinum usitatissimurp reprasentieren,
da sie eine hypersensitive Antwort mit anschlie@endekrose induzieren kdnnen
(Catanzariti et al., 2006).

Die Existenz von einer grol3en Anzahl von Wirtssfgzsfaktoren wird auch fur die
fakultativ biotrophen BrandpilzenUstilago maydis Ustilago hordej Sporisorium
scitamineumund Sporisorium reilianumals hochwahrscheinlich angenommen. Der erste
Avirulenzfaktor, der aus Basidiomyceten Kkloniert rdey ist Avrl aus U. hordej der
Wirtsspezifitat auf verschiedenen Gerste-Kultivakamtrolliert (Linning et al., 2004)U.
maydisist hochspezialisiert auf MaiZé€a maysund dessen Urform Teosinte und verursacht
Maisbeulenbrand. Der nah verwandte FSlzreilianumU. hordeiist ein Gerste Hordeum
spec)-Pathogen und verursacht Hartbrand. Er kann &iefler (Avena speg¢.und Roggen
(Secale spegbefallen.S. scitamineurbefallt Zuckerrohr $acharum officinarujnund ist der
Erreger des Zuckerrohrbrandes. V8nreilianumsind zwei Varietaten bekannt, von denen
die eine Maiskopfbrand verursacht und die anderselopfbrandHalisky, 1963. Von den
genannten Brandpilzen i4l. maydisder am besten charakterisierte Vertreter. 18%r alle
Gene, die fur sekretierte Proteine kodieren, liegeri2 Clustern im Genom verteilt vor
(Kamper et al., 2006). Individuelle Deletion vomfivon diesen 12 Clustern flihrte zu einer
veranderten Virulenz votJ. maydis— von voélliger Apathogenitat bis zu Hypervirulenz
(Kamper et al., 2006). Gene, die Avirulenzfaktordarstellen, kénnten auf anderen
Maisvarietdten als Virulenzfaktoren wirken, wodurgdie auch in U. maydis die
Wirtsspezifitat kontrollieren wiirden. Wahrscheihlisind sehr viele dieser Cluster-Gene in
Wirtserkennung sowie —interaktion involviert, wag oler hohen Spezialisierung korreliert.
In Clustern angeordnete sekretierte Proteine sieti an Genom vors. reilianumvorhanden

(J. Schirawski, pers. Mitteilung).
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4.1.5 Die sexuelle Entwicklung der Brandpilze ist eng anlie Wirtspflanze gekoppelt

Bis die Brandpilze zur Sporenreife kommen, miussenlie Pflanzenzellen fur ihre biotrophe
Ernahrungsform am Leben erhalten. Charakteristi€yraptome fur eine Infektion miy.
maydissind neben Chlorosen an den Blattern sowie eiasstarkten Anthocyanbildung die
Ausbildung von Tumoren an allen griinen Pflanzeateiln den Tumoren kdnnen sich dann
die Teliosporen entwickeln. Diese Sporen brecheah maurchlaufen des Reifungsprozesses
auf und setzen die Sporen frei, was ein ,verbrafnteissehen der infizierten Pflanze zur
Folge hat, von welchem der Name Maisbeulenbranctlaligt wurde. Infektionen mit).
hordej S. scitamineurandS. reilianumverlaufen systemisch und zunachst symptomlos. Die
Sporenbildung erfolgt dann ausschlie3lich in demmliéhen und weiblichen Blutenstanden,
die bei einer Infektion ganz oder teilweise duréhmlzlichen Sori, den Sporenlagern, ersetzt
werden (Hanna, 1929; Hu et al., 2002, Piepenb&Qg2).

Brandpilze zeigen wegen ihrer engen Verwandtscaiédt einen sehr ahnlichen Lebenszyklus
(Stoll et al., 2005). Der Lebenszyklus vdh maydisunterscheidet sich von dem anderer
Brandpilze durch die Mdglichkeit der Sporenbilduirg Tumoren an Blattern, also in der
biotrophen Phase, wenn Pilz und Pflanze in sehremnglontakt stehenApb. 31 rotes
Rechteck).

Abb. 31. Lebenszyklus vorsS. reilianum (&dufRerer Kreis, pink) und von U. maydis(innerer Kreis, blau).
Der rote Kasten verdeutlicht die Unterschiede der biden Lebenszyklen wahrend der biotrophen Phase.
Abbildung zur Verfiigung gestellt von J. Schirawski.
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Bis zur Pflanzenpenetration sind die Lebenszyklem Brandpilze U. maydis und S.
reilianum sehr &hnlich. Die diploiden Teliosporen durchlauibei der Keimung eine Meiose
und bilden haploide Sporidien unterschiedlicherriéagstypen, die sich durch Knospung
vermehren (Abb. 31). Um die Wirtspflanze besiedalnkdénnen, missen zwei Sporidien
verschiedener Paarungstypen miteinander paaremidigpounterschiedlicher Paarungstypen
stimulieren sich gegenseitig durch die Aussendungl Wahrnehmung sekretierter
Pheromone und bilden sogenannte KonjugationshyphienAbb. 31), die an ihren Spitzen
zu einem dikaryotischen Filament verschmelzen. @ieBaarungsprozess wird von den
beiden Paarungstyp-Loa und b kontrolliert. Der a-Locus kodiert fir ein Pheromon-
Rezeptor-System, welches fur die Zell-Zellerkennung die Zellfusion verantwortlich ist.
Wahrend dem-Locus inU. maydisbiallelisch @1 unda2) vorliegt, so sind fusS. reilianum
drei a-Allele bekannt &1, a2 und a3; Schirawski et al., 2005). Die Pheromone intenagie
mit den Pheromonrezeptoren des jeweils andeeeRaarungstyps, wodurch zwei
Signalkaskaden induziert werden (Feldbrigge et 2a004), welche beide in den
verschiedenen Phosphorylierungsmustern des Tratiskisfaktors Prfl resultieren. Prfl
reguliert entscheidende Gene fir die Zellfusionf{&aik et al., 2003) und ist weiterhin
dafir verantwortlich, die Transkription der Genes Be_ocus einzuleiten. Die Gene dbs
Locus kodieren fur die beiden Homeodomanenprot&iBeund bW. Nur bE- und bW-
Proteine verschiedener Allele konnen ein Heterodimausbilden, welches als
Transkriptionsfaktor fir die weitere pathogene Haklung bendtigt wird (Kamper et al.,
1995). FOr U. maydis ist es sogar gelungen, dieses Wissen zu nutzen,eunan
solopathogenen Stamm SG200 herzustellen. Diesemiistkompatiblena- und b-Loci
ausgestattet und kann somit als haploider Stamhogah sein (Bélker et al., 1995).

Die nach einer erfolgreichen Paarung gebildetearglikischen filamentdésen Hyphen sind in
der Lage, die Wirtspflanze penetrieren und zu loesie Dies geschieht mit Hilfe von sog.
Appressorien. Appressorien sind spezielle Infeldsbrukturen, die sich an der
Pflanzenoberflache anheften und die Penetration Rianze ermdglichen (Abb. 31;
Schirawski/Béhnert 2005). Nach Penetration der nafiahen Zellwand wachsers.
reilianum undU. maydisHyphen zunachst intrazellular in der Pflanzenepidg, wobei die
Cytoplasmamembran der Wirtszelle invaginiert wirddudie Pilzhyphen schlauchartig
umgibt (Snetselaar und Mims, 1993; Doehlemann.e2809). Zwischen der Pilzhyphe und
der Cytoplasmamembran der Pflanze entsteht einglagische Zone, die fiur eine
erfolgreiche biotrophe Interaktion eine entschett#eRolle spielt (Bauer et al., 1997). Bereits

24 Stunden nach der Penetration proliferieren diphien in den Epidermiszellen. Nach der
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initialen intrazellularen Kolonisierung der Epidesmdringen die Pilzhyphen in das
Blattmesophyll und die Leitbiindel ein. Wéahre&d reilianumwie die meisten anderen
Brandpilze entlang der Leitbiindel wachst (T. Wdberg, pers. Mitteilung) und anschliel3end
ins apikale Meristem eindringt (Abb. 31, roter KastMartinez et al., 1999), kath maydis
lokal Tumore zur spateren Sporenbildung induzigfdsb. 31). Die Tumorbildung geht mit
einer Vergrol3erung der Pflanzenzellen einher (Kangpeal., 2006; Reineke et al., 2008;
Doehlemann et al., 2008b). Ca. 13 Tage nach Imfekinter Laborbedingungen erfolgt die
Karyogamie im Tumorgewebe, die Pilzhyphen fragnegah, runden sich ab und
differenzieren zu diploiden Teliosporen (Snetselaad Mims, 1994; Banuett, 1995; Banuett
und Herskowitz, 1996; Kahmann et al., 2000). D@alden Teliosporen werden im Fall von
U. maydisausschlief3lich in induziertem Tumorgewebe gebil@ddib. 32A), wéahrendS.
reilianum heranreifendes Blutengewebe zur Bildung der Spongat (Abb. 32B). Daher
dauert es 6-8 Wochen, s reilianumseinen Lebenszyklus mit der Bildung von Teliospore

beenden kann.

I

Abb. 32. SyrF\ptomatische Unterschiede zwischers. reilianum (SRM)- und U. maydisinfizierten
Maispflanzen. A. gesunder Kolben. B.U. maydisinduzierte Tumore. C und D. S. reilianum (SRM)
verursachte Sporen- und Phyllodiebildung. Abbildungzur Verfiigung gestellt von J. Schirawski.

4.1.6 Die beiden S. reilianum-Varietiten SRM und SRH als Modellsystem zur

Identifikation von Wirtsspezifitdtsfaktoren in biot rophen Pilzen

Auf Grund der nahen Verwandtschaft und der hochapserten Wirt-Pathogenbeziehung
bietet die Gruppe der Brandpilze ein ideales Magstem zum Studium und zur
Identifikation von Wirtsspezifitatsfaktoren in biophen Organismen. Die Brandpilié

maydis S. reilianumundU. hordeisind molekulargenetisch zuganglich, und das Genam

U. maydisist entschlisselt. Die Analyse dgs maydisGenoms fiihrte zu der Entdeckung
von Genclustern sekretierter Biotrophie-assozifeReoteine mit einer Funktion in der
Virulenzmodulation (Kamper et al., 2006). Im Laufkeser Arbeit wurden auch die
Genomsequenzen fi8. reilianum (SRM) und U. hordei ermittelt und konnten fir die

Identifikation von Wirtsspezifitatsfaktoren verwestdwerden. Darutber hinaus ist seit sehr
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kurzer Zeit sogar die Genomsequenz 8eseilianumHirseisolats (SRH) verfluigbar. Damit
stehen nun zwei Genome von zwei Varietdten einezir Verfligung, deren Unterschiede

hauptséachlich in Genen liegen sollten, die fir Bépezifitat verantwortlich sind.

Abb. 33. S. reilianum-Varietdten SRH und SRM sind spezifisch fir Hirse aw. Mais. Gesunder Hirse-
Blutenstand (A), durch einen Pilzsorus ersetzter Bitenstand von Hirse (B), gesunder Maiskolben (C),
Sporen und Phyllodie im Maisblitenstand. (Abbildungnach J. Schirawski).

Wahrend SRH spezifisch fir Sporenbildung auf Hirsg so ist SRM spezifisch flur
Sporenbildung auf Mais (Abb. 33). Dennoch kdnnearagstyp-kompatible Stamme der
beiden Varietdten miteinander paaren (J. Schirgwskis. Mitteilung). Dieses Vermogen
stellt einen weiteren Vorteil fur die Identifikatiovon Wirtsspezifitdtsfaktoren dar. Eine
solche Intervarietatenkreuzung hatte eine drantattscminderte Virulenz sowohl auf Mais
als auch auf Hirse zur Folge. Dies spricht dafiassdeinige Effektoren von der jeweiligen
Nichtwirtspflanze erkannt und dadurch die Viruleaimyemildert werden kénnte. Es ist auch
madglich, dass durch diese Kreuzung wirtsspezifisGenprodukte fehlten oder nicht in
ausreichendem Malf3e zur Verfiigung standen, um Vizute vermitteln.

Dartber hinaus lassen sich die beid&rreilianumVarietaten ebenso wie der gut studierte
verwandte PilzZU. maydisin seiner haploiden, hefedhnlichen Form leicht Be$t- oder in
Flissigmedium kultivieren. Auch alle fulJ. maydis géngigen genetischen und
molekularbiologischen Methoden kdnnen &irreilianumbenutzt werden (Schirawski et al.,
2005). Insbesondere ist es mit Hilfe von ffir reilianumoptimierten Plasmiden maglich,

Fremd-DNA in einen definierten Integrationsort, d&ox-Locus, einzubringen.
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Ziele der Arbeit
1. Identifikation von Wirtsspezifitatsfaktoren aus. reilianum SRM mittels

Genomvergleich vorg. reilianumSRM undS. reilianumSRH, die moéglicherweise
Virulenz auf Mais begunstigen und auf Hirse schweackonnten.
2. Experimentelle Validierung der Beteiligung der Katadengene an der Wirtswahl.
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5 Ergebnisse Teil 2

5.1 Mikroskopischer Vergleich der Infektion von Hirse mit dem S
reilianum Hirseisolat und demsS. reilianum Maisisolat

Um zu untersuchen, ob es bei der Infektion von éHmsit demS. reilianumHirseisolat
(SRH) und der Infektion mit demS. reilianumMaisisolat (SRM) mikroskopische
Unterschiede gibt, wurden verschiedene Abschnige dritten Blattes 15 Tage nach der
Infektion mikroskopiert und der Weg des Pilzes ier dPflanze verfolgt. Das infizierte
Pflanzenmaterial wurde mit dem Farbstoff ChloraBlalek-E angefarbt, um die Pilzhyphen

innerhalb des Gewebes sichtbar zu machen.

SRH Hirse 3. Blatt SRM
1 6
[ ]
2 7
[ ]
3 8
1]
4 9
[ ]
5 10

[;] 11

Abb. 34. Mikroskopischer Vergleich von mit SRH (1-% und SRM (6-11) infizierten Hirseblattern. Es
wurde jeweils das dritte Blatt zur Mikroskopie mit Calcofluor (1, 6), Chlorazol-Black-E (2-5, 7-10) oer
mit WGA-Alexafluor-Propidiumiodid (11) angefarbt. Die Skizzen in der zweiten Spalte geben die
ungeféhren Positionen (roter Kasten) der Mikroskopeéaufnahmen an. Das Hauptleitbiindel ist durch eine
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gestrichelte Linie im untersten Bild symbolisiert. Wahrend SRH und SRM keine Unterschiede in der
Appressorienbildung (1, 5) aufwiesen und auch beiden der Epidermis (2, 7) und in den
Leitbiindelscheidezellen (3, 8) proliferierten, wurén im Innern der Leitbindel (4, 9) und in den
Geleitzellen des Phloems (5, 10) weniger SRM-Hyphefs SRH-Hyphen beobachtet (quantitativer Effekt
nicht dargestellt). Die Bilder (5, 10) zeigen Ausémitte aus dem Hauptleitbtndel. In dem ,Z-Stack” de

mit WGA-Alexafluor/Propidiumiodid angeféarbten Probe (11) sind die Poren sichtbar, die die Geleitzellen
mit den Phloemzellen verbinden (Pfeile). Ein Unteishied zwischen SRH- und SRM-Hyphen kdnnte darin
bestehen, dass sich die SRM-Hyphen im Gegensatzden SRH-Hyphen innerhalb der Geleitzellen nicht
proliferieren kdnnen, da im Fall der SRM-Infektion ausschlief3lich einzelne Hyphen beobachtet wurden.
Der Mal3stab entspricht jeweils einer Lange von 50m.

Die mikroskopische Analyse der infizierten Hirsdétdad ergab, dass beide Stamme
Appressorien ausbildeten (Abb. 34, Bilder 1 und\8giterhin proliferierten beide Stamme
im Bereich bis 3 cm unterhalb des Einstichlochden Epidermis (Abb. 34, Bilder 2 und 7).
Beide Isolate drangen in die Leitbundelscheidenetia (Abb. 34, Bilder 3 und 8), wobei sie
sich wahrscheinlich von der dort vorliegenden Staeknahrten. Jedoch war SRM etwas
seltener innerhalb  der Leitblndelscheidezellen  zueobbchten. Von den
Leitblindelscheidezellen aus gelangten die SRH- diedSRM-Hyphen in das Innere des
Leitbindels (Abb. 34, Bilder 4 und 9). Die von ddgphen kolonisierten Leitbtindelzellen
wiesen eine fur Geleitzellen des Phloems typischygetzartige Form auf (Abb. 34, Bilder 5,
10 und 11). Wahrend die Geleitzellen des Phloentsrmehreren Hyphen des Hirseisolats
angefullt waren (Abb. 34, Bild 5), so waren Hyph#ss Maisisolats nur sehr selten in den
Geleitzellen zu detektieren (Abb. 34, Bild 10) wahienen sich nicht in ihnen vermehren zu
kénnen.

Es konnte sein, dass Proliferation der Pilzhypmererhalb der Phloem-Geleitzellen wichtig
fur eine erfolgreiche Kolonisierung der Wirtspflanst und dass das Maisisolat wegen seiner
scheinbaren Unfahigkeit in Phloem-Geleitzellen zwliferieren, auf Hirse nicht zur

Sporenbildung kommt.

5.2 Analysen zur ldentifikation von Wirtsspezifitatsfaktoren flr Mais in
Sporisorium reilianum

Um Wirtsspezifitatsfaktoren zu identifizieren, e reilianumSRM die Infektion von Mais
erlauben, die Infektion von Hirse aber verhindemurde mittels Genomvergleich nach
Genen gesucht, die in den Maispathogenen SRMUWnaaydisvorhanden und in den eng
verwandten Pathogenen anderer Wi$e (eilianumSRH undUstilago horde) abwesend
sind.

Dazu wurde zunachst Giber Genomvergleich nach Ggesurcht, die sowohl id. maydisals
auch inS. reilianumSRM vorkommen. Das waren 6421 Gene. Von dieserl 3@nen

wurden Uber Genomvergleich mitU. hordei nur 83 als Kandidaten fur
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Wirtsspezifitatsfaktoren identifiziert, die im GenosonU. hordeiabwesend waren. Diese 83
Gene wurden in Zusammenarbeit mit S. Poppe Uberdiege PCR auf Abwesenheit in den
S. reilianumSRH-Stdmmen H2-7 und H2-8 getestet. Von den 88stgten Genen konnten
neun nicht in SRH H2-7 und H2-8 Uber PCR amplifizerden. Diese restlichen neun
Kandidaten wurden mittels Southern-Hybridisierund idire An-oder Abwesenheit in den
SRH-Stdmmen H2-7 und H2-8 uberpruft. Dabei konntem Gene identifiziert werden,
welche in den Genomsequenzen der MaispathodengydisundS. reilianumMaisisolat 5-

1 vorkommen, in der vob). hordeiund in denS. reilianumHirseisolat-Stammen H2-7 und
H2-8 jedoch fehlen. Die vier Kandidaten wareri0807 sr13864 sr16560und sr15976
Diese Arbeiten sind in der Bachelor-Arbeit von 8ppe dokumentiert. Per RT-PCR wurde
im Folgenden untersucht, ob die Gene in SRM wéahegrdbiotrophen Phase exprimiert
werden. Dafir wurde RNA aus axenischer Kultur uod mit den SRM-Stdmmen 5-1x5-2
infizierten Maisproben der Varietat Gaspe Flint das Geweben Nodium und Bllite isoliert,
mit DNAse behandelt, in cODNA umgeschrieben, undeli@ls Matrize fir PCR verwendet.

| sr10807 x sr13864 1 sr16560 | sri5796 | sr15912

A: axenische Kultur
N: Nodium
B: Blute

Abb. 35. RT-PCR an cDNA ausS. reilianum (Maisisolat, SRM) in axenischer Kultur und aus SRM
infiziertem Pflanzenmaterial (22 Tage nach Infektim). Fir die Amplifikation der Ziel-cDNA wurden
jeweils forward- und revers-Primer eingesetzt, diesich spezifisch innerhalb der offenen Leserahmen wo
sr10807, sr13864, sr16560, sr15976 und sr15912 gdeen. sr15912 kodiert fir ein ribosomales Protein
und wurde als Haushaltsgen eingesetzt, um die Intatit der cDNA Uberprifen und um
Mengenverhaltnisse der Transkripte abschatzen zu kinen. Als GroRenstandard (links und rechts)
diente die 2-Log-Leiter (Fermentas).

Die Analyse der Genexpression mittels RT-PCR erdabs das KandidatengsrL0807nur
in RNA aus axenischer Kultur, nicht aber in den dofiziertem Pflanzenmaterial
gewonnenen Proben nachweisbar war. Dies konntefdairedeuten, dass Transkription von
sr10807in der Pflanze herunterreguliert wird. Eine negatRegulation wurde auch fur
um02219 dem Homolog vonsrl0807 beobachtet. MicroArray-Daten mit). maydis

infiziertem Tumorgewebe in Vergleich zu axeniscKattur zeigten, daseam02219wahrend

der biotrophen Phase ausgeschaltet ist (M. VrgrersPnliche Mitteilung).
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Das Gensrl3864hingegen schien in den beiden untersuchten Gewlbdium und Blite
exprimiert zu werden. Auch die mRNA der beiden e@h Kandidatersr16560 und
sr15796wurde wahrend der biotrophen Phase gebildet umshtkoper RT-PCR detektiert
werden, wobesrl6560mRNA sowohl in den Proben aus Nodium als auchdmrsBlite
detektiert werden konnte, wéahrestdl5796mRNA nur in RNA aus Nodium detektiert
wurde. Damit ergaben sich drei Gers13864 sr16560und sr15796 als wahrend der

biotrophen Phase exprimierten Kandidaten fur magli¢/irtsspezifitatsfaktoren.

5.3 Vergleich der Genomsequenzen dées. reilianum-Stamme 5-1
(Maisisolat) und H2-8 (Hirseisolat)

Seit Januar 2009 stehen neben den Genomsequenzéh wraydis S. reilianumSRM und

U. hordei zwei weitere Genomsequenzen aus der Klasse ddtadisbmyceten zu
Verfigung: die Sequenz de&s. reilianum Hirseisolat-Stamms H2-8 und des Zuckerrohr
infizierendenS. scitamineurStammes, 11. Um zu Uberprifen, ob die in Kapit8l mittels des
beschriebenen Genomvergleichs ausgewahlten Kaedigiere tatsachlich im Genom von
SRH sowie daruber hinaus auch ®. scitamineumabwesend sind, wurden neue
Genomvergleiche durchgefuhrt. Zunachst wurde rmsittBLASTX-Analyse untersucht,
welche der in dem SRM-Stamm 5-1 annotierten Gené&enom des SRH-Stamms H2-8
vorkommen. Von den 6650 i&. reilianum5-1 annotierten Genen zeigten 6090 (92%) eine

Sequenzidentitat von >70%.

Abb. 36. Histogramm zur Verteilung der 6650 annotigen SRM-Gene, die eine &hnliche AS-
Sequenzidentitdt zum Genom des SRH-Stamms mittels LBSTX-Analyse aufweisen. (Die drei
Paarungstyp-spezifischen Gene Lga2, Rga2 und mfa2vlurden aus dem Histogramm ausgeschlossen.)
Das Histogramm ist in 1%Intervalle unterteilt. Solchen Proteinen, die eina e-Wert >10-5 aufweisen,
wurde eine Sequenzidentitdt =“0“ zugewiesen. A. Limare Darstellung der ,Anzahl Gene" pro 1%
Sequenzidentitatsintervall. B. Die Anzahl der Genepro 1%-Intervall wurde logarithmiert, um eine
bessere Auflosung im kleineren Bereich zu erzielen,gar nicht*, ,gering“, ,mittel* und ,hoch®
beschreiben die Art der Konservierung.
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Nur 228 (3,4%) der Gene waren mittelmaRig konservigt einer Sequenzidentitat von 30-
70%. 321 Gene (4,8%) zeigten in diesem Vergleide &dequenzidentitdt >30%. Innerhalb
dieser schwach konservierten Gene zeigten 15 (0e286) Sequenzidentitat <19% (Tabelle
1). Unter diesen 15 iB. reilianum5-1 annotierten Genen, die im Genom &nreilianum
H2-8 scheinbar fehlen, sind drei mit dem a2-Paastypg assoziierte Gene (Tabelle 1,
sr16902(lga2), sr16903(rga2) und sr16904(mfa2.]), die durch den unterschiedlichen a-
Paarungstyp der untersuchten Stamme auftreten ueshalb als Kandidaten fur
Wirtsspezifitdt ausgeschlossen wurden. Fir neurveldeibenden zwolf its. reilianum5s-1
annotierten Gene ohne Homologe $n reilianumH2-8 konnte auch im Genom vdu.
maydiskein Homolog (>19% Sequenzidentitat) identifiziererden (Tabelle 1). Von den
verbleibenden drei Genen besitzt eiss12494 sowohl ein Homolog im Genom des
Gerstenpathogend. hordei (e-Wert: 1.28%%) und ein Homolog im Zuckerrohrpathogén
scitamineum (e-Wert: 6.68%) und eins, sr15796 ein Homolog im Genom des
ZuckerrohrpathogenS. scitamineunfe-Wert: 3.78% Tabelle 1). Nach dieser Analyse gibt
es nur ein Gen aus dem Maispatho@enreilianum5-1 (sr13864, das ein Homolog im
verwandten Maispathogeld. maydisbesitzt im00823, aber in den bisher sequenzierten
Pathogenen anderer Wirtspflanzen aus der KlasseUdglaginomyceten . hordej S.

scitamineurmund SRH) nicht vorkommt.

Tabelle 1: BLAST-X-Analyse der Gene aus SRM, die i'6RH abwesend sind (<19% Sequenzidentitat)
mit den Genomsequenzen volJ. maydis S. scitamineumund U. hordei (Nur BLAST-Hits mit einem e-
Wert<0,001 wurden bericksichtigt)

Dieses Gen 13864 bzw. sein Homolog au$). maydis (um00823 kommt daher als
Kandidat fir einen Wirtsspezifitatsfaktor mit evtlualer Funktion als Virulenzfaktor fir

Mais und Avirulenzfaktor fir andere Wirtspflanzem B. Hirse) in Frage.
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5.3.1 Vergleich der Aminoséure- und DNA-Sequenzen von uni®23 und sr13864

Durch Vergleich der Genomsequenzen Mdn maydis U. hordei SRM, SRH undS.
scitamineunkonnte ein Gen identifiziert werden, das nur im éeiden Maispathogendn
maydisund SRM vorkommt und damit als Kandidat fur eindfirtsspezifitatsfaktor mit
Virulenzfunktion flr Mais und Avirulenzfunktion flandere Wirte in Frage kommt.

Wahrend die abgeleitete Aminosaure- (AS)- Sequeom wm00823 eine N-terminale
Signalsequenz fur Sekretion besitzt (SIGNAL-P; Biel, 1997; Bendtsen, 2004; Abb. 37A),
so gilt dies nicht fur die vosrl3864abgeleitete AS-Sequenz. Die abgeleitete AS-Sequenz

von sr13864ist 81 AS kurzer als sein Homolog dusmaydis

Abb. 37. ClustalW- Alignments der Aminosaure (AS)- und Nukleotid (NT- Sequenzen von um00823 und
sr13864 bzw.um00823 und sr13864 A. Alignment von um00823 (MUMDB) und sr13864 (MSBB,
unveroffentlicht). Die AS-Sequenz von srl3864 stast in Relation zu um00823 an AS-Position 82. B.
Alignment von um00823und sr13864 Die DNA-Sequenz stromaufwérts desr13864ATG-Startcodons
(roter Kasten) ist zum Vergleich mit angegeben. Arder Position desum00823ATG-Startcodons im
Genom von S. reilianum befindet sich ein ACG-Codon (schwarzer Kasten). CAlignment der AS-
Sequenzen vorum00823mit der zum Vergleich angegebenen, putativen AS-§aenz von sr13864. Das
Signalpeptid ist konserviert, so dass mittels SIGNA-P dieselbe Schnittstelle (Pfeil) berechnet wirdDie
Konsensussymbole unterhalb der Vergleiche bezeichmem Fall des Nukleotidvergleichs identische (*)
Nukleotide (B) und im Fall des Aminosaurevergleichsdentische (*), &hnliche (:), geringfugig ahnlichg.)
und unterschiedliche Aminosaurereste (A und C).

Ein Vergleich der stromaufwérts des13864ATG-Startcodons befindlichen Nukleotid
(NT)-Sequenz vorsrl3864mit der NT-Sequenz vonm00823ergab, dass auch der Bereich
stromaufwarts desrl3864ATG-Startcodons mit 64% NT-ldentitdt konserviest (Abb.
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37B). Der Grund fur die derzeitige Annotation dad38640RFs liegt darin, dass an
analoger Stelle der Position des ATG-Startcodomswn00823in sr13864ein ACG-Codon
vorliegt. Auf Grund der ansonsten hohen Konservigrwurde zunéchst tUberprift, ob evtl.
auf genomischer Ebene ein Sequenzierfehler vorliegs konnte mittels Sequenzierung
eines das ACG-Codon enthaltenden PCR-Produkts Megterverden (nicht dargestellt). Als
nachstes wurde gepruft, ob auf mMRNA-Ebene C->Uigdihg stattfindet, was in einem
normalen AUG-Translationsstart resultieren wirdafiDbwurde cDNA per PCR mit Primern
amplifiziert, die die Zielsequenz flankieren. Audie amplifizierte cDNA wurde sequenziert
und zeigte an dieser Position ein ACG (nicht daedgs Damit konnte auch C->U-
Editierung ausgeschlossen werden.

Aus S. cerevisiaast bekannt, dass auch ein ACG als Startcodoni¢ueig kann, wenn sich
dieses Codon in einem gunstigen Sequenzkontextsatpr Kozak-Sequenz (Kozak, 1984)
befindet (Abb. 38; Tang et al.,, 2004; Huang et 2006; Chen et al., 2009). Die Kozak-
Sequenz lasst Ruckschlisse auf die Wahrscheinlichkemit der das vorliegende ATG oder
das vorliegende alternative Startcodon als Staoicdderwendung findet. Eine Analyse der
das Startcodon direkt umgebenden Sequenz solltételnrm ob der Sequenz-Kontext eine
Nutzung des ACGs als Startcodon wahrscheinlich mdzfbei wurde der Sequenzkontext
des putativen ACG-Startcodons von sr13864 mit demzak-Sequenzen vo8. cerevisiae
(Hamilton et al., 1987) und von Vertebraten (Koza884) verglichen (Abb. 38). Zusatzlich
wurde auch die Sequenzumgebung des Startcodon#ldeyl-tRNA-Synthetase aus.
cerevisiaemit eingeschlossen, fur die die Nutzung eines A&t&icodons nachgewiesen
wurde (Abb. 38; Huang et al., 2006).

Abb. 38. Vergleich der Sequenzumgebungen der putatn Startcodons von um00823 und sr13864 mit

der Alanyl-tRNA-Synthetase (alal) aus S. cerevisia€S.c.) sowie mit den Kozak-Sequenzen von S.

cerevisiae (S. c) und Vertebraten. Konservierte Pd®nen sind fett dargestellt. R=A/G.

Fur die Kozak-Sequenz aus. cerevisiaewurde ein A an der Nukleotidposition -3 als
besonders wichtig identifiziert. Auch ein A an Riasi +4 erhoht die Wahrscheinlichkeit der
Nutzung als Startcodon (Chen et al., 2009). Auf3era@eurde in einer Analyse, die nur
Saugergene umfasste, festgestellt, dass einem Bosaition -7 eine wichtige Bedeutung
zukommt, wenn es um die Verwendung von alternativ@mslationsstarts geht (Wegrzyn et
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al., 2007). Die Sequenzumgebung des putativen A@&eddons vorsr13864zeigt, wie die
von um00823, die von der Kozaksequenz gefordertes&iwierung eines A an Position -3
und dartber hinaus einem C an Position -7 (Abb. 88th das A an Position +4 erhdht die
Wabhrscheinlichkeit, dass der ORF fur sr13864 mmeri ACG-Startcodon beginnt und fur
ein Protein von 229 AS kodiert, das eine AS-Sequemtitidt von 74% zu umO00823
aufweist. Sogar 85% der AS sind in ihrer Eigendchahserviert. Weiterhin ergab eine
Signal-P-Analyse, dass auch das Signalpeptid iB8&4 konserviert ist, wobei eine putative
Schnittstelle berechnet wurde, die sich im Verdleda um00823 an der identischen Position
befand (s. Pfeil, Abb. 37).

Die vorliegende bioinformatische Analyse deutetadéhin, dass sr13864 mit Signalpeptid
exprimiert wird. Um zu Uberprifen, ay13864flr ein sekretiertes Protein kodiert, kbnnte
das Gen mit Hilfe eines konstitutiven Promoters aimes geeigneten Tags exprimiert und im
Uberstand detektiert werden. Mittels MALDI-TOF kdardie Aminosauresequenz bestimmt

werden.

5.3.2 Deletion vonum00823in U. maydisfuhrt zu einer Virulenzreduktion

Um zu uberprifen, ob das identifizierte Kandidassngm00823fir die Infektion von Mais
wichtig ist, wurden in Zusammenarbeit mit S. Popgdetionsmutanten hergestellt, in denen
das Gerum00823durch eine Hygromycinresistenzkassette ersetztievur

Es wurden insgesamt funf unabhéngige SEROA00823-Deletionsstamme hergestellt, die
eine Virulenzreduktion zwischen 11% und 64% im Veidh zum SG200-Parentalstamm
aufwiesen. Der Deletionsstamm SGRO00823#9 zeigte eine ca. 40%ige Reduktion der
Viulenz (Abb. 39). Um zu zeigen, dass dieser Effelkein auf das Fehlen von um00823
zurtckzufihren ist, wurde das Gem00823mit Promoter (2 kb) und dem nos-Terminator in
den Cbx-Lokus des Stammes SGROMO0823#9 integriert. Zwei positive Transformanten
(SG20@MumMO00823#9+um00823#1 und SGPION00823#9+um00823#5), die
Ausgangsstamme SG200 und SE0M00823#9 und die Stamme
SG20MumO00823#1,#14,#6 und #16 wurden zunachst auf Fiitbiildung auf PD-Charcoal-
Agar Uuberprift, um einen Defekt in der Filamentbild auszuschliel3en, die flr eine
erfolgreiche Penetration notwendig ist (Abb. 39Ale in diesem Experiment eingesetzten
Stamme zeigten Filamentbildung auf PD-Charcoal-Agaas bedeutet, dass auch die
Mutanten im Vergleich zum solopathogenen Ausgaagsst in der Aktivitat der Pheromon-
abhangigen Signalkaskaden nicht beeintrachtigt smdidie fir die Pathogenitat wichtigen
b-Gene durch den Transkriptionsfaktor Prfl aktivend. Alle Stdmme wurden in einem
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Infektionsexperiment getestet. Die beiden Kompletawgonsstamme
SG20Mum00823#9+um00823#1 und SGERMN00823#9+um00823#5 zeigten eine dem
SG200-Ausgangsstamm vergleichbare Tumorrate, dendl, so hoch war wie die des
SG20Mum00823#9-Stammes (Abb. 39B). Die Pheromone iniemy mit den
Pheromonrezeptoren des jeweils anderen a-Paarpsgstyodurch zwei Signalkaskaden
induziert werden (Feldbriigge et al., 2004), welcheide in den verschiedenen
Phosphorylierungsmustern des Transkriptionsfaktiétdl resultieren. Prfl reguliert
entscheidende Gene fir die Zellfusion (Kaffarnikakt 2003) und ist weiterhin daftr

verantwortlich, die Transkription der Gene des lzd®einzuleiten.

Abb. 39. Virulenztest. A. Test auf Filamentbildung auf PD-Charcoal-Agar, Stamme wie in B. B.
Virulenztest 7 Tage nach Infektion der MaisvarietatEarly Golden Bantam. Jede Pflanze wurde in eine
von vier Kategorien nach dem stéarksten sichtbaren @nptom eingeteilt: Gro3e Tumore auf Blatt und

Stamm (rot), kleine Tumore (<1 mm) (orange), Chlorse (griin), keine Symptome (weif3).

Dieses Experiment zeigt, dass es sich bei um0088% amaydisum einen Virulenzfaktor

fur die Infektion von Mais handelt.

5.3.3 Srl13864kann den Virulenzdefekt der SG20@um00823#9Mutante teilweise
aufheben

Um herauszufinden, ofr13864die Funktion vorum00823ersetzen kann, wurde getestet, ob

die Integration vonsrl3864 mit seinem nativen Promoter in den Cbx-Lokus von

SG20@umO0082&9 den Phanotyp der reduzierten Virulenz komplemeest kann. Dafur

wurdesr13864mit nativer Promoterregion (2,9 Kb) in die NdehduNot1-Schnittstellen des
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Plasmids p123 (C. Aichinger) kloniert. Zur Integpatin den Cbx-Locus voiJ. maydis
SG20Mum0082&9 wurde das generierte Plasmid mit Agel lineatisie

Nur eine der durch Southern Blot getesteten Tranmsfoten zeigte das erwiinschte Muster
einer einfachen Insertion in den Cbx-Locus. Einéteve Transformante zeigte ein Muster,
welches auf eine doppelte Integration in den Cbgusohindeutete. Mit diesen beiden
Stammen, SG2@MUMO0082&9+sr13864+3 und SG20Dum0082&9+(2x sr13864#2, den
beiden Deletionsstimmen SGPZRMN0082&9 und SG20DumO0082%16, dem
Komplementationsstamm SGZD@M008238+um0082&5 und dem SG200 Wildtyp-Stamm
wurden 7 Tage alte Maispflanzen der Varietat E&@blden Bantam infiziert und nach 7

Tagen auf Tumorbildung untersucht.
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Abb. 40. Virulenztest. Virulenztest 7 Tage nach Irgktion der Maisvarietat Early Golden Bantam mit U.
maydisStammen. Jede Pflanze wurde nach dem starksten Sptom in eine von sechs Kategorien
eingeteilt: groBe Tumore auf Blatt oder Stamm (dunklrot), Tumore 1-5 mm (rot), kleine Tumore
(<1lmm), Schwellung der Ligula (hellblau), Chlorosggrin), keine Symptome (weil3). Dieses Experiment
stellt eines von zwei Experimenten mit &hnlichem HKjyebnis dar.

Der Stamm SG2@umO00823#9+um00823#5 zeigte eine dem SG200-Ausgangyss
vergleichbare Tumorrate von knapp 60% (Abb. 40hgdgen war der SG2DOmMO00823#9-
Stamm dramatisch um 80% in der Tumorrate reduzi¢Abb. 40). Der
SG20MumO00823#9+sr13864#3-Stamm mit einer einfachen tatey des Gens fir sr13864

zeigte eine Tumorrate von nur 20%, was einer 40Poigeduktion in der Tumorrate im

64



Ergebnisse Teil 2

Vergleich zum SG200-Ausgangsstamm gleichkam, aiper &erdopplung im Vergleich zu
SG20Mum00823#9 (Abb. 40). Damit kann dieser Stamm defiek®én der Tumorrate nicht
oder nur teilweise komplementieren. Im Gegensatzzudazeigte der Stamm
SG20MumO00823#9+(2x sr13864)#2 mit der doppelten Intégnatles Gensrl3864eine
Tumorrate von 46%, was einer nur 20%igen Tumorrgdakund einer Vervierfachung im
Vergleich zum SG200-Ausgangsstamm entspricht. Deget darauf hin, dass sr13864 in
hoherer Kopienzahl in der Lage ist, den VirulenetelvonDum00823 ganz oder teilweise
zu komplementieren. Diese Ergebnisse kénnten daiadeuten, dassr13864eine &hnliche
Funktion wieum00823erfillt. Vielleicht wird inU. maydiseine hohere Gendosis ari3864
bendtigt, damit ein Effekt auf die Virulenz sichthaird oder dersr13864—Promoter wird
nicht so stark exprimiert wie irS. reilianum Dazu muisste in einem Northern-Blot-
Experiment oder Uber Real-Time-PCR die Menge anldgbr sr13864-mRNA gemessen
werden. sr13864 konnte in den nativen Lokus hinter den um00823+rter inseriert
werden. Nichtsdestotrotz kdnnten auch noch weiBt&nme generiert werden, die sowohl
einfache als auch mehrfache Insertionen des Gen€hraLokus aufweisen. Sollten sich
weitere Stamme genauso verhalten, konnte man Rii¢isse auf eine mdgliche Gendosis-

Abhangigkeit ziehen.

5.3.4 Expression vonsrl3864im S. reilianum Hirseisolat fiihrt zur Virulenzerh6hung
auf Mais

Da SG200um00823#9 eine verringerte Virulenz aufwies und pedig Integration von
sr13864in SG20Mum00823#9 den Effekt teilweise zu komplementierdrien, sollte auch
sr13864 ein Virulenzfaktor fur Maisinfektion seildm das zu Uberprifen, wurde das Gen
sr13864mit seinem nativen Promoter (2 kb) und dem nosnlitor in den Cbx-Lokus der
SRH-Stdmme von H2-7 (Paarungstyp a2b6) und H2-8(Pgstyp albl) integriert.

Es wurden Transformanten identifiziert, die das Gktopisch (ekt.) oder ausschlieflich in
den Cbx-Lokus inseriert hatten. Von diesen Tramséoiten wurden kompatible Stdmme
miteinander gekreuzt und auf PD-Aktivkohle-Agar geifopft. Nach zwei Tagen wurde
(sichtbar unter dem Binokular) eine schwache Filatimélung beobachtet (nicht gezeigt), d.
h., dass die Stamme in ihrem Paarungsvermdgen lmeemtrachtigt waren.

FUr den Virulenztest wurden je ca. 25 Maispflanzism Varietat Gaspe Flint mit einer
Mischung aus den SRM WT-Stammen 5-1 x 5-2, den 8$RHStammen H2-7 x H2-8, den
SRH Expressionsstammen H2-7 x H2-8+sr13864 ekt. H&xd +sr13864x H2-8+sr13864

infiziert. Nach 7 Wochen wurden die weiblichen Blistande nach Symptomen untersucht
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(Abb. 41). Dabei wurde der Blutenstand jeder P#anpn ihren Hullblattern befreit und
genau betrachtet. Die Pflanzen wurden nach ihrdirkteh Symptom in eine von drei
Kategorien eingeteilt: keine Symptome, Phyllodieero&poren. Die Bildung von Sporen
bedeutet, dass der Pilz seinen Lebenszyklus valenkann. Phyllodiebildung ist ein
schwacheres Symptom.

Abb. 41. Die Expression von sr13864 in SRH (H2-7/H&) erhdht die Virulenz auf Mais (Varietdt Gaspe
Flint). A. Sieben Wochen nach der Infektion wurdendie weiblichen Blutenstdnde nach Symptomen
untersucht. Die Kolben zeigten entweder Sporen-undPhyllodiebildung auf Mais (links, Abb. von J.

Schirawski), Phyllodiebildung auf Mais (Mitte) oder keine Symptome (rechts, Abb. von J. Schirawski)..B
Quantifizierung der Symptome in Maispflanzen der Vaietdt Gaspe Flint nach Infektion mit den

Stammen SRM (5-1/5-2), SRH (H2-7/H2-8) und den sr884-exprimierenden SRH-Stdmmen (H2-7/H2-
8sr13864_ekt. und H2-7sr13864/H2-8sr13864). Jeddd?ize wurde in eine von drei Kategorien eingeteilt;
Sporen, wenn mindestens ein Kolben Sporen aufwie®hyllodie, wenn kein Kolben Sporen, aber
mindestens ein Kolben Phyllodie aufwies, oder kein&Symptome, wenn kein Kolben Sporen oder
Phyllodie aufwies.

Die mit einer Kreuzung der SRM-Stamme 5-1x5-2 iefien Pflanzen zeigten zu 98%
Symptome in den weiblichen Blutenstadnden. 60% dlanBen zeigten Sporenbildung, 38%
Phyllodie. Im Gegensatz dazu zeigten Pflanzen,ndteeiner Mischung der SRH-Stdmme
H2-7xH2-8 infiziert worden waren, keine Sporenbiiduund nur einen geringen Anteil an
Phyllodie (3%). Pflanzen, die mit einer Mischung 8&H-Stdmme H2-7xH2-8sr13864 ekt.

infiziert waren, zeigten einen 6fachen Anstieg Béanzen mit Phyllodie nach Infektion,

wahrend der Anteil der Pflanzen mit Phyllodie néaiektion mit einer Mischung der SRH-
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Stamme H2-7+sr13864xH2-8+sr13864 auf 43% stieg, &masr ~15fachen Zunahme im
Symptom Phyllodie entsprach. Damit konnte die Amhzdar Pflanzen mit Phyllodie
proportional zur Anzahl desr13864Kopien zu stehen. Dies zeigt, dass die Expression
sr13864 in SRH dessen Virulenz auf Mais erhohen snri®864 als Mais-Virulenzfaktor
wirken kann.

5.3.5 Expression von sr13864 in®. reilianumHirseisolat fihrt zur Bildung von roten

Lasionen nach Infektion von Hirse

Um zu testen, ob srl3864 als Avirulenzfaktor aufskli wirkt, wurden 14 Tage alte
Hirsepflanzen (Sorghum bicolor, Varietat Golden igtgl mit einer Kreuzung der SRH-
Stamme H2-7xH2-8, einer Kreuzung der SRH-Stammerx22-8sr13864 ekt. und einer
Kreuzung der SRH-Stamme H2-7+sr13864xH2-8+sr13864iert. 7 bis 10 Tage nach der
Infektion konnte die Bildung roter Lasionen auf defauptleitbiindel des dritten Blattes der
Hirsepflanzen beobachtet werden (Abb. 42A). 16%rdierH2-7xH2-8 infizierten Pflanzen
zeigten rote Lasionen, wobei 38% der mit H2-7xHEE8864 ekt.und 40% der mit H2-
7+sr13864xH2-8+sr1386a4fizierten Pflanzen rote Lasionen zeigten (AbbBx12

Abb. 42. Bildung roter Lasionen nach Infektion vonHirse mit sr13864-exprimierenden SRH-Stammen.
A. Drittes Blatt mit Hauptleitbtindel, welches rote Lasionen nach Infektion mit den SRH-Stammen H2-
7+sr13864xH2-8+sr13864 aufweist. B. Hirsepflanzewie mit SRH (H2-7xH2-8+sr13864_ekt) und SRH
(H2-7+sr13864/H2-8+sr13864) infiziert worden warenzeigten etwa doppelt so haufig rote Lasionen auf
dem Hauptleitbiindel. Dieses Experiment wurde einmaiit ahnlichem Ergebnis wiederholt.

Dieses Experiment deutet darauf hin, dass Hirs®edktion auf die Erkennung von sr13864

mit einer erhdhten Abwehrreaktion in Form der rdtésionen reagiert.
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5.3.6 Expression von sr13864 ing. reilianum-Hirseisolat fihrt zu einer geringen

Virulenzerniedrigung

Um zu uberprifen, ob die erhdhte Bildung roter déen der sr13864-exprimierenden SRH-
Stamme in Hirse so beeintrachtigt, dass es zu ®imelenzerniedrigung kommt, wurden 3,5
Monate nach der Infektion die Symptome in den Bi&ténden infizierter Hirsepflanzen
quantifiziert. Die Blutenstande wurden in drei \afigdene Kategorien eingeteilt:
vollstandige Ersetzung durch ein Sporenlager, t&der Ersetzung durch ein Sporenlager und
Phyllodie, keine Symptome (Abb. 43).

Sporen und Phyllodie keine Sym.ptome

(Okeine Symptome
O Sporen und Pryliodie
W Sporen

SRM (5-1 x5-2) SRH (H2-7 x H2-8) H2-7+sr13864
X
H2-8+sr13864

Abb. 43. Symptome auf Hirse 3,5 Monate nach der lektion mit S. reilianum. Die Infektion von Hirse
mit SRH und sr13864-exprimierenden SRH-Stammen futle zu unterschiedlich starken Symptomen (A):
Der Bliitenstand ist vollstandig durch ein Sporenlagr (Sorus) ersetzt (1). Der Blitenstand ist teilwse
durch Sporenlager und teilweise durch blattédhnliche Strukturen ersetzt (2, 3) oder gesund (4). B.
Virulenztest. Sporenbildung vonS. reilianum Maisisolat (SRM, n=27) undS. reilianum Hirseisolat (SRH)
ohne (n=30) oder mit Integration vonsr13864(n=40) auf Hirse.
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Wahrend keine der 28 mit einer Mischung der SRM¥&t& 5-1x5-2 infizierten Pflanzen
Sporenbildung auf Hirse zeigte, kam es in 93% diremer Mischung der SRH-Stamme
H2-7xH2-8 zu Sporenbildung (Abb. 43). 80% dieselaf®en zeigten eine vollstandige
Ersetzung des Blitenstandes gegen einen Sorusgendhilim 13% der Pflanzen eine nur
teilweise Ersetzung des Blutenstandes gegen Sorgleichzeitiger Bildung blattdhnlicher
Strukturen (Phyllodie) beobachtet werden konnteb(A48). Die Infektion mit den sr13864-
exprimierenden SRH-Stdmmen, fuhrte bei 90% der dditanzen zu Sporenbildung.
Allerdings betrug der Anteil an Pflanzen, bei demlem Blutenstand komplett durch einen
Sorus ersetzt war, nur 60% (20% weniger als bakbidn mit einer Mischung der SRH-
Stamme H2-7xH2-8), wahrend der Anteil an PflanzénSporen und Phyllodie jedoch um
30% gegenuber der SRH (H2-7xH2-8)-Infektion erhaht (Abb. 43). Dies zeigt, dass die
Expression von sr13864 in SRH zu einer ErniedrigdeigVirulenz fuhrt.

5.3.7 SRM auf Hirse |6st eine besonders starke Bildung ter Lasionen aus.

Die roten Lasionen kdnnten eine verstarkte Immurediovder Pflanze bedeuten. Es kdnnte
sein, dass dieser rote Farbstoff Anthocyan ist,egie. B. fur Mais als Antwortreaktion auf
Pathogenbefall beschrieben ist oder 3-Desoxyandrmdin-Phytoalexin (3-DAOC-P), eine
Substanz, die ausschlieflich fir AbwehrreaktiomeHlirse beschrieben ist (Nicholson et al.,
1987). Besonders stark fallt die Reaktion mit safzwétlichen Lasionen aus, wenn Hirse mit
SRM(5-1x5-5) infiziert wird (Abb. 44, rechts).

Abb. 44. Hirsepflanzen 15 Tage nach Infektion (15m@) mit SRH (H2-7xH2-8) (links) und SRM (5-1x5-2)
(rechts). Wahrend die SRH-Infektion zu wenigen Symmen fihrte, hauptséachlich zu weilllichen
Lasionen, so fuhrte die SRM-Infektion zu einer staken Pflanzenreaktion mit schwarz-rétlichen
Lasionen.

Diese Lasionen scheinen hauptsachlich entlang diegbiindel aufzutreten (Abb. 45A). Bei
mikroskopischer Betrachtung mit einem Konfokalmg&op mit angeschlossener
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Farbkamera wurden rote Lasionen in den Epidermieszedetektiert. In diesen L&sionen
befanden sich Hyphen, die von dem roten Farbstt#fker angefarbt wurden als die
umgebenden Epidermiszellen (Abb. 45B, C und D).

Abb. 45. Rote Lasionen durch Phytoalexinbildung irHirse (Sorghum bicolor). A. Drittes Blatt 15 Tage
nach Infektion mit SRM. B und C. Lichtmikroskopische Aufnahme einer roten Lasion mit
Autofluoreszenz. SRM-Hyphen werden von Phytoalexirangefarbt. D. Lichtmikroskopische Aufnahme

einer roten Lasion aus dem dritten Blatt 4 Tage ndt Infektion (Abbildung zur Verfiigung gestellt von J.
Schirawski).

Um herauszufinden, ob die rot-schwarzenVerfarburagérdie Substanz 3-DOAC-P oder auf
Anthocyan zurtickzufiihren ist, wurde der Farbstoitf Bthanol aus den Blattern extrahiert
und per MALDI-TOF ein Massenspektrum aufgenommerKg@hnt, pers. Mitteilung, Abb.

46). Dies war notwendig, da ein Absorptionsspektmittels Photometer keinen Unterschied
darstellen wirde. In beiden Fallen wirde sich ddsofptionsmaximum bei 525 nm

befinden.
- Apigeninidin Luteolinidin
¥ ¥ o
1003 spot G22 ZIn0s
%3 Probe A12
7 244.05 26007/
;:: 28407
ie] Hirse infiziert mit SRM
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Abb. 46. Bildung der 3-Desoxanthocanidin-Phytoalexie (3-DOAC-P) bei Infektion von Hirse mit SRM
(oben). Die Substanz mit einer Masse von m/z= 258t iApigeninidin, die Substanz mit der Masse von
m/z=269 die methylierte Form von Apigeninidin (Niclolson et al., 1987). Die Substanz mit der Masse
m/z=271 konnte Luteolinidin sein, die Substanz mider Masse m/z=295 die davon methylierte Form
(Nicholson et al., 1987). Hirse infiziert mit SRH #@ihrte unter den verwendeten Bedingungen zu keiner
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Bildung der 3-DOAC-P. Die charakteristischen Peakdehlen hierbei. Bei beiden untersuchten Proben
fehlte der fur Anthocyan charakteristische Peak bem/z=603 (Abb. modifiziert nach J. Kahnt).

In SRM-infiziertem Hirseextrakt wurden vier Peadlentifiziert, die nicht in SRH-infiziertem
Hirseextrakt auftraten. Diese charakteristischen sdda stimmen mit sehr hoher
Wabhrscheinlichkeit mit den vier fir 3-DOAC-P besebenen Substanzen, Apigeninidin, die
methylierte Form des Apigeninidins, Luteolinidin dundie methylierte Form des
Luteolinidins, Uberein. Fir eine sichere Bestatgist es notwendig, die Reinsubstanzen als
Standards mitzuuntersuchen und die jeweils typiscHeragmentierungsmuster zu
vergleichen. 3-DOAC-P reprasentieren fir die Paghafwehr in Hirse charakteristische,
sehr stabile Substanzen (Nicholson et al., 198T¢réssanterweise wurden diese Substanzen
bei Infektion mit SRH nicht gebildet. Entweder wigRH von der Hirse nicht erkannt und
das Abwehrprogramm kann nicht gestartet werder, digeAbwehr wird aktiv unterdrickt.
Eine fur Hirse beschriebene Anthocyanproduktionz&603) wurde weder im SRH-Extrakt
noch im SRM-Extrakt detektiert (nicht gezeigt). Aotyanproduktion wird fir Hirse als
Reaktion auf UV-Strahlung beschrieben, nicht abeZusammenhang mit Pathogenabwehr
(Nicholson et al., 1987). Dies kann den Grund habdsss die Hirsepflanzen keiner
ubermaRigen UV-Bestrahlung ausgesetzt waren unsl dizshalb die Anthocyanproduktion
unterblieb. Weiterhin ist es sehr wahrscheinlicdissdunter den angewendeten Bedingungen
keine Anthocyanmessung moglich war, da Anthocyarnr senstabil ist und die
Ethanolextrakte fir mehrere Tage bei RT gelagertiem

Extrakte von mit SRH+sr13864 (H2-7+sr13864/H2-888@4) infizierten Pflanzen wurden
bisher nicht analysiert. Detektion dieser Substarnimeden Extrakten wirde ein Indiz dafir
sein, dass die Expression von sr13864Sinreilianum zur Bildung der rot/schwarzen

Lasionen auf Hirse beitragt.
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6 Diskussion Teil 2

Das Ziel des zweiten Teils der vorliegenden Arbewr die Charakterisierung eines
maoglichen Wirtsspezifitdtsfaktors aus maispathogeRézen, der Pathogenitat auf Mais
unterstitzt, gleichzeitig die Nutzung anderer Wirtber schwaéacht. Faktoren mit
gleichzeitiger Virulenz- und Avirulenzfunktion singekannt aus anderen Organismen. So
wurden z. B. inRalstonia solanacearunfdem Erreger der bakteriellen Welke auf vielen
Solanaceen, aber nicht auf Tabak-Pflanzen), drpi MySekretionseffektor-Gene entdeckt,
die in den meisten Solanaceen und einigen andergapflanzen Virulenz unterstitzen, aber
auf NicothianaSpezies die Virulenz verhindern (Poueymiro et 2009). InPhythopthora
sojae wurden ebenfalls Avirulenzfaktoren gefunden, dieeeKompatibilitdt zwischen
verschiedeneR. sojaeVarietaten und der Wirtspflanze Soja kontrollier8o zeigt z. B. der
Avr3cLokus aus avirulenteR. sojaeStammen eine Funktion als Avirulenzfaktor; mugert
Avr3cVarianten in andereR. sojaeVarietaten sind hingegen Virulenzfaktoren (Donglet
2009). Sollten auch inS. reilianum Faktoren existieren, die die Virulenz auf Mais
unterstitzen, die Nutzung anderer Wirte aber scherfcdann konnte es im Laufe der
Evolution desS. reilianumHirseisolats (SRH) zu einem Genverlust gekomménBeshalb
haben wir mittels Genomvergleich nach Genen gesdahin den Maispathogenen SRM und
U. maydisanwesend, in eng verwandten Pathogenen anderéspfiinzen aber abwesend
sind. Bei dieser Analyse wurde nur ein einziges @emtifiziert: sr13864aus SRM bzw.
sein Homologesum00823aus U. maydis Dieses Gen wurde im Folgenden auf seinen
Einfluss flur die Infektion votJ. maydisundS. reilianumauf Mais und auf Hirse getestet. Es
stellte sich heraus, dass Anwesenheit uo100823in U. maydisbzw. sr13864 in SRH die
Virulenz der Stdmme auf Mais fordert, wahrend Ezpi@n vonsrl3864in SRH zu einer
erhohten Pflanzenantwort und einer leichten Virmteduktion auf Hirse fihrt. Damit hat
sr13864 eine duale Funktion als Virulenzfaktor flais und Avirulenzfaktor fir Hirse und

tragt damit zur Auspragung der Wirtsspezifitat rreilianumbei.

6.1 Gibt es nur einen Wirtsspezifitatsfaktor in S. reilianum?

Das in der vorliegenden Arbeit durch Genomverglalelektierte Kandidatengen stellt den
ersten identifizierten Wirtsspezifitatsfaktor a&s reilianum dar. Kreuzungsexperimente
zwischen SRM und SRH und anderen Nachkommen zeidéss deutlich mehr als ein Gen

in die Wirtsspezifitat involviert ist (J. Schirawslkers. Mitteilung). Uberpriifung der neun
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getesteten Nachkommen aus einer Kreuzung von SRHSRM zeigte, dass An- bzw.
Abwesenheit vorsr13864nicht mit einer Erhéhung oder Erniedrigung deniénz auf Mais
oder auf Hirse korreliert (nicht dargestellt). Ddsutet darauf hin, dass13864nicht den
einzigen Wirtsspezifitatsfaktor au$. reilianum darstellt. Offenbar konnten mit den
angelegten Kriterien Uber Genomvergleich nicht &bktoren ermittelt werden, die zur
Wirtsspezifitat beitragen. Dies konnte daran liegdass nur nach An- bzw. Abwesenheit der
Gene in SRM bzw. SRH gesucht wurde, und gering &samnesrte Gene als in SRH anwesend
und damit als ,nicht relevant* aussortiert wurdéatirlich kdnnen besonders zwischen
gering konservierten Genen funktionale Unterschieestehen, so dass diese ebenfalls als
maogliche Wirtsspezifitatsfaktoren bertcksichtigtrden sollten. (Abb. 36). Eine Analyse der
AS-Identitatsverteilung (Abb. 36) zeigte, dass Ul®2% der SRM-Proteine in SRH
hochkonserviert sind. Wahrend es nur wenige Pretsiit mittlerer Konservierung gab, war
der Anteil an Proteinen mit geringer Sequenzidanerhoht (Abb. 33). Moglicherweise ist
der erhohte Anteil gering konservierter Proteineane Selektion funktionaler Unterschiede
zurtckzufihren. Dies wirde darauf hindeuten, ddssnediesen gering konservierten
Proteinen eine Funktion in der Wirtsspezifitdt uddmit in der Varietdtenabgrenzung
zukommen koénnte (z. B. Jiang et al., 2008; Donglet2009). Weiterhin ist vor allem fir
biotrophe Pilze bekannt, dass Wirtsspezifitat afhhan eine An- oder Abwesenheit von
wenigen Genen gekoppelt ist, sondern in der Exasteeler polymorpher Gene begrindet
sein kann (Ubersichtsartikel von van der Does ued,R007; Dong et al., 2009).

Um herauszufinden, welche der 361 Gene geringes&mierung zwischen SRM und SRH
den groRten Einfluss auf die wirtsspezifische \@n#d haben, wéare es mdglich, mehr
Nachkommen aus einer Intervarietdtenkreuzung aull SRSRH zu generieren, deren
Virulenz auf Mais und Hirse zu testen und auf Andeo Abwesenheit der 361
Kandidatengene zu testen. Durch Korrelation deruléizstarke mit der An- oder
Abwesenheit bestimmter Kandidatengene kdnnten d&ésebesonders vielversprechend
identifiziert und nachfolgend einzeln auf ihre Ftiok als Wirtsspezifitatsfaktor getestet
werden. Evtl. lassen sich durch diese Korrelatinakse auch ganze Gengruppen als
wichtige Kandidaten identifizieren. AuRerdem komntgamit auch Faktoren identifiziert
werden, die Virulenz auf Hirse unterstitzen undMafs erschweren.

Um einen vollstandigen Uberblick tiber die Untersdei in Bezug auf alle im Genom
vorhandenen Gene zu erlangen, kdnnte die preiggéndethode der Solexa-Sequenzierung
mit der Generierung von kurzen ,Read“-Langen angele#e werden, da bereits die

Sequenzen von den beiden syntanen Genomen von ®dH/an SRM zur Verfigung

73



Diskussion Teil 2

stehen. Generell gilt, je mehr Genome von mogliahesh verwandten Organismen mit
unterschiedlicher Wirtsspezifitdt sequenziert sindesto groRer ist die Chance,
Wirtsspezifitdtsfaktoren durch Genomvergleich idenéren zu kénnen.

Genomvergleich ist ein wichtiges Mittel zur Ideik#ition von Genen, die in
Wirtsspezialisierung involviert sind, und damit fias Verstandnis von zugrunde liegenden
Mechanismen, unverzichtbar.

Auch fir andere Organismen fuhrte die AnwendungesinGenomvergleichs zur
erfolgreichen Identifikation von Wirtsspezifititkfaren. So wurde das Genom des
Proteobakteriumanthomonas campestris campestes A. thalianaPathogen, mit dem
Genom vonXanthomonas axonopoda pv. citder Zitrusbaume befallt, verglichen, um
Wirtsspezifitatsfaktoren auf genetischer Ebenedantifizieren (da Silva et al., 2002). 80%
der beiden Genome waren konserviert, so dass ialheder Ubrigen 20% der gering bis gar
nicht konservierten Bereiche die Gene vermutet ererdie als Wirtsspezifitatsfaktoren eine
Rolle spielen (da Silva et al., 2002). Weiterhinrdan Pathogenese-assoziierte Gencluster
aus acht verschiedenen Xanthomonas-Spezies mitinaarglichen (Lu et al., 2008). Dabei
wurde festgestellt, dass Wirtsanpassung nur miindéden Anderungen in den Cluster-
Regionen korrelierte, dass wahrscheinlich eher Amugen auRerhalb der Cluster und auf
regulatorischer Ebene in die Wirtsanpassung inedivsind (Lu et al., 2008). Ein solcher
Zusammenhang konnte kirzlich in zwei unterschibeiic Vibrio fischertisolaten
nachgewiesen werden (Mandel et al., 2009). Ein @aeogleich des Kalmar-infizierenden
Isolats ES114 mit dem Fisch-infizierenden Isolat 1MJzeigte, dass ein einzelnes
regulatorisches Gen, kodierend fur die Zwei-Kompaeer-Sensor-Kinase RscS abfs
fischeri ES114 inV. fischeriMJ11 fehlte. Heterologe Expression vstSin V. fischeri
MJ11 hatte zur Folge, da¥s fischeriMJ11 Kalmar infizieren konnte (Mandel et al., 2R09
Die genannten Beispiele unterstitzen die Theses \Aadsspezifitdtsfaktoren umso leichter
identifiziert werden kdnnen, wenn die untersuch@nganismen eng miteinander verwandt
sind, d. h. wenn es sich idealerweise um Variet@erselben Art (Mandel et al., 2009)
handelt. Ein Beispiel fir sehr komplexe Wirtsspéiifassoziierte Mechanismen sind
Ectomycorrhiza, symbiontische Pilze von Pflanzehunterschiedlich grof3en Wirtsspektren.
Untersuchungen mittels Microarray-basierter vegflender Genomhybridisierung (CGH) an
35 verschiedenerPaxillus involutusStdmmen, die aus vier voneinander unabh&ngigen
Isolaten hervorgegangen sind, haben gezeigt, dassadaptation mehrfach unabhangig
voneinander erfolgt ist und wahrscheinlich nicheé dieichen Gene involviert hat (Hedh et

al.,, 2009). Dies zeigt umso mehr, dass die Mechams zur Determination von
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Wirtsspezifitat sehr komplex sind, und dass zumdista von Wirtsspezifitat am besten
Varietaten der gleichen Art mit unterschiedlicherrtdépezifitat untersucht werden sollten,
um die Datenauswertung maoglichst zu vereinfachem.\I&rgleich zwischen SRH und SRM

scheint dafir optimal zu sein, da nur 3% der bel@enome Unterschiede aufweisen.

6.2 Kodiert sr13864flr ein sekretiertes Protein?

Die bisherige Annotation fur sr13864 sieht im Veigh zu seinem Homolog um00823 ein
N-terminal verkirztes Protein vor, welches keinnaigeptid beinhaltet. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Analysen der stromaufwarts des bisheotierten Translationsstartpunkts
befindlichen Sequenz lassen auf einen langeremaffd.eserahmen des Gens fur sr13864
schlieB3en, der eine mit 690 Bp Sequenz besitztgldieh lang wieum00823ist. Dartber
hinaus beinhaltet diese langere Sequenz auch gmaleptid. Damit ist es wahrscheinlich,
dass als Translationsstart veri3864ein ACG-Codon dient. Aus anderen Organismen ist
bekannt, dass auch alternative Startcodons verweretden konnen.

In Pflanzen, z.B. in Tabak, in Liliaceae und in &teae besitzt das Plastid-kodieNADH-
DehydrogenagendhD-Gen ein ACG-Startcodon. Das ACG wird dann abeden meisten
Fallen im priméren Transkript vollstandig oderwadlse zu AUG editiert, wie mittels cDNA-
Synthese der Translationsinitiationsregion Ubetpwdgrden konnte (Lopez-Serrano et al.,
2001). Nur in Lauchdllium ampeloprasuinwar auch auf cDNA-Ebene ausschliel3lich ACG
vorzufinden, wobei nicht einwandfrei geklart wurde) es sich hierbei um heterogene,
Uberlappende Transkripte und einer unzureichendeplifikation des editierten Startcodons
handelt, oder um ein funktionelles ACG-Startcodbopgz-Serrano et al., 2001). Es sind
aber immer mehr Félle bekannt, in denen Nicht-AU&+8odons Translation initiileren
konnen (Chang et al., 2004, Tang et al., 2004). all@m, wenn das Nicht-AUG-Startcodon
sich nur in einem Nukleotid unterscheidet, kénnechaNicht-AUG-Startcodons erfolgreich
Translation initiieren, wie einige Beispiele in lgan Eukaryoten und in Viren zeigen
(Kozak, 1989). Die relative schwache Basenpaarwigchen einem Nicht-AUG-Codon und
einem Anticodon einer Initiator-tRNA konnte durche dinteraktion von benachbarten
Nukleotiden, insbesondere einem Purin (A oder Gpasition -3 und einem ,,G* an Position
+4 kompensiert werden (Kozak, 1991, Pisarev e806). Diese Studien bezogen sich auf
hohere Eukaryoten. Studien zur Translationsindrain Hefe legten dar, dass die Sequenz,
die unmittelbar stromabwaérts vom Startcodon fodigenfalls eine Rolle in der Modulation
der Effektivitat der Translationsinitiation spieltpbei der Einfluss doch von eher geringerer
Bedeutung zu sein scheint (Cigan et al., 1987, Betiral., 1988, Cigan et al., 1988). Drei
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Hefe-Gene sind dafir bekannt, ein Nicht-AUG-Stattoo als Translationsstartpunkt zu
besitzen. Das erste Gen GRS1 welches fir eine der beiden Glycyl-tRNA-Synthetas
(GlyRS) inS. cerevisiadodiert (Chang et al., 2004), das zweite GerAlsAl, welches fur
die Alanyl-tRNA-Synthetase (AlaRS) i%. cerevisiaekodiert (Tang et al., 2004), und
CARP2Aals drittes Gen kodiert fir das saure ribosomatgeih P2A inCandida albicans
(Abramczyk et al., 2003). Eine aktuelle Studie meiglass die Translationseffizienz von
Nicht-AUG-Codons signifikant von den Nukleotiden daren relativer -3 bis -1-Position
bestimmt wird, wobei das Nukleotid an Position -8 aneisten Einfluss auf die
Translationseffizienz einnimmt (Chen et al., 20@33s Nukleotid an Position +4 zeigt einen
etwas geringeren Einfluss (Chen et al.,, 2008). Asispiel fur eine favorisierte
Sequenzumgebung geben die Autoren ,AARuugA“ an, ewvgfR“ ein A" oder ,G"
reprasentiert; und ,,uug” als Beispiel fur ein Nigit/G-Startcodon dient (Chen et al., 2008).
Auch das in der vorliegenden Arbeit analysiet&3864ACG-Startcodon besitzt an dessen
relativer Position -3 und -2 ein A und an der Rositr4 ebenfalls ein A. Damit unterstttzen
die Daten von Chen et al. (2008) die Vermutung,sda€G im Fall vonsrl3864 als
Startcodon dienen kann. Interessanterweise trageiidht-AUG-Startcodons in den Fallen
von GRS1und ALAl in Kombination mit einem stromabwarts folgendaerArame AUG-
Startcodon auf (Chang et al., 2004, Tang et aD426luang et al., 2006). In beiden Fallen
werden jeweils zwei Proteinisoformen kodiert, emiéochondrial lokalisierte Form und eine
zytoplasmatisch lokalisierte Form. Auch Isei3864qgibt es ein stromabwarts folgendas
frame AUG-Startcodon. Ob es auch hier zwei Proteinisofam gibt, muss noch untersucht
werden. Der Sequenzkontext des stromabwarts foegen8lUG entspricht nicht dem
favorisierten Kontext (GUCaugG). Jedoch sind AUGrbdons kaum sensitiv gegeniber
ihrem Sequenzkontext (Chen et al., 2008), was ledekodnnte, dass beide putativen
Startcodons als Translationsinitiationsstellen eref&onnen. Im Fall voiALAL existieren
gleich zwei aufeinanderfolgende ACG-Codons (Tanglet2004). Diese Redundanz konnte
mit einer héheren Translationseffizienz in Verbindgustehen (Huang et al., 2006). Diese
Hypothese wurde kirzlich von Chen et al. (2009¢sgget. Dabei wurde herausgefunden, dass
wichtiger als eine Redundanz des Nicht-AUG-Stamedein ,,A* an Position +4 ist (Chen
et al., 2009). Auclsr13864weist ein ,A* an Position +4 auf. Es ist anzunelmgass es i.
reilianum noch weitere Proteine gibt, deren Translationsstan Nicht-AUG-Startcodons,
insbesondere von ACG initiiert werden. Bisherigen®®rhersage-Programme enthalten

keine Algorithmen zur Vorhersage von maoglichen raliéiven
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Translationsinitiationspositionen. Gene mit altéiren Startcodons kdnnten als Pseudogene
ubersehen worden sein.

Ob sr13864 ein sekretiertes Protein ist, kann gslaber nicht beantwortet werden. Dafir
misste das Gen mit einem Tag (z. B. GFP oder HApjimsert und im Uberstand mittels
Immundetektion sichtbar gemacht werden. Sr13864 kamar nur teilweise und nur bei
doppelter Integration die Virulenzreduktion des 8@2m00823-Deletionsstamms
komplementieren, aber dies reicht aus, um auf Belaetion dieses Proteins hinzudeuten.
Das um00823-Protein wird eindeutig als sekretienhergesagt. Wenn sr13864 zumindest
teilweise die Funktion von um00823 Ubernehmen kaonsollte es doch wenigstens auch
zum Teil sekretiert werden. Nichtsdestotrotz istieseinen klaren Beleg erforderlich, auch

sekretiertes um00823 aulRerhalb der Pilzzelle zkteten.

6.3 Dient Phytoalexinbildung in Hirse als Abwehr einerSRM-Infektion?

Die Bildung von Phytoalexinen in Hirse (Sorghumadbiz) als Antwort auf Infektion mit
dem SRM lasst erahnen, dass die Pflanze den PKaner hat und deshalb sein
Abwehrprogramm zur Synthese der 3-Deoxyanthocyasithytoalexine (3-DOAC-P)
initiiert. Es ist bekannt, dass Hirse 3-DOAC-P Atgwort auf Befall mit phytopathogenen
Pilzen synthetisiert (Nicholson et al., 1987). Egrde gezeigt, dass die Phytoalexine in
subzellularen Vesikeln von Epidermiszellen gebildetgrden, die von Pilzen penetriert
werden (Snyder and Nicholson, 1990). 3-DOAC-P-Bilgluin Kombination mit HO,-
Produktion wurde auch in einer resistenten Hirsaet@a nach Infektion miC. sublineolum
beobachtet (Basavaraju et al., 2009). Offenbaristiage 3-DOAC-P-Produktion in Hirse,
wie von Nicholson et al. (1987) vorgeschlagen, gémereller Abwehrmechanismus nach
Infektion mit Pilzen zu sein. Die Akkumulation vdthytoalexinen wurde in Hirse in der
vorliegenden Studie nach Infektion mit einer Miseguder SRM-Stdmme 5-1 und 5-2
bevorzugt in Epidermiszellen beobachtet (Abb. 458 Q).

Interessant ist, dass der Phytoalexin-Farbstoféeriifar eine hohe Affinitat fir Hyphen
besitzt. Die Hyphen werden vom Phytoalexin starlmgefarbt als die umgebenden
Epidermiszellen (Abb. 45). Die fungizide Wirkungnw@-DOAC-P ist zwar beschrieben
worden (Snyder et al., 1990), der Wirkmechanisnstisaber nicht geklart. Es kénnte sein,
dass die Zellwand und -membran ®nreilianumftir 3-DOAC-P permeabel sind.

Es wurde bereits diskutiert, dass die 3-DOAC-P-Bilgl Ahnlichkeiten zur hypersensitiven
Reaktion (HR) aufweist, da es sowohl nach einerattRauch nach Phytoalexininduktion zur
Nekrose des umgebenden pflanzlichen Gewebes ko@ieh(ist, 1998). Basavaraju et al.
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(2009) haben Kkirzlich demonstriert, dass Phytoai®&ddung in Hirse mit HO,-
Entwicklung einhergeht. Ob dies auch bei der PHgtoabildung als Antwort aufS.
reilianum der Fall ist und wie unterschiedlich die Antwont Bezug auf SRM oder SRH

ausfallt, muss noch geklart werden.

6.4 Welche Rolle spielen die Leitgewebe bei Infektionnd Abwehr von S.
reilianum und wie wichtig sind sie flr die Pathogenabwehr?

S. reilianumist ein systemisches Pathogen und bildet Sporetem Infloreszenzen. Dies
bedeutet, dass er von der Penetrationsstelle autftoreszenz vordringen muss. Mittels
Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass sich derZRinachst in der Epidermis proliferiert
und dann in die Leitbliindelscheidezellen eindringtl sich wahrscheinlich von der dort
vorliegenden Stéarke ernéhrt. Nach einiger Zeit veandlie Hyphen ins Innere der Leitblindel
ein und proliferieren in den Geleitzellen des Phie€Abb. 34).

Die Leitbundel kbnnten als Routen fir den Pilz dudee Pflanze dienen. Weiterhin deuten
Mikroskopieaufnahmen des Pflanzengewebes, in demdie Sporen befinden, darauf hin,
dass es sich zumindest zum Teil um Leitbundelgewsdredelt, da das charakteristisch

geformte Xylem identifiziert werden konnte (Abb.)47

Abb. 47. Lichtmikroskopische Aufnahme des Sorus-Geebes. Das charakteristisch geformte Xylem (Xy)
kann im Randbereich detektiert werden.

Auch in Sorosporium provincialéeinem weiteren Vertreter aus der Gatt@pgrisoriumund
dem Erreger des Staubbrandes auf Prairiegrasiopogon gerard)iwurde mittels licht- und
elektronenmikroskopischer Aufnahmen festgestelissdder Pflanzengewebeanteil der Sori
vor allem aus Leitbiindelgewebe besteht (Snetsela@rTiffany, 1990). Sollté. reilianum
fur die Sporenbildung die Blutenentwicklung untéicken kénnen und nach Einwanderung
in das meristematische Infloreszenz-Primordium elieso umprogrammieren kénnen
(http://www.biochemsoctrans.org/bst/033/1502/bsiG82f01.htm), dass daraus
Leitblindelgewebe entsteht? Die Leitblindel konn&m &ilz dann nicht nur die Migration in

der Pflanze ermdglichen, sondern koénnten auch 8uobst zu liefern, die fur die
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Sporenbildung im Bereich der umgewandelten Infloeez unterstltzend sind. Um sich
gegen systemische Infektionen, wie dug&hreilianumverursacht, zur Wehr zu setzen, ist es
fur die Pflanze hilfreich, Abwehrmechanismen imthé&ndelgewebe zu induzieren. Die 3-
DOAC-P-Bildung wurde in é&lteren Geweben hauptsébhlientlang der Leitblndel
beobachtet (Abb. 45), wahrscheinlich, weil sichtdtar Pilz befand und weil die 3-DOAC-
P-Bildung nicht nur auf Epidermiszellen (Nicholseinal., 1987) beschrankt sein konnte. Es
gibt aber auch Beispiele fir eine direkte Funktider Leitbindel in pflanzlichen
Abwehrmechanismen. In einer Insekten-resistentenis\Maetat wurde die primare
Lokalisation der fur die Resistenz verantwortlichifensiven Cystein-Protease im Phloem
beobachtet (Lopez et al., 2007). Darlber hinaus isitensive Studien zu in der systemischen
pflanzlichen Abwehr involvierten Signalstoffen wsalicylsaure (SA), Jasmonsaure (JA) und
Stickstoffoxid (NO) durchgefuhrt worden. Es wirditséeangem vermutet, dass diese
Substanzen mit systemischem Transport in SiebréthesnPhloems Uber lange Distanzen in
Verbindung stehen kdnnten (van Bel und Gaupels4R08ls wahrscheinlichster Kandidat
fur ein solch mobiles Element, welches als Stragagb tUber lange Distanzen wirkt, wird
NO diskutiert und konnte bereits in den Leitgefa®achgewiesen werden (Corpas et al.,
2004; Gabaldon et al., 2005; Valderrama et al.,72@aupels et al., 2008). Gaupels et al.
(2008) konnten zeigen, dass der primare Ort derRAx&luktion in den Geleitzellen des
Phloems liegt. NO-Produktion wird wahrscheinlictiolge einer HO,-Produktion gebildet
(Delledone et al.,, 1998, 2001; de Pinto et al., 2200nd tragt zur Resistenz gegen
Pathogenbefall bei (Asai und Yoshioka, 2009). N@ntliu. a. als Signalmolekul fur die
Produktion von Phytoalexinen (Modolo et al., 2080, et al., 2005). In Sojabohne@lfcine
max verursachte die Inokulation mit einem pilzlichEhzitor ausDiaporthe phaseolorum
zunachst mittels eines konstitutiven NO-Synthas®%Nahnlichen Enzyms NO-Bildung,
was dann die Biosynthese von antimikrobiellen Feorden induzierte (Modolo et al., 2002).
Sollte auch in Hirse die Produktion der Phytoalexan eine Geleitzellen-assoziierte NO-
Synthese gekoppelt sein, konnte das einerseit&rerklwarum die Phytoalexinproduktion so
effizient entlang der Blattadern zu beobachten wabb. 45), und andererseits
maoglicherweise auf einen Zusammmenhang zwischenallsaition des Pilzes in den
Geleitzellen und der pflanzlichen Abwehr in dendgiekllen hindeuten. Vielleicht muss der
Pilz in die Geleitzelle eindringen, um vor Ort éi#anzenabwehr und eine damit verbundene

NO-Produktion zu verhindern.
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6.5 Ist sr13864ein gewebespezifischer Avirulenzfaktor fir Hirse?

Rote Lasionen, die wahrscheinlich Phytoalexinbilglureprasentieren, wurden auch in
geringerem Ausmal3 und verspéatet nach Infektionemer Mischung kompatiblesr13864
exprimierender SRH-Stamme (H2-7sr13864 x H2-8srdB&fobachtet. Dabei schien die
Phytoalexinbildung ausschliel3lich direkt entlang deitbindel aufzutreten. Ein solches
Phanomen ist bisher in der Literatur fur Hirse nhibleschrieben worden. Vielleicht wird
sr13864ausschliellich in den Leitbundeln synthetisierbl§A48) und das gebildete Protein
wird dort vom Produkt des korrespondierenden Resigfens (R-Gen) von der Pflanze
erkannt (Abb. 48, 3), vielleicht gibt es aber auobr in den Leitbindeln eine
gewebespezifische Expression eines R-Gens derzeflghbb. 48). Da aulRerdem d&s
reilianum Maisisolat Probleme zeigte, in den Geleitzellen proliferieren, kdnnten die
Geleitzellen grundsatzlich kritisch fur die Pilzkennung sein. Deshalb wurde ein Modell
erstellt, in dem sr13864 in den Geleitzellen de®é&hs durch Produkte von R-Genen, die
Rezeptoren fur sr13864 sind, erkannt wird (Abb. 48)

80



Diskussion Teil 2
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Abb. 48. Hypothesen zur Detektion von sr13864 alsvixulenzfaktor in Hirse. Nicht dargestellt ist die
Pflanzenzellmembran, die die Hyphe ummantelt. Ob @ mdgliche Erkennung von sr13864 durch die
Pflanze innerhalb des apoplastischen Raums oder iarhalb der Pflanzenzelle stattfindet, wird in diese
Darstellung nicht bertcksichtigt. Da die Abwehrreakion in Form der roten L&sionen nicht in
Epidermiszellen auftritt, wird sr13864 in den Epidemiszellen entweder nicht produziert (1), oder esipt
keinen pflanzlichen Rezeptor (4), der das Protein ahrnehmen kénnte. In den Leitbiindelscheidezellen (2
5) kénnte es genauso aussehen. Beim Eindringen ddyphen in die Geleitzellen des Phloems kénnten die
pflanzlichen Rezeptoren das nun sekretierte sr1386dinden und verschiedene Signale aktivieren, die in
der Bildung der Phytoalexine resultieren (3), oderder Rezeptor, der sr13864 erkennt, ist nur in den
Geleitzellen lokalisiert und kann deshalb die Bildmg der Phytoalexine in den Geleitzellen induzieren.
Hyphen (Hy), Rezeptor (Rez), Leitbliindelscheidezelte (LbS), Leitbindel (Lb), Phloem (Phl), Nukleus
(NKk), Geleitzelle (Gz).

Obwohl es nach Infektion mgrl13864exprimierenden SRH-Stdmmen zu einer verstarkten
Bildung roter Lasionen entlang der Blattadern koniiib. 42), wird die Sporenbildung von
sr13864exprimierenden SRH-Stammen nicht verhindert. Eeist aber eine Reduktion in
der Anzahl der Pflanzen zu geben, deren Blutenstatidtandig durch einen Sorus ersetzt
ist. Damit scheint es, als wirdel3864auf Hirse einen virulenzreduzierenden Effekt haben
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Um zu Uberprifen. ob sr13864 tatsachlich als Aemafaktor fungiert, ware es im Folgenden
interessant, das Protein aufzureinigen und direkt Hirse in Kontakt zu bringen, um
festzustellen, ob es evtl. allein auf Grund der Asenheit von srl3864 zu einer
Abwehrreaktion z. B. in Form von Phytoalexinbilduk@mmen kénnte.

Da die Anwesenheit des Proteins bei der Infektion Wais die Bildung von Phyllodie
forderte, scheint es auf Mais einen virulenzunigzsinden Effekt auszulben. Vielleicht gibt
es in Mais kein fUr sr13864 sensitives R-Gen. Dakdinte sr13864 als Virulenzfaktor
wirken. Die Virulenzfunktion auf Mais kénnte in denterdriickung der Wirtsantwort durch
Maskierung anderer Effektoren liegen oder durchvakBlockierung der Pflanzenantwort
mittels direktem Angriff auf Wirtsabwehrpoteine. &u eine Inhibition mit der
Proteinsekretion der Pflanzenzelle ist denkbar, wiezlich fir einen Effektor aus.
campestris, XopJ, beschrieben wurde, der mit Zellwand-assden Abwehrprozessen
interferiert (Bartetzko et al., 2009). Am bestertewsucht sind sekretierte Effektoren aus
Oomyceten. Apoplastische Effektoren verbleiben ipopdastischen Raum zwischen der
Pilzzellwand und der Pflanzenzellmembran, und Agpatische Effektoren werden mittels
eines RXLR-Motivs in die Pflanzenzelle translozi@irch et al., 2006; Kamoun et al., 2006;
Whisson et al., 2007). Wahrend fur apoplastisché&ekidren aus Oomyceten einige
Funktionen als Protease- und Glucanase-Inhibitbeannt sind (Rose et al., 2002; Tian et
al.,, 2004; Tian et al., 2005), so wurden cytoplasohe Effektoren durch ihre
Avirulenzfunktionen gefunden, die zu einer durcle diorrespondierenden R-Gene der
Pflanze vermittelten HR fuhrten (Shan et al., 20Réhmany et al., 2005). Wahrend einige
RXLR-Effektoren zur Suppression der Wirtsantworhwveind der biotrophen Phase beitragen
(Bos et al; 2006; Dou et al., 2008), sind andereLR>Effektoren auch wahrend der
nekrotrophen Phase hochreguliert (Dong et al., Pa@8d konnten evtl. eine fur die
nekrotrophe Phase erwinschte HR vermitteln. Biimaydisist bisher ein apoplastischer
Effektor, Pepl beschrieben worden, der aktiv die HR wahrendRiaretration unterdrickt
(Doehlemann et al., 2008). In die Pflanzenzellediazierte Effektoren sind flr Brandpilze
bisher nicht bekannt. Es ist moglich, dass asrd3864im Apoplasten lokalisiert und dort
mit sekretierten Pflanzenabwehrproteinen interagea auch ein RXLR-ahnliches Motiv,
welches eine Aufnahme in die Pflanzenzelle wahistibe macht, fehlt. Um pflanzliche
Interaktionspartner zu finden, konnte ein Hefe-DHy-Versuch mit einer pflanzlichen

cDNA-Bibliothek durchgefiihrt werden oder auch Caxiomopréazipitationsstudien.
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6.6 Evolution von Effektorgenen

Der kurzlich in U. maydis beschriebene sekretierte Effektor Pepl ist zur
Pflanzenzellpenetration notwendig (Doehlemann et 2009). Deletion vonPepl hat
Apathogenitat inJ. maydiszur Folge. Pepl scheint ein konservierter Virulakior zu sein,
da das Homolog itJstilago hordeiin der Lage war, den Phanotyp zu komplementieren.
Offenbar ist Pepl nicht auf eine bhaydigMais-Interaktion beschrankt, was eine Funktion
als Wirtsspezifitatsfaktor ausschlief3t. Andersdsts im Fall von sr13864/um00823. Da
beide Gene nur in Maispathogenen vorkommen, sdtdieB8 eine Funktion als konservierten
Virulenzfaktor aus. Es konnte aber durch seine dhuligRliche Anwesenheit in
Maispathogenen eine Funktion als Wirtsspezifithtsia ausiben. Auch ist deb.
maydi um00823Deletionsstamm nur in der Virulenz reduziert, tségtathogen zu sein wie
der DpeptStamm. Da Wirtsspezifitat in biotrophen Pilzen wgiiter Vielzahl an involvierten
Genen korreliert, ist eine komplette Apathogenitiitrch Ausschalten eines einzelnen
Wirtsspezifitdtsfaktors nicht zu erwarten. Es kas®in, dass der Beitrag eines einzelnen
Wirtsspezifitatsfaktors zur Virulenz durch die \&ehl der involvierten und vielleicht auch in
der Funktion dhnlichen Gene gar nicht messbatUbefsichtsartikel von van der Does und
Rep, 2007). Eine Theorie ist, dass Wirtsspezifidtoren als Virulenzfaktoren eine
ungewdhnlich hohe Mutationsrate haben, welche m#ne stdndigen Wettristen zwischen
dem Pathogen und seinen Wirts-Zielproteinen eirdtgrgMaor und Shirasu, 2005). Eine
andere Theorie ist, dass solche Wirtspezifitatsfakt auch durch horizontalen Gentransfer
(HGT) von einem Pathogen auf ein anderes Pathogeriréigen werden kénnen. Ein solches
Szenario ist nun fir nekrotrophe Pilze nachgewiesenden. So wurde ToxA von
Stagonospora nodorurauf Pyrenophora tritici-repentisgibertragen. Damit wurde. tritici-
repentis zum Weizen-Pathogen. Der Mechanismus, durch dem ssil3864/um00823ls
Wirtsspezifitatsfaktor evolviert haben konnte, ngtht eindeutig nachzuvollziehen. Da es in
den nah verwandten bisher sequenzierten Spezietiaksine (Teil-) AS-Sequenz gibt, die
auch nur geringe Sequenzidentitatsz@3864um00823aufweist, trifft die Theorie mit der
hohen Mutationsrate und dem Wettristen wahrscletinhicht zu. Stattdessen ist es
maoglicherweise zu horizontalem Gentransfer, moglaleise durch ein anderes bisher nicht
sequenziertes Maispathogen gekommen. Ein Indizdist nicht-syntdne und zugleich
komplett unterschiedliche Lokalisation der beidean&in den jeweiligen Genomesr13864
und um00823befinden sich beide im Telomerbereich von ChromasoChromosom 7 im
Fall vonsr13864und Chromosom 1 im Fall vanm00823. Telomerregionen sind auf Grund
ihrer chromosomalen Instabilitat und teilweisen esahitztheit (de Lange et al., 2005) eher
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suszeptibel fir die Aufnahme von Fremd-DNA (HavikeSner et al., 2007; Gladyshev et al.,
2007; Gladyshev et al., 2009). Je naher Gene amwmiezl lokalisiert sind, desto hoher ist
aul3erdem die Wahrscheinlichkeit, dass sie bei iotgigillsigem Crossing-over in der Meiose
wieder verlorengehen. Interessant wére, herausimiiinob das Hirseisolat méglicherweise
sr13864im Zuge der Adaptation an Hirse verloren hat. Béaante erklaren, warum es
scheint, als wiirde Hirse sr13864 in den hier vaajésn Experimenten erkennen kénnen. Es
ware interessantsr13864/um00823n U. hordei (Gerstepathogen) un&. scitamineum
(Zuckerrohrpathogen) zu exprimieren und zu testbres in ihnen auch zu einer verstarkten
Abwehrreaktion kommt. Das kdnnte einen Hinweiseliaf ob sr13864 ein generelles fur die
Pflanze erkennbares PAMP ist oder ob es der Anvinestegines speziellen R-Gens bedarf.
Sr13864/um00823 scheint eine Rolle als Wirtsspérsiaktor innezuhaben mit
gleichzeitiger Funktion als Virulenzfaktor in Maisd als Avirulenzfaktor in Hirse, wobei
bisher nicht klar ist, wie und zu welchem Zeitpuirkider Evolution der Ustilaginomyceten
dieses Gen akquiriert bzw. erstmalig gebildet wurde

84



Material und Methoden

7 Material und Methoden

7.1 Material

7.1.1 Chemikalien

Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle
Hartmann Desoxyribonukleosidtriphosy:
-32P-dATP Analytic hate (ANTPs) Roth (Karlsruhe)
(Braunschweig)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)  Roth (Karlsruhe)
Acrylamid Roth (Karlsruhe)
Dinatriumhydrogenphosphat Merck
Agar-Agar Roth (Karlsruhe) (Darmstadt)
Biozym (Hessisch . Sigma
Agarose oldendorf) DNA degr. Free Acid (Deisenhofen)
Agarose medium EEO Biomol DPBS Biochrom, Berlin
(Hamburg)
Merck
Ammoniumnitrat Roth (Karlsruhe) EDTA (Darmstadt)

Ammoniumsulfat

Roth (Karlsruhe)

Eisen(lll)Chlorid

Roth (Karlsruhe)

Aminobenzoesaure

Sigma
(Deisenhofen)

Essigsaure

Roth (Karlsruhe)

Ethanol (vergallt)

Schmidt-GmbH

Ampicillin Roth (Karlsruhe) (Dillenburg)
APS Roth (Karlsruhe) Ethanol (unvergallt) Roth (Karlsruhe)
Bacto-Agar Difco (Detroit) Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe)

Bromphenolblau

Roth (Karlsruhe)

BSA Fraktion V

Roth (Karlsruhe)

i ; Merck
Calciumchlorid (Darmstad)
Carboxin Riedel-de Haen

(Seelze)

Casaminoacids

Difco (Detroit)

Chloroform

Roth (Karlsruhe)

Coomassie-Brilliant
R250

Blau

Sigma-Aldrich
Chemie,
Taufkirchen

Merck
Ethylacetat (Darmstadt)

. Merck
Ethylformiat (Darmstadt)
Glukose Roth (Karlsruhe)

. Sigma
L-Glutamin (Deisenhofen)
Glycerin Roth (Karlsruhe)
HZ0, far Braun
molekularbiologische |
Zwecke (Melsungen)

Technologies
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Name Bezugsquelle Name Bezugsquelle
(Karlsruhe) .
Sigma
(Karlsruhe)(Eggen Ca-Pantothenat (Deisenhofen)
stein)
- Merck
Hvaromveing Duchefa Paraffindl (Darmstadt)
ygromy! (Haarlem, NL)
Pepton Difco (Detroit,
Peglab P us)
IPTG Biotechnologie
GmbH (Erlangen) Phenol Roth (Karlsruhe)
Isopropanol Roth (Karlsruhe) Polyethylenglycol (PEG Merck
4000) (Darmstadt)
Kaliumacetat Merck . .
(Darmstadt) Difco (Detraoit,
Potato-Dextrose
us)
. . Merck
Kaliumchlorid (Darmstadt) Sigma

Kaliumnitrat

Roth (Karlsruhe)

Proteinase K

(Deisenhofen)

Pyridoxin Sigma
Kupfersulfat Roth (Karlsruhe) (Deisenhofen)
. . Merck . . Sigma
Magnesiumchlorid (Darmstadt) Riboflavin (Deisenhofen)
Mallinckrodt Saccharose Roth (Karlsruhe)
Manganchlorid Baker BV
(Deventer, NL) Salzsaure Roth (Karlsruhe)
Methanol Roth (Karlsruhe) Sorbitol S|gma
(Deisenhofen)
Natriumacetat Merck
(Darmstadt) TEMED Roth (Karlsruhe)
Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) — Sigma
Thiamin :
(Deisenhofen)
Natriumcitrat Roth (Karlsruhe)
Tris Roth (Karlsruhe)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth (Karlsruhe)
. Sigma
Natriumdihydrogenphosphat ~ Roth (Karlsruhe) Tritonx-100 (Deisenhofen)
Natriumhydroxid Roth (Karlsruhe) GibcoBRL Life
Trvot Technologies
rypton
Natriummolybdat ?/IlDE;::r!r(\stadt) (Karlsruhe)
(Eggenstein)
o Sigma
Nicotinsaure : Merck
(Deisenhofen) Toluol (Darmstadt)?
Nourseothricin Werner Bioagents X-Gal Roth (Karlsruhe)
(Jena)
. . . Merck
Orange G Sigma Zinkchlorid (Darmstadt)

(Deisenhofen)
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7.1.2 Kits

Name Bezugsquelle

BD OpteiA Set Human BD Biosystems

IL-6 (Heidelberg)

BigDye Terminator v3.1 Applied Biosystems

Cycle Sequencing Kit | (Darmstadt)

Sureclean Kit Bioline
(Luckenwalde)

Dig-Labeling und: Roche (Penzberg)

Detection-Kit

GenElute Gel Extraction Sigma (Taufkirchen)
Kit

GenElute PCR Clean- Sigma (Taufkirchen)
Up Kit

Innuprep-PCR- Jena-Analytik (Jena)

Purification Kit

Minelute GelExtraction Qiagen (Hilden)
Kit

7.1.3 Enzyme und Proteine

Name

Name Bezugsquelle
Minelute PCR; Qiagen (Hilden)
Purification Kit

pCR2.1-TOPO-TA Invitrogen
Cloning Kit (Hamburg)

peqGOLD Plasmid Mini peqLAB (Erlangen)
Prep Kit |

QIAEXxpressionist Qiagen (Hilden)

QIAGEN Miniprep Kit | Qiagen (Hilden)

QIAquick Ge
Extraction Kit

Qiagen (Hilden)

SuperScriptlll  Reverse Invitrogen

Transcriptase (Karlsruhe)
Topo TA Cloning Kit Invitrogen
(Karlsruhe)

Bezugsquelle

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)

AmenmshBraunschweig)

Lysozym

Boehringer Mannheim (Mannheim)

Novozym 234

Novo Nordisc (Kopenhagen, DN)

Phusion DNA-Polymerase

New England Biolabs GmbH
(Schwalbach)

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs GmbH
(Schwalbach)

RNAse A

Serva (Heidelberg)

T4-DNA-Ligase

Boehringer Mannheim (Mannheim)

Tag-Polymerase

Fermentas (St. Leon-Rot)
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7.1.4 Sonstige Materialien

Material

Bezugsquelle

Blottingpapier

Macherey-Nagel (Diiren)

Elektroporationskiivetten

Peqlab Biotechnologie Gn(Erlangen)

Falcon-R6hrchen (15ml und 50 ml)

Greiner (Friclaumen)

Faltenfilter

Schleicher und Schuell (Dassel)

Glasperlen

Sigma (Deisenhofen)

Kunststoff-Kivetten

Sarstedt (NUmbrecht)

Nylonmembran

Roche (Penzberg)

Petrischalen

Greiner (Frickenhausen)

Pipettenspitzen

Greiner (Frickenhausen)

PVDF-Membran

Amersham

Roéntgenfilm Kodak X-Omaz XAR-5

VWR (Darmstadt)

Schikanekolben

Ochs (Bovenden)

sterile Spritzen und Kandlen

Braun (Melsungen)

Sterilfilter

7.1.5 Puffer und Losungen

Sarstedt (Nimbrecht)

Falls nicht anders angegeben wurden alle Pufferidsdngen mit HO bidest. angesetzt.

Bezeichnung

Zusammensetzung

AE-Puffer (RNA-Praparation)

50 mM Na-Acetat, pH 5,3,
10 mM Na2-EDTA

Ampicillin-Lésung

10 mg/ml Ampicillin

Antikérperlésung

1:20000 Anti-Digoxigenin-AP in DEG

BSA-Stammlésung

100 mg/ml BSA

Carboxin-Ldsung

2 mg/ml Carboxin in Methanol

CDP-Star-LOsung

100I-CDP-Star (Roche) in 10 ml DIG3

0,1 M Maleinsaure
1% (w/v) SDS

DIG1

0,15 M NaCl

mit H20 auf 1 | auffillen, pH 7,5
DIGII 10% (v/v) Blockierungslosung in DIG1
DIGlII 0,1 M Maleinséaure
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Bezeichnung

Zusam mensetzung

0,1 M NacCl
0,05 MgCI2
mit H20 auf 1 | auffiillen, pH 9,5

DIG-Waschpuffer

0,3% (v/v) Tween-20 in DIG1

DNA-Auftragspuffer (10x)

0,25% (w/v) Bromphenolblau
50 % (w/v) Saccharose

10 mM Tris-HCI, pH 7,9

1 mM Na2-EDTA

dNTP-Lésung

10 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dGTP
10 mM dTTP

Lyse-Puffer
(DNA-Praparation aus. maydi3

2,0 % (w/v) Triton X-100

1 % (w/v) SDS

100 mM NaCl

10 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0
1 mM Na2-EDTA

Lysozym-L6sung

10 mg/ml Lysozym
10 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0

PCR-Puffer (Taq DNA-Polymerase)

10 mM Tris/HCI, pH 8,3
50 mM KCI
1,5 mM MgCI2

Phenol/AE

50 % (v/v) Phenol, 50 % (v/v) AE-Puffer

Phenol/Chloroform

50 % (v/v) Phenol, 50 % (v/v) @iaform

Salzlésung nach Holliday

16,0 %o (W/v) KH2PO4 (sterilfiltriert)
4,0 %o (W/v) Na2S04

8,0 %o (w/v) KCI

4,08 %o (WIv) MgSO4

1,32 %o (w/v) CaCl2

8,0 %o (V/v) Spurenelement-Ldsung

SCS-Puffer (Protoplastierung)

20 mM Natriumcitrat-Puffer pH 5,8
1 M Sorbitol

SCS-Novozym-Ldsung (Protoplastierung)

0,5 % (w/v) Novozym 234 (sterilfiltriert, frisch
angesetzt) in SCS-L6sung

STET-Puffer

50 mM EDTA
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Bezeichnung

Zusam mensetzung

50 mM Tris/HCI pH8
8 % (w/v) Saccharose
5 % (v/v) Triton X 100

2 M Essigsaure

Southern-Denaturierungslésung

0,25 M HCI

Southern-Transferlésung

0,4 M NaOH

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

Spurenelement-Lésung (sterilfiltriert)

0,06 %o (w/v) H3BO3
0,14 %o (w/v) MnCI
0,4 %o (w/v) ZnCI2

0,4 %o (w/v) Na2MoO4
0,1 %o (w/v) FeCI3
0,04 %o (w/v) CuSO4

STC-Puffer (Protoplastierung)

1 M Sorbitol
10 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5
100 mM CacCl2

STC/PEG (Transformation U. maydis)

60 % (v/iv) STC-Puffer
40 % (w/v) Polyethylenglykol

TAE-Puffer

40 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,3
20 mM Na-Acetat
2 mM Na2-EDTA

10x Taqg-Puffer

500 mM DMSO

100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
10 x TBS

100 mM Tris (pH 8,0)

1,5 M NaCl

1xTBS

10 % 10 x TBS

TE-Puffer

10 mM Tris/HCI-Puffer pH 8,0
1 mM Na2-EDTA

TE mit RNAseA

50 g/ml RNAseA in TE-Puffer

Transfer-Puffer

25 mM Tris/HCI-Puffer pH 8.3
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Bezeichnung Zusammensetzung
192 mM Glycine
20% v/v Methanol

0,1 %o (w/v) Thiamin

0,05 %o (w/v) Riboflavin
0,05 %o (W/v) Pyridoxin

o ) 0,2 %o (w/v) Ca-Pantothenat
Vitaminlésung nach Holliday )
0,05 %o(w/v) Aminobenzoesaure
0,2 %o (w/Vv) Nicotinsaure

0,2 %o (w/v) Cholinchlorid

1,0 %o (w/v) myo-Inositol

2,0 % (w/v) X-Gal in

X-Gal-Ldsun
g N, N-Dimethylformamid

7.1.6 GroRRenstandards

Als GroRenstandards dienten gt oder BstHI verdaute -DNA oder die 2-log und 1 kb-
Leiter (New England Biolabs).

7.1.7 Oligonukleotide

Tabelle 2: Oligonukleotide zur Generierung von Delttonskonstrukten

Deletions- Primer- Restriktions- . .
konstrukt Sequenz in 5-3"Richtung
(Flanke) name stelle
Girplos4-14%  0KZ50 sfil ATCTAGGCCCACGTGGCCATGCTCAGGCTGCTCACAAG
(linke Flanke) | ok 751 sfil ATACTGGCCATCTAGGCCGGATTGGGCGAGCACATGAC
Girplos4-149  0JS302 sfil ACTATGGCCTGAGTGGCCGTGCATCTTCGGCATGATCG
(rechte Flanke) 435303 sfil ATATAGGCCCACGTGGCCATGGATGGCACGTTGATCG
o0KZ52 AGGTTCTCCACGCACTGATG
Sir11054-1499
0JS305 GTTGCCCAAAGAAGTGGAACG
tami 0JS368 sfil ATAATGGCCACGTGGGCCAGCCGCAAAGTCGAATAAGC
(linke Flanke) | 535369 sfil ATAATGGCCTGAGTGGCCGGTTTGACAGGGAGGATATTGG
taml 0JS370 sfil ATCTAGGCCATCTAGGCCTGAGCTCGCTTAAATGG
(rechte Flanke) 435371 sfil ATAATGGCCACGTGGGCCGATTCATACTCGCGGAACC
0JS372 CCGAATTGTGCCGGATTGC
taml
0JS373 CCGAATTGTGCCGGATTGC
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Tabelle 3: Oligonukleotide fir Tam1-Uberexpressionkonstrukt

Konstrukt Primer- Restriktions- | Sequenz in 5’-3'-Richtung
name stelle
oKz121 Ndel GGTACATATGACACCTTCCGCCCAAG
Taml1-OEx
oKz122 Xhol GGTTCTCGAGTTAAGCGAGCTCAGG

Tabelle 4: Oligonukleotide fur U. maydisKkomplementationskonstrukte. PCR-Produkte wurden jeveils in
p123 (geschnitten mit Ndel und Notl) kloniert

Konstrukt Primer- Restriktions- | Sequenz in 5’-3'-Richtung
name stelle
sr13864ohne 0KZ342 Ndel CTAGCATATGCCGTCAAATGCGAAATTTCC
GFP im Cbx-
Locus 0KZ343 Notl CGCTGCGGCCGCTCAAAACTGGAAAGCCAGCTG
(U. maydi3
um00823vhne : o0KZ345 Ndel CATATGTACGCCAACGCTTTGCTGTCTTCC
GFP im Chx-
|(-SCUS dis oKZ344 Notl CGCTGCGGCCGCTCAAAATTGGAAAGCAAGCTGGCCC
. maydi

Tabelle 5: Oligonukleotide fur S. reilianumKomplementationskonstrukte. Das PCR-Produkt wurdein

pNEB-Sr-Chx (geschnitten mit Ascl und Pacl) kloniet.
Konstrukt Primer- Restriktions- | Sequenz in 5’-3'-Richtung
name stelle
sr13864ohne | 0KZ328 Ascl ACATCGGCGCGCCCCTCTGCAGTCAAACATTCC
GFP im Cbx-
LQﬁUS 6-) 0KZ329 Pacl GTCGCTTAATTAACCGTCAAATGCGAAATTTCC
reilianum

Tabelle 6: Oligonukleotide fur die RT-PCR

Primername Sequenz in 5’-3'-Richtung Genname

0kz150 TCGGCCGTCTACTGTTCACC sr13864 — fwd. Primer
okz151 GAAGCTGTCGCCGAACTGC sr13864 — rev. Primer
0kz166 CGCGCTCTACATCAGATCCG sr10807 — fwd. Primer
okz167 CGAGCAACATGCCGTTTCCG sr10807 — rev. Primer
0SP013 CCTCACTAAGCCGGTCATGG sr16560 — fwd. Primer
0SP014 CCTTCGGCAGACTTCAGTCC sr16560 — rev. Primer
0kz252 CAGATGCGCCAGCATTCACC sr15796 — fwd Primer
0kz253 CGTCGCCTTCCTCATGTTCC sr15796 — fwd. Primer
0CH32 CCGAAACTTCAACGAGACC sr15912 — fwd. Primer
0CH31 CGTGAAGGGCGAGATGAGAAGG,; sr15912 — fwd. Primer
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7.1.8 Plasmide und Konstrukte

Plasmide

pl123 (C. Aichinger)

Dieses Plasmid diente der Generierung von GFP-Rsioteinen. Das Plasmid kann in den
Cbx-Lokus vonU. maydis integriert werden und vermittelt dort Resistenzyegdiber
Carboxin. Zur selektiven Amplifikation irE. coli enthélt das Plasmid weiterhin eine
Ampicillinresistenz. Der otef-Promoter wurde in daar bearbeiteten Projekten immer durch
andere Promotoren ausgetauscht. Um zu Uberpriifeaine eventuelle Nicht-Funktionalitat
durch die Fusion mit GFP verursacht war, wurderézbst Kontroll-Konstrukte hergestellt,
die GFP nicht enthielten.

pl23-sr13864 (diese Arbeit)

Dieses Plasmid diente zur Komplementation des S&8G200Oum00823

Das Gersr13864mit seinem nativen Promoter wurde mit den Prinw#342 und oKZ343
amplifiziert. Das 2,9-kb-Produkt wurde mit ndel umotl geschnitten und in die gleichen
Restriktionsstellen des Plasmids pl123 ligiert. i@ Transformation in SG200im00823
Protoplasten wurde das Plasmid vorher mit Agellgeten.

p123-um00823 (diese Arbeit)

Dieses Plasmid diente zur Komplementation des Sa8G200um00823

Das Genum00823mit seinem nativen Promoter wurde mit den Primek¥Z344 und
0KZ345 amplifiziert. Das 2,0-kb-Produkt wurde mdei und notl geschnitten und in die
gleichen Restriktionsstellen des Plasmids pl23etigi Fir die Transformation in
SG20MumO00823Protoplasten wurde das Plasmid vorher mit Sspéhgstsen.

PNEB-Sr-Cbhx (M. Wagenknecht)

Dieses p123-Derivat enthélt eine f8r reilianumoptimierte Cbx-Integrations-Stelle. Auch
dieses Plasmid dient zur Generierung von GFP-Fsproteinen, wobei das fir GFP-
kodierende Gen wahlweise herausgeschnitten werden. lEs liegt eine Cbx-Resistenz zur
Selektion inS. reilianumund eine Ampicillinresistenz zur Selektiongncolivor.

PNEB-Sr-Chx-sr13864 (diese Arbeit)

Das Gersrl3864mit seinem nativen Promoter wurde mit den Prine#328 und oKZ329
amplifiziert und mit Ascl und Pacl geschnitten. Baskb-Produkt wurde in die gleichen
Restriktionsstellen des Vektors pNEB-Sr-Chbx ligiert

pBS-Cbx (Brachmann et al., 2004)

Dieses pBS(+)KSII-Derivat enthalt den offenen Labkemen fir die Carboxin-resistente
Succinatdehydogenase unter Kontrolle des nativerPebmotors. Die Resistenzkassette (1,9
kb) kann durch Sfil aus dem Plasmid herausgesemiterden. Dabei unterscheiden sich die
beiden Sfil-Schnittstellen in ihrer Sequenz.

pBS-Hyg (Brachmann et al., 2004)

Dieses pBS(+)KSII-Derivat enthalt eine Hygromyciedistenzkassette unter kontrolle des
konstitutiven hsp70-Promotors auds maydis Die Resistenzkassette (2,7 kb) kann durch Sfil
aus dem Plasmid herausgeschnitten werden. Dabersgheiden sich die beiden Sfil-
Schnittstellen. Da der hsp70-Terminator in diesdasid leichte Promotoraktivitat zeigen
kann, wurde im spateren Verlauf dieser Arbeit dasiid pBS-hhn verwendet.
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pBS-hhn (Laborsammlung)

Dieses pBS-Hyg-Derivat enthélt einen verkirztenhesninator. Die Resistenzkassette (1,8
kb) kann durch Sfil aus dem Plasmid herausgesemiterden. Dabei unterscheiden sich die
beiden Sfil-Schnittstellen.

pBS-Phleo (Brachmann et al., 2004)

Dieses pBS(+)KSII-Derivat enthélt eine PhleomyciesRtenzkasstte unter Kontrolle des
konstitutiven hsp70-Promotors. Die Resistenzkassgtt2 kb) kann durch Sfil aus dem
Plasmid herausgeschnitten werden. Dabei untersemeidh die beiden Sfil-Schnittstellen.

pPET15b (Novagen, Madison, WI,USA)
Dieses pBR322-Derivat besitzt ein N-terminales bflits-Tag, eine Thrombin-Schnittstelle
und eine Multiple Cloning Site. Es tragt au3erdene dmpicillinresistenz.

pPET15b-Tam1l (diese Arbeit)

Der Tam1-ORF wurde mit den Primern o0KZ121 und oKZ¥@n genomischer DNA dés.
maydis Wildtyp-Stammes 521 amplifiziert. Das 1,5-kb-Prekdwurde mit Ndel und Xhol
geschnitten und in die gleichen Restriktionsschsitllen des Vektors pET15b ligiert.

pTC-Nat (Brachmann et al., 2004)

Dieses pBS(+)KSII-Derivat enthalt eine NoureseaihrResistenzkassette unter Kontrolle
des konstitutiven Promotors der Glycerinaldehydh®dphatdehydogenase alismaydis Die
Resistenzkassette (1,4 kb) kann durch Sfil aus EEsmid herausgeschnitten werden. Dabei
unterscheiden sich die beiden Sfil-Schnittstellen.

pCR2.1-TOPO (Invitrogen)
Dieser Vektor enthalt einen einzelstrangigen T-Uhag, in den durch die assoziierte
Topoisomerase PCR-Produkte mit A-Uberhang eingefiggtien konnen.

Konstrukte

sirl-Partial-Deletionskonstruktiiese Arbeit)

In Anlehnung an die Lokalisation der zwei untersdfichen Punktmutationen in WWO02 und
WWO03 wurde eine Stelle zwischen den davon abgé&deiteeu generierten Stopcodons fir
die Primerherstellung fur ein Deletionskonstrukties C-terminalen Domane gewahlt. Die
5’- und 3'’-flankierende Regionen wurden mit demi&i-Kombinationen oKZ50/0KZ51 und

0JS302/0S303 hergestellt, dann mit Sfil geschnitted mit der 2,4kb-Sfil-geschnittenen
Hygromycin-Kassette aus dem Plasmid pBS-Hyg ligiBds gesamte Deletionskonstrukt
wurde mit den ,nested” Primern oKZ52 und 0JS3065 ldiniert.

taml-Deletionskonstrukfdiese Arbeit)

Die 5- und 3'- flankierenden Regionen vdaml wurden mit den Primerkombinationen
0JS368 und 0JS396 sowie 0JS370 und 0JS371 gendiertFlanken wurden mit Sfil
geschnitten und mit den Sfil-Uberhdngen der Carb®esistenz-Kassette (aus pBS-Chbx)
zusammenligiert. Das gesamte Deletionskonstrukdeumit den ,nested primers* 0JS372
und 0JS373 amplifiziert.

tam2Deletionskonstruk(Reineke et al., 2008, C. Basse)

Die 5'- und 3'-flankierenden Regionen von tam2 wamdmit den Primer-Kombinationen
oTaml (GCTCGTCTGGGGTACCATGCAAG)/
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oTam2 (CACGGCCTGAGTGGCCTGGCGATGTGGCCGAGGACATC) unodTam3

(GTGGGCCATCTAGGCCGGCTCCAGATTCCTGCCTAG)/

oTam4 (CATGTCAACAGACCCAGCTGC) generiert, mit der4Rb Sfil geschnittenen
Phleomycin-Resistenz-Kassette von pBS-Phleo zusatigeet und in pCRZeroBlunt
(Invitrogen) kloniert. Das Tam2-Deletionskonstrukirde aus phle8 amplifiziert, wobei die
.nested” Primer oTamlne (GACTCGGGGCACTCTCCAAGTC) dunoTamédne

(GAGAGCATCACTCAGCTCTCG) eingesetzt wurden.

7.1.9 E.coli-Stamme

Fur routinemaRige Klonierungen wurde der Stamm T®O@dvitrogen) verwendet, bei dem
es sich um ein Derivat d&s colFStammes K12 handelt. Genotyp TOP10: F- mcrfmrr-
hsdRMS-mcrBC), 80lacZ M15, lacX74, deoR, recAl, araD139(ara-leu)7697, galU,
galK, rpsL(StrR), endAl, nupG.

Um Gene heterolog Uberzuexprimieren, wurde der St&ncoli Rosettgd DE3) pLysS von
Merck Biosciences (Darmstadt) mit dem Genotyp FporhsdSB (rB-mB-) gal dcm lacY1l
(DE3) pLYysSRARE (CmR) verwendet.

7.1.10 U. maydisStamme

Stamm Genotyp Ausgangst Resistenz Referenz
stamm
521 albl 521
SG200 al mfa2 bE1 bw2 SG100 Phleb Kamper et al.,
2006
521sir1p%*14%° alblum02922}%°*14% 521 Hyd® diese Arbeit
Wwo02 alblum02922-nt3497-Mut 521 Wenying Wu
WWwo01, wWwo03 alblum02922-nt3113-Mut 521 Wenying Wu
521Dtam1 alb1um01804 521 Phle8 diese Arbeit
521Dtam2 alb1um03538 521 CbX Reineke et al.,
2008/ Zuther et
al., 2008
SG20Mum00823#9 = al mfa2 bEL SG200 PhledHyg® Stephan Poppe
bW2Dum00823#9
SG20Mum00823#14 al mfa2 bEL SG200 PhledHyg® Stephan Poppe
bW2Dum00823#9
SG20Mum00823#1 = al mfa2 bE1 SG200 PhledHyg® Stephan Poppe
bW2Dum00823#9
SG20Mum00823#6 : al mfa2 bE1 SG200 PhledHyg® Stephan Poppe
bW2Dum00823#9
SG20Mum00823#16 al mfa2 bE1 SG200 PhledHyg® Stephan Poppe
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bW2Dum00823#9
SG20Mum00823#9 = al mfa2 bEL SG200 PhledHyg® diese Arbeit
+um00823#1Kompl.| bW2Dum00823#9+um00823
SG20Mum00823#9 = al mfa2 bE1 SG200 PhledHyg® diese Arbeit
+um00823#5Kompl.| bW2Dum00823#9+um00823
SG20Mum00823#9 = al mfa2 bEL SG200 Phled® Hyg® | diese Arbeit
, Cb¥
+sr13864#3Kompl. | bW2Dum00823#9+sr1386% Dum00823#9
SG20Mum00823#9 = al mfa2 bEL SG200 Phled® Hyg® | diese Arbeit
, Cb¥
+sr13864#2Kompl. | bW2Dum00823#9+sr1386% Dum00823#9
7.1.11 S. reilianum-Stamme
Stamm Genotyp Ausgangs- | Resistenz Referenz
stamm
5-1 (SRM) a2b2 Schirawski et al.,
2006
5-2 (SRM) albl Schirawski et al.,
2005
H2-7 (SRH) a2b6 diese Arbeit
H2-8 (SRH) alb1Dum00823#9+sr1386% diese Arbeit
H2-7-sr13864 (SRH) albl+sr1386% H2-7 Cbx diese Arbeit
H2-8-sr13864 (SRH) albl+ sr1386% H2-8 Cbx diese Arbeit
H2-8-sr13864 (SRH) albl+ sr13864 ekt. H2-8 Cbx diese Arbeit

7.1.12 Maisvarietaten (Zea mays, spec.)

Fur die Pflanzeninfektionen mil. maydisDerivaten wurde die Maisvarietat Early Golden
Bantam (Olds Seed Company, Madison, Wisconsin, U&Xjvendet, wenn nicht anders
angegeben. Fur die Pflanzeninfektionen &itreilianumDerivaten wurde die Maisvarietat
Gaspe Flint verwendet.

7.1.13 Hirsevarietaten

Fur die Infektion von S. reilianum auf Hirse wurde Hirsevarietat Sorghum bicolor (L.)
Moench s.I. "Tall Polish" eingesetzt. Sie wurdenmmvdnstitut fir Pflanzengenetik und
Kulturpflanzenforschung Gatersleben zur Verfuguestellt.
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7.1.14 Zelllinie

Die Keratinozytenzelllinie HaCaT wurde freundliciveise von Prof. August Bernd vom
Institut fir Dermatologie (Universitatsklinikum Frefurt) zur Verfligung gestellt. Diese
spontan transformierte, epitheliale Zelllinie, cheKultur ihr Proliferationspotential und ihre
biochemische Leistungsfahigkeit weitgehend behéfligt im Gegensatz zu anderen
immortalisierten Zelllinien Uber annahernd gleicli®fferenzierungseigenschaften wie
humane Keratinozyten. Sie entstammt der Periplegnes primaren malignen Melanoms der
oberen Rickenhaut eines 62jahigen Patienten undt&dinde der achtziger Jahre des 20.
Jahrhunderts am Deutschen KrebsforschungszentrumelHerg von der Arbeitsgruppe
Fusenig et al. etabliert werden.

7.1.15 Medien zur Kultivierung von E. coli

Bezeichnung Lésung in H,O dest.

16 g/l Trypton
dYT-Medium 10 g/l Hefe-Extrakt
5 g/l NaCl

wie dYT-Medium

dYT-Agar
1,3 % (w/v) Agar

7.1.16 Medien zur Kultivierung von U. maydis

Bezeichnung Lésung in HO dest.

Complete Medium (CM) 0,25 % (w/v) Casaminoacids

0,1 % (w/v) Yeast-Extract

1,0 % (v/v) Vitaminlésung nach Holliday
0,05 % (w/v) DNA degr. Free Acid

6,25 % (v/v) Salzlésung nach Holliday
0,15 % (w/v) Ammoniumnitrat

1,0 % (w/v) Glukose

NSY-Glycerin-Medium 8 g/l Nutrient Broth
5 g/l Saccharose

1 g/l Hefe-Extrakt
69,6 % (v/v) Glycerin

PD-Agar 24 g/l Potato Dextrose Broth
2,0 % (w/v) Agar

PD-Charcoal-Agar 24 g/l Potato Dextrose Broth
10 g/l Charcoal
2,0 % (w/v) Agar
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Bezeichnung Lésung in HO dest.

Regenerations-Agar 10 g/l Hefe-Extrakt

20 g/l Pepton

2,0 % (w/v) Saccharose bzw. Glukose
182,2 g/l Sorbitol

1,5 % (w/v) Agar

YEPS-Medium 10 g/l Hefe-Extrakt
20 g/l Pepton

2,0 % (w/v) Saccharose

Wasseragar 2,0 % (w/v) Agar

7.1.17 Medien zur Kultivierung von S. reilianum

Bezeichnung Lésung in H,O dest.

PD-Agar 24 g/l Potato Dextrose Broth
2,0 % (w/v) Agar

PD-Flissig-Medium 24 g/l Potato Dextrose Broth

Regenerations-Agar 10 g/l Hefe-Extrakt

20 g/l Pepton

2,0 % (w/v) Saccharose bzw. Glukose
182,2 g/l Sorbitol

1,5 % (w/v) Aga

YEPS-Medium 10 g/l Hefe-Extrakt
20 g/l Pepton

2,0 % (w/v) Saccharose

Wasseragar 2,0 % (w/v) Agar

7.1.18 Medien zur Kultivierung von M. furfur

Bezeichnung Lésung in H,O dest.
M. furfur-Vollmedium (Agar) 3,6 g Malzextrakt,
0,6 g Pepton,
2 g Ochsengalle,
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Bezeichnung Lésung in H,O dest.

29 Agar
(pro 100 ml HO bidest)
Tabelle 7: Medien zur Kultivierung von M. furfur (Mayser et al.,1998)

Nach dem Autoklavieren bei 1 bar Gber 30 min (Mefadoklave Typ 23, Melag, Berlin,
FRG) und abkuhlen auf etwa %D°wurden 2,5 ml Tween 40 sowie 1,0 ml Olivendl
hinzugegeben.

7.1.19 Medien zur Kultivierung von HaCaT-Zellen

Dulbecco‘s Minimum Essential Medium: DMEM mit *“Hig Glucose” mit
Natriumcarbonat; Biochrom, Berlin

Fotales Kalberserum: FCS, Biochrom, Berlin

Penicillin/Streptomycin; Biochrom, Berlin

Trypsin (0,25%)/EDTA(0,02%)-L6sung: Biochrom, Ber

PBS: phosphat buffered saline; Biochrom, Berlin

Einfriermedium (mit 10 % DMSO); DMEM mit 10 % D8O

RPMI-Medium, Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Fir das Zahlen der Zellen als Marker fir die Vitli
Trypanblau-Losung: Trypan Blue 0,5%; PAA Laborae GmbH

7.2 Methoden

7.2.1 Anzucht von Mikroorganismen

7.2.1.1 Anzucht von Escherichia coli

Flissigkulturen vonE. coli wurden in autoklaviertem dYT-Medium unter aeroben
Bedingungen angezogen. Dem Medium wurde, wenn ndfigpicillin mit einer
Endkonzentration von 100@/ml zugesetzt.

Zur Kultivierung auf Festmedium wurde dYT-Agar vemdet, wenn nétig mit oben
genannter Konzentration an Ampicillin. Zum Nachwe@n -Galaktosidase-Aktivitat im
Blau-Weil3-Test wurde X-Gal mit einer Endkonzentmatvon 0,02 % (w/v) zugegeben.

Bei der Anzuchttemperatur wurde fiir Uber-Nacht-Krén (UNKs) 37°C gewahlt.

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden UNKs mit dYTy&&rin-Medium in Verhaltnis 1:1
gemischt und bei -80°C eingefroren.

7.2.1.2 Anzucht von U. maydis
Flissigkulturen vorJ. maydiswurden meist auf YEPS-Medium angezogen, wobeigatsd
Durchliftung des Medium geachtet wurde, um aerobéirijjungen zu gewahrleisten. Wenn
notig, wurde Hygromycin (200 g/ml Endkonzentration), Carboxin (2 g/ml
Endkonzentration) oder Nourseothricin (15§/ml Endkonzentration) zugesetzt. Die Zugabe
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der sterilfiltrierten Antibiotika (ABs) erfolgte ©h dem Autoklavieren. Die Anzucht der
Kulturen erfolgte tber Nacht oder bis zu mehrerageh bei 28°C.

Die Kultivierung auf Festmedium geschah auf CM-GkesAgar, PD-Agar oder
Regenerationsagar, falls erforderlich mit oben geten AB-Konzentrationen. Fir
Dauerkulturen wurden UNKs mit NSY-Glycerin-Medium Verhaltnis 1:1 gemischt und bei
-80°C gelagert.

7.2.1.3 Anzucht von S. reilianum

Flissigkulturen vorS. reilianumwurden meist auf YEPS-Medium angezogen, wobei auf
gute Durchliftung des Medium geachtet wurde, unolz@Bedingungen zu gewahrleisten.
Wenn noétig, wurde Hygromycin (200 g/ml Endkonzentration), Carboxin (2g/ml
Endkonzentration) oder Nourseothricin (15@/ml Endkonzentration) zugesetzt. Fur die
Anzucht von S. reilianum zur Pflanzeninfektion wurden die Kulturen in PD-e8ium
angezogen. Die Zugabe der sterilfiltrierten Antilkia (ABs) erfolgte nach dem
Autoklavieren. Die Anzucht der Kulturen erfolgtediitNacht oder bis zu mehreren Tagen bei
28°C.

Die Kultivierung auf Festmedium geschah auf PD-Agaler Regenerationsagar, falls
erforderlich mit oben genannten AB-Konzentrationgir Dauerkulturen wurden UNKs mit
NSY-Glycerin-Medium im Verhéltnis 1:1 gemischt ubbei -80°C gelagert.

7.2.1.4 Anzucht von M. furfur (P. Mayser et al., 1998)

Die Anzucht des Stammes erfolgte auf modifizier{femy Dixon-Agar (Guého 1996, Guillot
1997) in einem Brutschrank (Heraeus Holding Gmbldn&l) bei 32C. Etwa wochentlich
wurden die Kulturen auf frischen Nahrboden weitenapft.

7.2.2 Kultivierung von HaCaT-Zellen

HaCaT-Zellen wurden im Brutschrank unter 5 %.,@@d 95 % Luftfeuchtigkeit bei einer
Temperatur von 37 °C kultiviert. Samtliche Arbeitnfolgten unter einer sterilen Werkbank.
Die Kultivierung der adherenten HaCat-Zellen erfelgn 20 ml Medium in sterilen

ZellkulturgefaRen (250 ml).

7.2.2.1 Passagieren der Zellen

Im ersten Schritt wurde einmal mit Dulbecco-PBS gsethen und anschlieBend Trypsin-
EDTA-L6sung (2.5 ml) zugegeben. Es wurde so langkeubiert (5-10 min), bis im
Lichtmikroskop eine deutliche Abkugelung der Eirzadlen beobachtet werden konnte. Nach
vollstandiger Entfernung der Trypsin-EDTA-L6sung rden die Zellen durch leichtes
Klopfen vom Boden des Zellkulturgefal3es geldst nadh Zugabe von frischem Medium
(20 ml) durch mehrfaches Pipettieren suspendiett wareinzelt. Die suspendierten Zellen
wurden in einer 1:10-Verdinnung ausgeséat. Im Fadlie Aussaat einer definierten Anzahl
Zellen wurde die Zelldichte mit Hilfe einer Neubau&hlkammer bestimmt und auf die
erforderliche Zellkonzentration eingestellt.

7.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Eine Konservierung von Kulturzellen kann durch Eeren der Zellen in flissigem
Stickstoff bei -196°C erfolgen. So eingefrorenel@ekind jahrelang haltbar und nach Bedarf
jederzeit wieder auftau- und kultivierbar. Nach Zhig von Trypsin-EDTA-L6sung wurden
die Zellen einer konfluent bewachsenen Gewebelplttie (Durchmesser 100 mm, ca. 5 x
10° Zellen) abgeldst und in frischem Medium resuspendizurch Zentrifugation (200 x g, 7
min) wurden die Zellen anschlieRend pelletiert imdl.0 ml Einfriermedium (Medium, 10 %
(v/iv) FCS, 10 % DMSO) resuspendiert. Die erhaltBaellsuspension wurde in Kryoréhrchen
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Uberfuhrt und innerhalb von 2 Tagen im Nalgene Cfyeezing Container in Isopropanol
kontinuierlich auf —80°C abgekuhlt. Fur eine lamgémgerzeit wurde flissiger Stickstoff
verwendet. Das Auftauen der Zellen erfolgte in in&asserbad. Schrittweise wurden sie in
Medium (8 ml, 4°C) resuspendiert. Nach schonen@atrfugation (200 x g, 7 min) wurden
die Zellen erneut in Medium resuspendiert. Zum stahdigen Auswaschen des aus dem
Einfriermedium stammenden DMSO wurde dieser Vorgamgut wiederholt und konnte zur
ersten Passage mit Medium, dem 20 % FCS zugesetdeywkultiviert werden.

7.2.3 DNA-Praparationen

7.2.3.1 Praparation von Plasmid-DNA auskE. coli - analytischer Mafl3stab

Die Praparation von Plasmid-DNA a&s coli wurde nach der Methode der der kochenden
Lyse durchgefihrt. In einigen Fallen wurde auchuEgGOLD Plasmid Mini Prep Kit | oder
das QIAGEN-Miniprep-Kit nach Herstellerangaben vendet.
Kochende Lyse
Es wurden 1,5 ml UNK in einem Reaktionsgefal? abifagtert (1 min, 13000 rpm, RT,
Tischzentrifuge) und der Niederschlag nach Entfemhes Uberstandes in 350Stet-Puffer
und 25 | Lysozym 5 min schittelnd inkubiert. Zur Denatuuieg der Proteine wurden die
Proben 40 sec bei 95°C in einem Eppendorf Heizblogkibiert. Nach anschliel3ender
Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, RT, Tischzenigé) wurde das Pellet mit Hilfe eines
Zahnstochers entfernt. Zur Fallung der Plasmid-DiNérden 40 | 3 M Natriumacetat-
L6sung und 4001 Isopropanol zugegeben, gemischt und zentrifudEdtmin, 14000 rpm,
RT, Tischzentrifuge). Das Pellet wurde in 70 % Btilagewaschen, 5 min getrocknet, in 30
| TE mit 0,1 mg/ml RNAseA aufgenommen und 30 min B& im Eppendorf-Schuttler
gelost.

7.2.3.2 Praparation von Plasmid-DNA ausE. coli - praparativer Mal3stab

Die Praparation von Plasmid-DNA im grol3eren Mal3gtdblgte mit dem Jetstar Maxi-Kit
der Firma Genomed oder dem QIAGEN-Maxiprep-Kit nbignstellerangaben.

7.2.3.3 Praparation DNA aus U. maydisfir PCR

Eine Kultur vonU. maydiswurde bis zu einer OD600 von 0,3 - 0,4 auf YEP§eangen und

2 ml davon wurden in einem Reaktionsgefal3 abzegigft (13000 rpm, 1 min, RT,
Tischzentrifuge). Das Sediment wurde in 50Qysis-Puffer resuspendiert und anschliel3end
mit 0,3 g Glasperlen (425-600 Micron) und 500Phenol/Chloroform versetzt. Der Ansatz
wurde auf dem Vortexer geschuttelt (10 min, RT) nadhfolgend zentrifugiert (13000 rpm,
10 min, RT, Tischzentrifuge). 4501 des Uberstandes wurden mit 315 Isopropanol
gemischt und erneut zentrifugiert (14000 rpm, 10,nRT, Tischzentrifuge). Das Pellet
wurde mit 500 | 70 %igem Ethanol gewaschen und an der Luft gktrec Dann wurde das
Sediment in 50 | TE mit RNAseA aufgenommen, 30 min bei RT im Epgenfi-Schittler
geldst und bei -20°C gelagert.

7.2.3.4 Praparation von DNA ausU. maydisfur Southern Blot

15 ml einer Ubernachtkultur vol). maydiswurden in einem 15 ml Falcon-Réhrchen
abzentrifugiert (4300 rpm, 15 min, 4°C, Heraeustdtme). Das Medium wurde verworfen
und die Zellen in 1 ml Wasser resuspendiert. Eslgtd eine Zentrifugation (4300 rpm, 10
min, 4°C). Das Pellet wurde mit 200 Lysis-Puffer und 0,3g Glasperlen (425-600 Micron)
versetzt. Nach Zugabe von 200Phenol/Chloroform wurde 3,5 min gevortext.
Anschlie3end wurden 200 TE-Puffer zugesetzt. Das Gemisch wurde abzewjeft (4000
rpm, 15 min, 4°C). Der Uberstand wurde in ein EglmeitCup gegeben. Es wurde 1 ml 96
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% Ethanol zugegeben, gemischt und abzentrifugd®@@ rom, 2 min, 4°C, Tischzentrifuge).
Das Pellet wurde 10 min getrocknet und in 400°E mit 0,1 mg/ml RNAseA geldst. Die
Lésung wurde 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Extraktwurden 400 | Phenol/Chloroform
zugegeben und nach Vortexen abzentrifugiert (13p69 15 min, RT, Tischzentrifuge). Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Cup Ubdrfid mit 11 | 3 M Natriumacetat
versetzt. Anschlie3end wurde 1 ml Ethanol zugegeineigemischt.

Nach Zentrifugation (14000 rpm, 2 min, 4°C) wurde berstand verworfen und das Pellet
mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Schlie3lich wwgdeach einer 10 mindtigen Trocknung
bei RT in 50 | TE resuspendiert. Hierfir wurde es fiir 30 min 8&7C auf dem Schiittler
inkubiert.

7.2.4 Amplifikation und Klonierung von DNA

7.2.4.1 Amplifikation von DNA Uber Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Metle der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet (Innis and Gelfand, 1990). Mit eliller PCR-Amplifikation kdénnen
definierte DNA-Sequenzen aus einem komplexen DNMiSeh selektiv angereichert
werden. Es werden zwei Primer benétigt, von denen e€ine zum 3'-Bereich der
gewinschten Sequenz und der andere zum GegendeaiyBereiches komplementar ist.
Die Reaktionen wurden in einem Trio-ThermoblockofBetra) oder einem Personal Cycler
(Biometra) durchgefuhrt. Es wurde wahlweise die -Patymerase oder die Phusion-
Polymerase mit Korrekturlese-Funktion verwendet.

Reaktions-Ansatz (Tag-Polymerase)
10 % (v/v) Taq-Puffer (10x)

1,5 mM MgCI2

0,2 mM dNTPs

je 0,5 M Primer 1 und Primer 2

0,5 U Tag-Polymerase

10-100 ng DNA-Matrize

PCR-Programm:

10 min, 94°C anfanglicher Denaturierungs-Schritt

1 min, 94°C Denaturierung

1 min, 40-70°C Anlagerung der Primer, Temperatinéaigig vom Prim%r x30-35
1 min je 1 kb, 72°C Elongation

10 min, 72°C finale Polymerisation

PCR-Ansatze mit Phusion-DNA-Polymerase wurden in [Hegel genauso durchgefuhrt,

allerdings in dem entsprechenden Reaktionspuffex. Raktion erfolgte im Thermocycler

(PTC 200, MJ Research).

Bei Verwendung der Phusion-Polymerase fand die Deieaung bei 98 °C statt. Aul3erdem

wurde die Annealingzeit auf 30 sec/kb und die Eadiogszeit auf 15 sec/kb herabgesetzt.
Die Wahl der Hybridisierungstemperatur war abhangoyn der Schmelztemperatur der
Primer. Diese ist definiert als die Temperatur,dei die Halfte der Primer mit DNA gepaart,

die andere Halfte aber ungebunden vorliegt. Dierldygerungstemperatur wurde jeweils

5°C niedriger als die Schmelztemperatur des Primmétrsler niedrigeren Schmelztemperatur
gewahlt. Die Reaktionsprodukte wurden mittels Agar&Gelelektrophorese analysiert.
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7.2.4.2 Restriktions-Analyse von DNA

Zum Schneiden von DNA wurden Restriktions-Endonag&én und die dazugehdrigen
Puffersysteme der Firmen New England Biolabs unde/tmam Pharmacia nach
Herstellerangaben verwendet. Zusétzlich wurderRdiaktionen mit einer Endkonzentration
von 50 g/ | RNaseA versetzt.

Bei Verwendung zweier Enzyme wurde der Puffer gdivdiei dem beide Enzyme die

hdchste Aktivitat hatten, ohne jedoch Star-Aktiteté aufzuweisen. War dies nicht moglich
oder weniger optimal, so wurde die DNA zunachst deitn einem Enzym geschnitten und
dann mit 1 Volumen Isopropanol gefallt (10 min, 42000 rpm, Tischzentrifuge). Nach

dem Waschen mit 70 % Ethanol, nochmaligem Zentiefeg und anschlielendem Trocknen
wurde das Pellet in wenigen H,O (Braun) geldst und die DNA mit dem zweiten Enzym
geschnitten.

7.2.4.3 Dephosphorylierung von DNA

Zur Verhinderung einer Religation von linearisiertelasmiden in einer spateren Ligation
wurden die 5- Enden durch alkalische Phosphatases &alberdarm (CIAP)
dephosphoryliert.
Dazu wurden 441 DNA-L6sung mit 5 |1 10 x CIAP-Puffer und 11 CIAP versetzt und fir 1
h bei 37°C inkubiert. Zur vollstandigen Inaktiviagides Enzyms wurden der Reaktion 150
| H,O und 200 | Phenol/Chloroform beigefligt. Nach grindlichem &hmischen der
Phasen wurde fiir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiBér Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald Gberfiuhrt und die enthaltene DNA2Wblumen 96 %igem Ethanol gefallt.
Nach dem Waschen des Pellets mit 70 % Ethanol wfdtandigem Trocknen wurde die
DNA in 10 | H,O geldst. Die Inaktivierung erfolgte durch Inkuleatifir 15 min bei 65°C.
Eine anschlielRende Fallung war hier notig.

7.2.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verknupfung zweier oder auch mehrdd®A-Fragmente ist mit T4-
DNALigase mdglich. Fur die Ligation von Fragmenterein getffnetes Plasmid wurden 100
ng dephoshorylierte Plasmid-DNA mit 1 10 x Ligase-Puffer, 0,5 U T4-DNA-Ligase und
bis zu 7,5 | Losung des oder der zu klonierenden Fragmentaergt (10 | Endvolumen).
Nach einer Inkubation von 2-3 h bei RT oder UN béfC wurde 1 | des Ansatzes in
elektrokompetente oder chemokompetdnteoli-Zellen transformiert.

7.2.4.5 TOPO-TA-Klonierung von PCR-Produkten

Das TOPO-Cloning Kit nutzt die Ligase-Aktivitat d€opoisomerase aus, die sich an den
Enden des linearen Vektors befindet. Fur die Klamg von Phusion-generierten PCR-
Produkten, deren Enden keinen A-Uberhang enthaltemde zunachst ein solcher
Desoxyadenosin-Uberhang an den 3'-Enden eingefDiazu wurden 5 | des aus einem
Agarosegel eluierten Deletionskonstruktes mit ,ANTPS, 1 | Tag-PCR-Puffer (s.u.), 1

| Tag-Polymerase in einem Gesamtvolumen von L@emischt und 10 min bei 72°C
inkubiert.

6 | dieses Ansatzes wurden fiir die Klonierung in pQR®PO mit 1 | des Vektors und 1

| der mitgelieferten Salzl6sung gemischt und farbiS 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformatinorchemisch kompetente. coliZellen.
Der Vektor enthélt daslacZ-Gen, das eine sogenannte Blau-Weil3-Selektion der
Transformanten auf X-Gal-haltigen Platten ermdglich
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7.2.5 Analyse von DNA

7.2.5.1 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Ermittlung der DNA-Konzentration in wasserigerdsungen wurden verschiedene
Verdinnungen auf ein Ethidiumbromid-haltiges AgerGel aufgetragen. Als Mengen-
Referenz diente -DNA (10, 30, 60 ng). Nach kurzer Gelelektrophordgmnte die
Konzentration anhand der Banden-Intensitat im \&cblzur -DNA ermittelt werden.

7.2.5.2 Trennung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegelelekbphorese

Zur Auftrennung verschiedener DNA-Fragmente durdparse-Gelelektrophorese wurde
eine horizontale Elekrophorese-Apparatur verwenéine Suspension von 0,8 bis 2 %
Agarose in TAE-Puffer wurde bis zum vollstéandigeiseén der Agarose aufgekocht und auf
ca. 60°C erkalten lassen. AnschlieRend wurde disuhg mit Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration 1-5 g/ml) und in einen Gelschlitten mit eingestecktenelkamm
gegossen. Nach dem Erstarren wurde der Gelkamnmgegezond der Schlitten in die mit
TAE-Puffer geflllte Elektrophorese-Apparatur gelegt

Die Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer versetaiduin die Taschen gegeben. Als
GroRRen-Standard diente mit Pstl vollstandig gedtdme -DNA (s. Material). Die
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 25 6 Y0Da sich das Ethidiumbromid in die
DNA einlagert, konnte diese anschlielend unter UAKL sichtbar gemacht und
photographiert werden.

Nach der Gelelektrophorese konnten einzelne Baadsrden Agarose-Gelen ausgeschnitten
und die DNA daraus isoliert werden. Hierzu wurde Q@eAquick Gel Extraction Kit nach
Herstellerangaben verwendet.

7.2.5.3 DNA-Sequenzierung

Zur Bestimmung einer DNA-Sequenz wurde die Kettbnath-Methode durch
Didesoxyribonukleotide nach Sanger (Sanger etl8l7,7) gewahlt. Die zu sequenzierende
Plasmid-DNA dient hierbei wahrend einer Polymerdsétenreaktion als Matrize. Die
Didesoxyribonucleotide, die zum Kettenabbruch fahresind mit verschiedenen
Fluoreszenztragern markiert. Es wurden 5 pmol Rriored ca. 400 ng geloéste DNA je
Reaktion eingesetzt. Diese Komponenten wurdemieneiGesamtvolumen von 20mit

2 | BigDye Terminator v3.1 Cycle Mix und 3 Reaction Buffer versetzt und einer PCR mit
folgenden Parametern unterworfen:

1 min, 99°C anfanglicher Denaturierungs-Schritt
10 sec, 96°C Denaturierung

30 sec, 50°C Anlagerung der Primer

4 min, 60°C Elongation

Anschlie3end wurde das Reaktionsgemisch durch Zigab 10 | 125 mM EDTA, 9 |13

M Natriumacetat, 80 | Wasser und 4001 Ethanol (96 %) geféllt. Nach 15 Minuten
Inkubation bei RT erfolgte eine Zentrifugation f80 Minuten bei 13000 rpm in einer
Tischzentrifuge. Anschliel3end wurde zwei mal mihdtiol (70 %) gewaschen und jeweils
fur funf Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Da®tgpcknete Pellet wurde in 20l
Formamid- Mix resuspendiert und zur Sequenzierlngggeben.
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7.2.6 Nachweis von Nukleinsauren

Transfer und Nachweis von DNA im Southern-Blot (m&outhern, 1975) Der Transfer der
aufgetrennten DNA-Fragmente aus einem Agarosegkleme Nylonmembran erfolgte
mittels Kapillar-Blot. Vor dem Transfer wurde dasl@ur 20 min in 0,25 M HCI zur
Depurinierung schuttelnd inkubiert, um den Transfgroler DNA-Fragmente zu
ermoglichen. AnschlielBend wurde das Gel fur 15 mir0,4 M NaOH gewaschen. Der
Transfer erfolgte, indem die Transfer-Lésung (0,/NBIOH) aus einem Pufferreservoir Gber
Kapillarkrafte durch das Gel hindurch in einen adém Gel platzierten Stapel
Papierhandtlicher gesaugt wurde. Die DNA-Fragmemalen durch den Pufferstrom aus
dem Gel eluiert und binden an die dariiber liegedgenmembran (Roche). Der Kapillar-
Blot erfolgte fir mindestens 3,5 h. Nach dem Transfurden die Taschen des Geles mit
Bleistift auf die Membran gezeichnet.
Fur die Markierung einer Sonde mit DIG High Primieo¢he) wurden 100 ng des zu
markierenden DNA-Fragmentes in einem Volumen vonlX&r 10 min bei 95°C denaturiert
(Eppendorf Thermomixer) und anschlieRend fur 1 auhEis abgekihlt. Nach Zugabe von 4
| DIG High Prime wurde die Losung uber Nacht beP@G7nkubiert. Das Stoppen der
Markierungsreaktion erfolgte durch Zugabe von 0,6,5 M EDTA, pH 8,0 und 10 minttige
Inkubation bei 65°C (Eppendorf Thermomixer). Dien8e wurde zu 20 ml auf 65°C
vorgewarmten Southern-Hybridisierungspuffer gegeben
Fur die Markierung einer Sonde mit PCR DIG Labelibigx (Roche) wurden 50 ng
Matrizen-DNA mit 10 | 10x PCR-Puffer, je 11 der beiden Primer, 11 Tag-DNA-
Polymerase und 5 PCR DIG Labeling Mix in einem Geamtvolumen vor010 vermischt.
Das PCR-Programm wurde entsprechend der erwarfesgmentgroRe und der Annealing-
Temperatur der Primer gewéhlt. Nach dem Markierender das DNA-Fragment mit einem
PCR Clean up Kit (Qiagen) aufgereinigt, um nichhgebaute markierte Nukleotide zu
entfernen. Die Sonde wurde fur 10 min bei 95°C terext (Eppendorf Thermomixer) und
zu 20 ml vorgewarmten Southern-Hybridisierungspufiegeben.

Durch halbstindige Vorhybridisierung der Membran outhern-Hybridisierungspuffer bei

65°C (Hybaid Shake'n”Stack, Thermo Electron Corpam in einer Hybridisierungsrohre

wurden unspezifische Bindungsstellen abgedecktciefiend wurde der Puffer entfernt
und die in Southern-Hybridisierungspuffer gelosten@& hinzugegeben. Die Hybridisierung
erfolgte mindestens tber Nacht drehend bei 65°GHyfbridisierungsofen. Danach wurden
die Membranen zweimal mit Southern Waschpuffer 8&C gewaschen. Die weiteren
Schritte erfolgten bei Raumtemperatur im Hybridisiggsofen. Nach einem Waschschritt mit
DIG-Waschpuffer fir 5 min, wurden die Membranen 80 min in Blockierungslésung

inkubiert. Dann wurden die Membranen fur 30 min Awitikdrperlosung geschwenkt. Der
Antikorper ist dabei kovalent an eine alkalischeo$fthatase (AP) gekoppelt. Um
Uberschissigen Antikérper von den Membranen zwesrah, wurde zweimal fur je 15 min

mit DIG Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurdierMembranen fur 5 min mit DIG3

aquilibriert, um den fur die alkalische Phosphatasmalen pH-Wert von 9,5 zu erreichen.
Deren Substrat CDP Star (Roche) wurde 1:100 in D¥@RiUnnt und fir 5 min zu den

Membranen gegeben. Danach wurden die Membranetagtikfolie eingeschweil3t und fir

15 min bei 37°C inkubiert. Dadurch konnte die lmiaiduzierende Reaktion detektiert
werden. Die Membranen wurden in eine Kassette raisdrkerfolie gelegt. Die Exposition

des Filmes (Kodak X-Omaz XAR-5) erfolgte je nactetrsitat des Lichtsignals flr 1 min bis
30 min durch Auflegung des Films auf die eingesdBteeMembran. Entwickelt wurden die

Filme in einer Rontgenfilm-Entwicklermaschine (QR;@&onica).
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7.2.7 Préaparation von RNA

Zur Praparation von RNA wurden ausschlie3lich adatokrte GefdlRe und Materialien
verwendet, alle wassrigen Losungen waren durch @aigson 1/1000 Vol DEPC von
RNAsen befreit worden.

Zur Praparation wurden 15 ml Kultur mit einer OD68@h ca. 500 abzentrifugiert (10 min,
4000 rpm, 4°C, Laborzentrifuge). Nach Entfernung Mediums wurde das Pellet in 400 ml
AE-Puffer resuspendiert und in ein Eppendorf-Cuprfilhrt. Es wurden 401 10 % SDS
zugegeben, gevortext und direkt anschliel3end 486°C warmes mit AE-Puffer gesattigtes
Phenol zugegeben, gevortext und 10 min schittelh8%C Eppendorfheizblock inkubiert.
Es folgte eine Inkubation fir 5 min bei —80°C umgkeeanschlieRende Zentrifugation (2 min,
13000 rpm, 4°C, Laborzentrifuge). Die RNA wurde zuweiteren Reinigen mit 400l
Phenol/Chloroform versetzt, gevortext und erneuttrffeigiert (10 min, 13000 rpm, 4°C,
Laborzentrifuge). Der Uberstand wurde in ein neReaktionsgefal tiberfiihrt und die RNA
durch Zufuhren von 1/10 Vol 3 M Natriumacetat-Logumd 1 Vol 98 % Ethanol, Vortexen
und Zentrifugieren (10 min, 13000 rpm, 4°C, Labaotriéuge) gefallt. Die RNA wurde nun
mit 70 % Ethanol gewaschen und in 30TE mit 1 % Proteinase K aufgenommen. Die
praparierte RNA wurde direkt fir weitere Analysegasetzt oder bei —80°C gelagert.

7.2.8 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit dem Invitrogen-Supei@ti-Kit durchgefihrt und den
Angaben des Herstellers gefolgt. Es wurden 1 nd Ipig Total-RNA eingesetzt.
~SuperScript 1l Reverse Transcriptase” ist ein iRar der M-MLV-RT, welches hergestellt
wurde, um RNase H-Aktivitdt zu reduzieren und unstggerte Warmestabilitat zu
gewahrleisten. Das Enzym wurde benutzt, um cDNAd@er Temperatur von 42-55°C zu
synthetisieren, wobei erhéhte Spezifitat, hohe Mangn cDNA und groRe Mengen an Voll-
Langen-Produkt erzielt wurden. Die cDNA-Syntheserdeuim vorliegenden Fall zur
Erststrangsynthese durch Total-RNA mit Oligo (dTipfern durchgefuhrt. In  der
Zweitstrangsynthese wurde die PCR mit Primern dyefikhrt, die fir das Zielgen spezifisch
sind.

7.2.9 Transformationen

7.2.9.1 Herstellung elektro-kompetenterE. coli-Zellen

Zur Herstellung elektro-kompetenter E. coli wurdeml einer UNK des Stammes TOP10
auf 200 ml dYT-Medium tberimpft und in einem SchikaKolben bei 37°C und 180 rpm bis
zu einer OD600 von ca. 0,5 geschuttelt. Die Kulurde fir 15 min auf Eis gekuhlt und
abzentrifugiert (10 min, 4500 rpm, 4°C, Laborzdoge). Das Zellsediment wurde
nacheinander mit 200 ml und 50 ml sterilegOHsowie 5 ml und 2,5 ml 10 % Glycerin
gewaschen und jeweils wie oben zentrifugiert. Delehh wurden dann in 1 ml 10 %
Glycerin aufgenommen, in Reaktionsgefalien auflzliquotiert und bei -80°C eingefroren.

7.2.9.2 Elektro-Transformation von elektrokompetenten E. coli-Zellen

Zur effizienten Transformation von DNA aus LigatsAnséatzen irkE. coli wurde haufig die
die Methode der Elektroporation gewahlt. Hierbeirdan 50 | elektro-kompetent&. coli
mit 1 | des Ligations-Ansatzes versetzt und 1 min aufiltkaibiert, damit sich die DNA an
die Zellen anlagern konnte. AnschlieRend wurde @Gasnisch in eine Elektroporations-
Kivette Gberfuhrt und bei 125, 200 und 2,5 kV elektroporiert (Gene Pulser, Fa. Biprad
Minchen). Es wurde darauf geachtet, dass der aelsgeg Wert fur bei 4,5 bis 4,7 ms lag.
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Die Zellen wurden in 1 ml 37°C warmem dYT-Mediumfgenommen und fiir 30 min bei
37°C inkubiert. 50 bis 500l der Zellsuspension wurden auf dYT-Agar mit Amigj falls
notig mit X-Gal, ausplattiert.

7.2.9.3 Herstellung chemokompetenterE. coli-Zellen

Zur Herstellung chemokompetentér coliZellen wurden 200 ml dYT-Medium mit 2 ml
Ubernachtkultur des Stammes TOP10 versetzt undniene Schikanekolben bei 37°C und
150 rpm bis zu einer Ofgy von 0,6-0,8 geschiittelt. Die Kultur wurde bei 48%€ 10 min bei
4000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10050IimM CaCl2 auf Eis resuspendiert und
erneut mit den gleichen Einstellungen fiir 10 mintatugiert. Dann wurde es in 5 ml 50 mM
CaCl2, 10 % Glycerin resuspendiert. Je 10&urden in Eppendorf-Gefal3en aliquotiert und
dann bei -80°C eingefroren.

7.2.9.4 Transformation chemokompetenterE. coli-Zellen

Zur Transformation von DNA aus Ligations-Ansatzenchemokompetentg. coliZellen
wurden 10 | des Ligationsansatzes mit 50chemokompetenten Zellen versetzt und fur 10
min auf Eis inkubiert. Dann wurde der Ansatz fimih auf 42°C gebracht und anschlie3end
sofort mit 800 | dYT-Medium versetzt. Es erfolgte eine Inkubatitn 30 min bei 37°C auf
dem Schittler bei 150 rpm. Anschliel3end wurden @vea 100 und 200l des Ansatzes auf
Selektivplatten ausplattiert und tber Nacht beiGBiffkubiert.

7.2.9.5 Protoplastierung vonU. maydis

Zur Herstellung vorlJ. maydis- Protoplasten wurden eine Kultur in 50 ml YEP Selilien
bis zu einer Oy von ca. 0,7 gezogen. Diese wurde zentrifugier0Q3em, 10 min, 4°C,
Laborzentrifuge) und das Zellsediment in 25 ml S@Sung resuspendiert. Es wurde erneut
zentrifugiert (3000 rpm, 10 min, 4°C, Laborzentgé) und das Pellet mit 2 mi
SCSNovozym- Losung versetzt. Der Ansatz wurde IB8C2inkubiert, bis ca. 80 % der
Zellen als runde Protoplasten vorlagen (ca. 1@bimin). Die Protoplastierung wurde durch
Zugabe von 10 ml SCS-L6sung gestoppt und die Platgn pelletiert (2300 rpm, 10 min,
4°C, Laborzentrifuge). Das Zellsediment wurde \adrsg nacheinander mit zweimal 10 ml
SCS-Losung und 10 ml STC-L6sung gewaschen und |ewee im vorhergehenden Schritt
zentrifugiert. Die Protoplasten wurden in 500 STC-Losung aufgenommen, auf 50
aliquotiert und im auf -80°C gelagert.

7.2.9.6 Transformation von U. maydisProtoplasten

Zur Transformation voty. maydiswurden zu 50 | Protoplasten-Suspension 500 ng bisgb
lineare oder Plasmid-DNA gegeben. Ebenso wurde ilgveene Kontrolle mit gleichem
Volumen an HO versetzt. Die Ansétze wurden fur 10 min auf Blaibiert und anschlieRend
mit 500 | eiskalter STC/PEG-L6sung vermengt. Durch die Zwgaon PEG werden die
Zellmembranen fir die zugegebene DNA permeabel diede kann in die Protoplasten
aufgenommen werden. Die Gemische wurden weitereml® auf Eis inkubiert und
anschlieend auf Regenerations-Agar ausplattiedt wnter der Sterilbank fir ca. 20 min
getrocknet. Die Platten enthielten als untere $¢hi® ml Regenerations-Agar mit einer
zweifachen Antibiotika-Konzentration (Hygromycin:0@ g/ml, Carboxin 4 g/ml,
Nourseothricin: 300 g/ml) und dariiber 10 ml Regenerations-Agar ohnebdottkum (AB).

So stellt sich in Folge der Diffusion auf der Ol#che des Agars mit der Zeit die Ubliche
Konzentration an AB ein, so dass vorher die Restste den transformierten Protoplasten
zur Auspragung kommen kann. Die Platten wurder2BeC fiir zwei bis finf Tage inkubiert
und gebildete Kolonien auf PD-Agar mit AB vereirtzel
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7.2.9.7 Integration von Vektoren in den genomischen ip-Locs

Der héaufig zur Integration von Vektorkonstruktemgite cbx-Lokus wird so genannt, da er
Carboxinresistenz (CbxR) nach Integration speziellektoren vermittelt. Der cbx-Lokus
wird auch ip-Locus genannt. Diese speziellen Vekiotragen ein Carboxinresistenz
vermittelndes Allel des ip-Gens. Carboxin ist eimngizid, das die Eisen-Schwefel-
Untereinheit der Succinat-Dehydrogenase inhibi2ass vektorkodierte IP-Protein wird nicht
durch das Fungizid inhibiert und vermittelt dadudit Carboxinresistenz. Der Vektor kann
durch Sspl in dem ip-Allel linearisiert werden umthch der Transformation durch
ortsspezifische, homologe Rekombination in den geschen ip-Lokus integrieren. Der ip-
Lokus wird durch die Integration des Vektors vengelp

7.2.10 Proteinbiochemische Methoden

7.2.10.1Praparation und Konzentrationsbestimmung von Gesanyirotein aus
Zelllinien

Zum Protease-Schutz wurde eine ,Complete, Mini, BBree“-Tablette (Roche
Diagnostics, Penzberg) mit 20 pg/ml Pancreasextrakiig/ml Chymotrypsin, 0,5 ug/ml
Thermolysin, 20 pg/ml Trypsin und 330 pg/ml Papam RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich,
Schnelldorf) aufgeldst.

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteineurden diese als Zellaufschluss
mittels RIPA-Puffer komplett aufgetragen.Zu dieséweck wurden die Lysate zun&chst auf
Eis homogenisiert und anschlielBend zentrifugierim{d, 12000 x g, 4 °C), um unlésliche
Zellbestandteile zu entfernen. Der Uberstand wimdgppendorf-ReaktionsgefaRe tberfiihrt
und diese erneut fir 10 min bei 12000 x g zentigg Der Uberstand wurde bei -80 C
gelagert oder direkt in einer SDS-Polyacrylamidgddieophorese eingesetzt.

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode {radford, 1976)) mit Hilfe des
Roti -Nanoquant Protein Assays (Firma ROTH, Karlsruhestimmt. Der im Protein-Assay
enthaltene Farbstoff andert sein Absorptionsveghaltbei 595 nm linear zur
Proteinkonzentration im Reaktionsansatz. Durch WMitén einer BSA-Eichreihe (BSA
Fraktion V) (0/ 1,0/ 1,5/ 2,0/ 2,5/ 3,0/ 4,0/ 5,0gnBSA) bei jeder Messung kann die
Proteinkonzentration aus der Eichgeraden intergoli@rden. Das zu messende Zelllysat
wurde verdinnt (1:500 und 1:1000) und 50 ul derdidanung in eine flachbddige 96-Loch-
Mikrotiterplatte (Greiner, Nurtingen) pipettiert. bBnso wurde mit der BSA-Eichreihe
verfahren. Der Roti-Nanoquant - Farbstoff wurde 1:1,75 (z.B. 2 ml ReNManoquant + 3,5
ml H,O) mit H,O verdinnt und jeweils 200 pl mit der Proteinléswegmischt. Die Messung
der Extinktion erfolgte nach mindestens 5 min Inkidn bei Raumtemperatur in einem
»recan Saphir Plate Reader” bei 595 nm. Es wurddarpbe zwei Messungen durchgefiihrt
und die Werte gemittelt.

7.2.10.2Praparation und Konzentrationsbestimmung von Protenen auskE.coli
s. Tam1-Uberexpression und Aufreinigung

7.2.10.3SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Protein@chmihrem Molekulargewicht wurde
eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGEN Laemmli (1970) durchgefihrt.
Es wurde das Mini-Protean-System Il der Firma Blovarwendet. Die Gele bestanden aus
Trnn- und Sammelgel und wurden nach den vom Hést@mpfohlenen Richtlinien
prapariert,Die SDS-PAGE wurde unter denaturierended reduzierenden Bedingungen
durchgefuhrt. Die Proben wurden im Verhaltnis 5:it Safach konzentriertem Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 95°C gekocht. Die ElektrapBe erfolgte bei der konstanten
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Spannung von 120 V (Sammelgel) bzw. 180 V (Trenngds GréRRenstandard diente der
~Prestained-Molecular-Weight-Standard“ der Firmankentas.

7.2.11 Untersuchung vonU. maydisund S. reilinanum

7.2.11.1Infektion von Maispflanzen und Isolierung haploider Nachkommen

Zur Erzeugung von haploiden Nachkommen und zum dessPathogenitéat vod. maydis—
und S. reilianumStammen wurden im Gewé&chshaus angezogene, 7 Ttagdaspflanzen
des Typs Early Golden Bantam im Fall idnmaydisund des Typs Gaspe Flint im Fall von
S. reilianuminfiziert. Hierzu wurden 50 ml UNK auf YEPS-Mediuabzentrifugiert (2500
rpm, 10 min, RT, Laborzentrifuge), mit 50 ml Wasgemwaschen und das Pellet in Wasser
resuspendiert, dass sich eine OD von 2 ergab. Ramde eine 1:1-Mischung kompetenter
Kreuzungspartner hergestellt und je etwa 200 pcliweine Spritze in den Stangel der
Pflanzen injiziert. Die Pflanzen konnten nach 7-Idgen im Fall vonU. maydis auf
Chlorose, Anthocyan- und Tumorbildung und im FatinvS. reilianum auf blattartige
Strukturen und Sori im Bereich der Kolben untersueverden. Zur Kontrolle der
Pathogenitat wurden die Experimente aus statigiscBrinden an mehreren Pflanzen
durchgefihrt. Nach der Bildung von Tumoren an defizierten Maispflanzen konnten
daraus Sporen geerntet und auf YEPS-Agar ausptattezden. Nach 2-4 tagiger Inkubation
bei 28°C wurden Mikrokolonien gepickt und auf YEP&stmedium weiter vereinzelt.

7.2.11.2Infektion von Hirsepflanzen

Um Gene zu analysieren, die eine Rolle in der Wjgifitat vonS. reilianumspielen
konnten, wurde Hirse mit beidéh reilianumVarietaten inokuliert. Die UNK erfolgte in 50
ml PD-Medium und wurde mit 2500 rpm fir 10 min atzéugiert. Dann wurde das Pellet
mit Wasser resuspendiert, so dass sich eine OD2vergab. 14-Tage alte Hirse-Pflanzen
wurden mittels Nadelinjektion inokuliert, so dasasdnnerste Blatt infiziert wurde. Die
Pflanzen wurden 3-4 Monate im Gewé&chshaus wachslessgn.

7.2.11.3Test des Kreuzungsverhaltens auf PD-Charcoal-Agar

Um die Zellfusion und die anschlieRende Filamedtinly von kompatiblen
Kreuzungspartnern zu untersuchen, kénnen Mischungeschiedenet). maydisStamme
auf Charcoal-PD-Agar angezogen werden. Bei Komlanatzweier kompatibler
Kreuzungspartner kann der Ubergang zum filament®achstum in Form eines weilen
Mycels beobachtet werden (Day and Anagnostakis, 1Y197Nicht kompatible
Kreuzungspartner wachsen weiter hefeartig und bilsie Kolonien mit glatter Oberflache
aus. Zur Identifikation des Kreuzungsverhaltenggih maydisStammes wurde eine UNK
dieses Stammes mit der eines kompatiblen Kreuzangys im Verhaltnis 1:1 gemischt
und 5-10 | jeder Kombination auf Charcoal-PD-Agar aufgettogfombinationen der
Wildtypen untereinander dienten als Kontrollen. Nagkubation fiir 2 Tage bei 22°C liel3en
sich die Kreuzungen auswerten.

Im Fall vonS. reilianum(Maisisolat, SRM) wurde ebenfalls PD-Charcoal-Agarwendet.
Jedoch konnte hier kein weil3es Mycel beobachtetleverStatt dessen konnte man bei einer
kompatiblen Paarungsreaktion eine Braunfarbung dsdbn.

Im Fall von S. reilianum(Hirseisolat, SRH) war die Paarungsreaktion n&hteindeutig.
Mittels Binokular konnten Filamente bei kompatibRaarungsreaktion auf PD-Charcoal-
Agar und auf Wasser-Agar sichtbar gemacht werden.
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7.2.11.4Mikroskopie

Fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse vdn maydis und S. reilianumkam ein
Fluoreszenzmikroskop des Typs Axioskop 2 (Firma&erum Einsatz. Fiur die Mikroskopie
wurden 5 | einer frischen UNK auf einen mit 1,5 % Agarosesdigchteten Objekttrager
aufgetropft und dieser mit einem Deckglas verselsa.Mikroskopie erfolgte unter DIC-
Belichtung oder mittels Epifluoreszenz. Hierbei dem folgende Filtersatze verwendet:
DAPI (Anregung: 365 nm, Farbteiler: 395 nm, Emissis397 nm), FITC (Anregung: 450-
490 nm, Farbteiler: 510 nm, Emission: 515-565 nRhodamin (Anregung: 546 nm,
Farbteiler: 580 nm, Emission: >590 nm). Die mikmysischen Aufnahmen wurden Uber das
Programm MetaMorph (Version 6.2r6) erstellt. Es daueine CoolSNAP-HQ CCD Kamera
(Photometrics) verwendet.

7.2.11.5Farbungen

Farbung mit Calcofluor (U. maydisund S. reilianum)

Das zur mikroskopischen Analyse vorgesehene Blatte fur die Mikroskopie prépariert.
Das Blattpraparat wurde kurz in H20 eingetaucht ansichlie3end 30 sec bis 1 min in die
Calcofluor-Féarbelésung gelegt. Danach wurde daspdPe&d nochmals kurz in J@
eingetaucht und anschliel3end mikroskopiert.

Calcofluor-Stammlodsung:

10 mg/ml Fluorescent Brightener 28 (Sigma) in DMSGgerung: dunkel bei -20°C
Calcofluor-Farbeldsung:

1:100 Verdinnung der Stammlésung inCHoder 0,2 M Tris pH 8. Sollte taglich frisch
angesetzt werden. Vor Lichteinstrahlung schiitzen.

Farbung mit Chlorazole Black E Farbung . maydig

Praparierte Blattteile wurden Uber Nacht in Ethagelegt. Zur Permeabilisierung der
pflanzlichen Zellwande wurden die Préparate miratestvier Stunden bei 95 °C in 10%
KOH behandelt, mit Wasser gewaschen und Uber Naeh60°C in Chlorazole Black E
Farbelbsung inkubiert. Anschliel3end wurde in 50%c&ilol entfarbt.

Chlorazole Black E Farbeldsung:

0,03% Chlorazole Black E in einer 1:1:1 Losung Alasser, Milchsaure und Glycerol.

Der Farbstoff wurde in Wasser geldst, anschlie®éichsédure und Glycerol zugegeben.

Farbung mit WGA-Alexafluor/Propidiumiodid-Farbung

Um detailliertin planta—Mikroskopie mit dem Konfokal-Mikroskop durchzufiém, wurde
eine gleichzeitige Farbung mit WGA-Alexafluor undopidiumiodid durchgefihrt. Dazu
wurden zu analysierende Blattabschnitte G. N. imako! entfarbt. Dann wurden diese mit
10% KOH behandelt. Die Inkubation erfolgte fur mestens 2 Tage bei 60 °C. Dann wurde
das KOH mit 1 x PBS (pH 7,4) ersetzt. Die Farbeh@swurde frisch wie folgt angesetzt. 20
pg/ml Propidiumiodid, 10 pg/ml WGA (Wheat Germ Agghin)-AF(Alexa fuor), 0,02 %
Tween 20 in 1 x PBS (pH 7,4).

7.2.12 UV-Mutagenese und Komplementation

In zwei unabh&ngigen Experimenten wurdénmaydis521-Zellen (8 x 1®pro Platte) auf
insgesamt 400 Trp-Agarplatten (ohne Tween 80) d@xd#ggen und einer UV-Dosis von 55-65
mJ/ cnf ausgesetzt, die einer Sterberate von ungefahr lerfsprach. Wobei der
~Stratalinker-UV cross linker* (Stratagene, Heid=sig) eingesetzt wurde. Die Platten wurden
bei 28°C im Dunkeln fir 12 Tage inkubiert und nacblonien mit weil3er, gelber ode
schwarzer Koloniefarbe durchsucht. Ausgewahlte Kielo wurden auf Trp-Agar-Platten
ausgstrichen und eine einzelne Kolonie wurde fig weitere Analyse ausgewahlt. Die
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Koloniefarbe der erhaltenen Mutanten wurde mit dedes Ausgangsstammes nach einem
Wachstum von 7 Tagen auf Trp-Platten bei 28°C imk&in verglichen. Mutanten, die eine
Koloniefarbe aufwiesen, die sich von der des Wpdtynterschieden, wurden aufbewabhrt.
Fur die Komplementation wurden Protoplasten vorgawsihlten Mutanten hergestellt, die
mit einer genomischen Bank (8kb-Fragmente, F. Kaita J. Kadmper und R. Kahmann,
unverdffentlicht) vonU. maydisWildtyp-Stamm 521 verglichen, die auf dem autonom
replizierenden Plasmid pNEBUH (G. Weinzierl, unvéeitlicht) basierte. Jene Ubertragt
Resistenz gegen das Antibiotikum Hygromycin. Transierte Protoplasten wurden auf Trp-
Agar bei 28°C im Dunkeln regeneriert,die 1M Sorbitcnd 150 pg/ml Hygromycin
enthielten. Transformanten mit wiedererlangter Rigtiormationskapazitat wurden auf Trp-
Platten (mit 150 pg/ml Hygromycin) ausgstrichen @ite einzelne Kolonie wurde genutzt,
um Total-DNA nach dem Protokoll von Schy&chulz et al., 1990) zu praparieren. Total-
DNA wurde fur mind. 20 min auf einem Nitrozellulditer (0,025 um, Millipore) gegen 10
% Glycerol dialysiert und fur Transformation vorldrokompetenten E. coli-Zellen benutzt.
Die Plasmide von diesen Ampicillin-resistenten Bfanmanten wurden isoliert und mittels
Restriktionsenzym Pvull analysiert. Plasmide mitteuschiedlichen Restriktionsmustern
wurden zum Sequenzieren an das Max-Planck-Institut Pflanzenziichtung, Koin,
Deutschland geschickt.

7.2.13 Pigmentinduktion

Zur Induktion der Pigmentbildung iN. furfur wurde ein Minimalagar verwendet, der um
Vitamine, Spurenelemente, Elektrolyte und Kohlermhye& reduziert wurde und nur aus einer
Kohlenstoffquelle und einer Stickstoffquelle, n&hli Tryptophan bestand. Als
Kohlenstoffquelle wurde fuM. furfur Tween 80 angeboten, da dieser Pilz nur Fette als
Kohlenstoffquelle verwerten kann.

Zur Induktion der Pigmentbildung id. maydiswurde ein Minimalagar verwendet, dem als
Kohlenstoffquelle Glukose und als Stickstoffquéllg/ptophan angeboten wurde. Um eine
bessere Sekretion in den Agar und auch eine beS&mgleichbarkeit zu gewahrleisten,
wurde auch hier Tween 80 zugesetzt. Tween 80 dchdimm Oberflachenspannung
herabzusetzen.

Zusammensetzung des Pigment-Agars fuvl. furfur (auf 100 ml):
0,3 g Tryptophan (Min 98%, Sigma Ultra)

2 g Agar (Agar Agar reinst, Merck)

3 ml Tween 80 (Tween 80, Sigma )

97 ml O

L-Tryptophan und Tween 80 wurden mit der autoklger auf etwa flnzig Grad
abgekuhlten Mischung aus Agar und Wasser vermigolt je ungefahr 30 ml in sterile
Petrischalen ausgegossen.

Zusammensetzung des Basis-Pigment-Agars flr. maydis(auf 100 ml):
0,3 g Tryptophan (Min 98%, Sigma Ultra)

2 g Agar (Agar Agar reinst, Merck)

1 g Glucose

3 ml Tween 80 (Tween 80, Sigma )

97 ml HO

L-Tryptophan und Tween 80 wurden mit der autoklger auf etwa flnzig Grad
abgekuhlten Mischung aus Agar und Wasser vermisolt je ungefahr 30 ml davon in
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sterile Petrischalen ausgegossen. Die Zusammenggkpnnte je nach Experiment variieren.
So wurde wahlweise statt Trp IP zugesetzt oder bbWip als auch IP. Fur das Experiment
zur Charakterisierung der Sulfitreduktasemutantemrden Substanzen wie Methionin,
Natriumsulfit, Natriumsulfat und Natriumsulfid odéhenylpyruvat zugesetzt.

7.2.14 Pigmentgewinnung und Aufreinigung

7.2.14.1Gewinnung des Rohextraktes auM. furfur

Anzucht vonM. furfur in Flussigkultur ist bisher noch nicht experiméimedglich. Deshalb
wurden 6 Tage auf mDixon-Agar gewachsene Kulturen €BS 1878 mit einem sterilen
Tupfer auf P- Agar ausgestrichen und zwei Wochaeg lzei 32°C im Brutschrank inkubiert.
Nach dieser Zeit ist der vorher transparente Nalebodurch das Pigment dunkelbraun
verfarbt. Im UV-Licht bei 254 und 366 nm zeigenhsaeutliche Fluoreszenzerscheinungen.
Der Inhalt von je 20 Petrischalen wurde mit einedridtstab (Quelle, Firth, FRG) fein
zerkleinert und zur Pigmentextraktion mit Ethylate{Merck) aufgegossen. Nach 48
Stunden wurde das Extrakt tber Glaswolle abfiltriexd mit Aqua dest. aufgegossen und
ausgeschuttelt. Uber einen Scheidetrichter konmtesi Phasen getrennt werden, die obere
Ethylacetat-Phase und die untere Wasserphase, dah mgarreste enthalt. Diese
Vorreinigung des Rohextraktes ermoglichte eine dxes3rennung Uber die anschlie3end
durchgefihrte Saulenchromatographie. Nach Trockndeg oberen Phase Uber einen
Rotationsverdampfer wurde das hochviskose Pignmeetiwva 4 ml Methanol aufgenommen.

7.2.14.2Gewinnung des Rohextraktes aub). maydisund aus sterilen Kontrollplatten

Generell wurden didJ. maydisStamme in YEPS-light-Medium auf eine @pvon 1,0
vorkultiviert und per Zentrifugation und Resuspensin Wasser auf eine QB von 3,0
eingestellt. Mit Ausnahme der sterilen Kontrollptsit wurden alle Platten mit 500 pl der
aufkonzentrierten Zellen gleichmafiig beimpft.

Fir die Experimente, bei denen die Pigmentprodoktiacder U. maydis
Aminotransferasemutanten und die der sterilen Kidiptatten analysiert wurde, wurden die
Pigmente aus 35 Agar-Platten (Agar (20 g/l; MerDlarmstadt, Germany), Glucose (50
mM), Tween 80 (3% v/v), und entweder Trp (15 mMjpRgar); IP (3 mM) (IP agar); oder
IP (3 mM) und Trp (15 mM) (IP + Trp agar) extrahidfur die Experimente, bei denen die
Sulfitreduktase-Mutanten analysiert wurden, wurdke Pigmente von jeweils funf Trp-
Agar-Platten extrahiert, mit oder ohne 1.3 mM Metn (Met). Alle Platten wurden im
Dunkeln bei 28°C flr drei Tage inkubiert. Der Inhadn diesen Petrischalen wurde dann mit
einem Pdurierstab (Quelle, Furth, FRG) fein zerldeinund zur Pigmentextraktion mit
Ethylacetat (Merck) aufgegossen. Dieser Vorgangdensolange wiederholt, bis es zu einem
Aquilibrium in der Pigmentkonzentration zwischenakgind Ethylacetat kam. Dann wurde
das Extrakt Uber Glaswolle abfiltriert und mit Aqdast. aufgegossen und ausgeschittelt.
Uber einen Scheidetrichter konnten zwei Phaseregetrwerden, die obere Ethylacetat-
Phase und die untere Wasserphase, die noch Agarethielt. Diese Vorreinigung des
Rohextraktes ermdglichte eine bessere Trennung dberanschlielend durchgefuhrte
Saulenchromatographie. Nach Trocknung der oberasdPtiber einen Rotationsverdampfer
wurde das hochviskose Pigment in etwa 4 ml Methaotgenommen.

7.2.14.3Séaulenchromatographie

Lipophiles Sephadex LH 20 (PorengrofR3e 25 — 16Q Sigma) ist ein hydroxyproliertes
Derivat des Sephadex G-25 (Pharmacia, Uppsala, &t#ny. Uber eine Mitteldruck-
Saulenchromatographie mittels MeOH als Elutionghitturde das Rohextrakt im Falle von
M. furfur unter UV-Licht (Desaga-GmbH, Heidelberg, Type 131Rin einzelne Fraktionen
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aufgetrennt. Fir die Experimente zur Charakteusigrder Sulfitreduktase-Mutanten wurden
die Rohextrakte mittels einer Sephadex LH-20-S&0ecm x 1.5 cm) nur vom Tween 80
befreit, nicht aber fraktioniert. Fur die Experinen zur Charakterisierung der
Aminotransferase-Mutanten und der sterilen KordRddtten hingegen wurden die
Rohextrakte mit einer Sephadex LH-20-Saule (60 amf3fraktioniert. In letzterem Fall
wurden stetig 200 ml Eluat pro Fraktion aufgefangeamabéngig von der Fluoreszenz. Die
durch die Saulenchromatographie gewonnenen Fraktionvurden dann mit dem
Rotationsverdampfer (Heidolph, Schwalbach) einggdfam

Nach Aufbringen des Rohextraktes wurde eine FlasheB(Schott Duran, 1000 ml)
aufgesetzt, mit Methanol gefullt und Druck UberesirGummiball aufgebaut. Die Laufzeit
der Saule betrug etwa 130 min bei einem FluR vod@anl/min und einem Elutionsvolumen
von 2500 ml.

Die in getrennten GlasgefalRen aufgefangenen Frekiio wurden mit einem
Rotationsverdampfer getrocknet und in etwa 2,5 ratidnol aufgenommen.

Sephadex LH 20 wurde regelmé&Rig regeneriert, uiminelerte Trenneigenschaften durch
Verschmutzung des Gels zu reduzieren. Dabei wurddolgt verfahren:

Nach durchgefiihrter Chromatographie bleibt das &dgh auf der Sdule. Nach Einsickern
von ca 1 ml 2 N HCI wird die Saule mit Methanol g6, bis ein pH von 7 erreicht ist.

7.2.14.4Dunnschichtchromatographie

Die durch die Gelpermeationschromatographie aus Rehextrakt gewonnenen Fraktionen
wurden durch Dunnschichtchromatographie mit DCtBhatKieselgel 60 (Merck) weiter
aufgetrennt. Die Substanzen wurden unter Verwendemgs CAMAG Linomat V
aufgetragen und mit dem Laufmittel Toluol-EthylfoatAmeisensaure im Verhaltnis 10:5:3
entwickelt.

(Laufkammern: Desaga, Heidelberg; Filterpapier: 20 20 cm, CAMAG, Berlin,
Deutschland)

Einstellung des Linomaten zur analytischen Trenmierg-raktionen:
Plattenbreite 200 mm

Bandbreite 10 mm

Auftragsgeschwindigkeit 7 sed/

Startposition horizontal 10mm

Startposition vertikal 20 mm

Zwischenraum 7 mm

Aufzutragendes Volumen 20

Druck Hauptventil: 100 bar

Druck Reduzierventil: 5 bar

Die Charakterisierung der einzelnen Fraktionen |lgiéolber die Beschreibung der DC-
Platten im sichtbaren Licht und UV-Licht bei 254duB66 nm sowie der Rf-Werte (Quotient
aus der Entfernung einer Substanz vom StartpurkkLanfmittelstrecke).

Weiterhin  wurden die Platten im sichtbaren und imV-Ucht mit einem
Photodokumentationssystem (CAMAG, Berlin) fotogeafi Damit konnten fluoreszierende
Metabolite bei den definierten Wellenlangen 254umd 366 nm visualisiert werden.

7.2.14.5EI-MS-Spektroskopie (Peter Spiteller, Miinchen)

EI-MS-Spektra wurden mit einem Thermo-Electron-D@@Qstin, Texas, USA) ermittelt, die
mit einer direkten Insertions-Sonde (EI bei 70°a@u3$gestattet war.

LC-HR-ESI-MS und LC-HR-ESI-MS/MS-Spektra wurden n@inem Thermo-Scientific-
LTQ-Orbitrap-Massenspektrometer (Austin, Texas, Y&dnittelt.
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Das Spektrometer wurde im Positiv-Modus einges€tziSpectrum s-1; Massenbereich:
50- 1000 mit einem nominalen Massenauflosungsvermogen 60000 in m/z = 400 mit
einer Scan-rate von 1 Hz) mit automatischer Vekstégsregelung, um hoch-préazise Massen-
Messungen mit nur 2 ppm Abweichung zu erzielen.Ubafurde Polydimethyl-Cyclo-
Siloxan ([(CH3)2Si0]6, m/z = 445.120025) als ine@perrmasse eingesetzt.

Das Spektrometer war mit einem Dionex-HPLC-Systetirate-3000, welcher aus einer
Pumpe, einem UV-Detektor (= 254 nm), einem Flowmanager und einem Autosampler
(Injektionsvolumen 0,5 pl, Idstein, Deutschland)ickstoff wurde als Schutzgas eingesetzt
(6 arbitrare Einheiten) und Helium diente als Katinsgas. Die Auftrennungen wurden mit
einer Gemini C-18-Saule (Phenomenex, AschaffenbDeytschland; 3u, 0,3*150 mm)
durchgefuhrt, wobei folgendes Gradienten-Progranmgewaandt wurde: 2 min bei 89.9%
H,O / 10% MeCN / 0.1% HCM, dann innerhalb von 8 min linear zu 99.9%3sCN / 0.1%
HCO,H, dann 10 min bei 99.9% GBN / 0.1% HCGH, Flussrate: 4 ul mih

Die Substanzen PCit, PyA, MI, MA und PitC in steriFlissigkltur wurden durch Vergleich
der spektroskopischen Daten mit publizierten Daentifiziert (Brenner et al., 1988;
Mayser et al., 2002; Irlinger et al., 2004; Irlimge al., 2005).

PCit: Gelber Feststoff. 1H NMR (500 MHz, CD30D, 2Ry = 7.2%#7.33 (m, 3 H, H-6,
H-5°, H-6"), 7.497.52 (m, 1 H, H-7"), 7.60 (dd, 3JHH = 8.1 Hz, 3JH®.2 Hz, H-7), 7.72
(d, 1 H, 3JHH = 8.2 Hz, H-8), 8.24 (d, 1 H, 3JHH 8 Hz, H-5), 8.28 (d, 1 H, 3JHH =5.0
Hz, H-4), 8.52 (d, 1 H, 3JHH = 5.0 Hz, H-3), 88%2 (m, 1 H, H-4"), 9.05 (s, 1 H, H-2").
EI-MS: m/z (%) = 311 (67) [M]+, 294 (100) [M — NH8] 282 (52), 255 (6), 166 (12), 155
(34), 144 (32), 127 (6), 116 (18), 89 (10).

PyA: Roter Feststoff. 1H NMR (500 MHz, CD30D, 297:K = 6.65 (dd, 1 H, 3JHH = 7.3
Hz, 3JHH = 8.0 Hz, H-5), 6.86 (d, 1 H, 3JHH = 8.9, H-4), 7.02 (dd, 1 H, 3JHH = 7.3 Hz,
3JHH = 8.0 Hz, H-6), 7.37 (d, 1 H, 3JHH = 8.0 H2/H 7.85 (s, 1 H, H-2). EI-MS: m/z (%)
= 328 (96) [M]+, 300 (3) [M — COJ+, 284 (7) [M — @D+, 256 (100) [M — CO — CO2]+, 227
(14), 200 (10), 150 (6), 144 (20), 128 (14), 118)(101 (12).

MI: Gelber Feststoff. 1H NMR (500 MHz, CD30D, 29%:K = 2.93 (dd, 1 H, 2JHH = 16.0
Hz, 3JHH = 10.9 Hz, H-1), 3.53 (d, 1 H, 3JHH = 1619, H-1), 4.58 (d, 1H, 3JHH = 10.9
Hz, H-2), 5.31 (s, 1H, H-5), 6.65 (s, 1 H, H-2")9% (dd, 1 H, 3JHH = 7.2 Hz, 3JHH = 7.9
Hz, H-57), 7.01 (dd, 1 H, 3JHH = 7.0 Hz, 3JHH = A8, H-9), 7.09-7.14 (m, 2 H, H-6", H-
8), 7.31-7.33 (m, 2 H, H-6", H-7), 7.47 (d, 1 HHBJ= 7.9 Hz, H-10), 7.68 (d, 1 H, 3JHH =
7.9 Hz, H-4").

LC-HR-ESI-MS: m/z = 360.1343 [M + H]+, berechnet {f21H18N303 360.1348.

MA: Gelber Feststoff. 1H NMR (500 MHz, CD30D, 29%:K = 7.10 (dd, 1 H, 3JHH = 6.7
Hz, 3JHH = 7.7 Hz, H-8), 7.21 (dd, 1 H, 3JHH = A4, 3JHH = 7.7 Hz, H-2), 7.37.43
(m, 2 H, H-3, H-9), 7.47 (d, 1 H, 3JHH = 7.7 Hz 18}, 7.53 (d, 1 H, 3JHH = 8.0 Hz, H-4),
8.15(d, 1 H, 3JHH = 7.7 Hz, H-1), 8.39 (s, 1 H1B) 8.59 (d, 1 H, 3JHH = 6.7 Hz, H-7).
LC-HR-ESI-MS: m/z = 329.0919 [M + H]+, berechnet {f20H13N203 329.0926.

PitC: Roter Feststoff. LC-HR-ESI-MS: m/z = 526.139¥ + H]+, berechnet fur
C32H20N305 526.1403.

7.2.14.6LC-ESI-MS-Spektroskopie (Peter Karlovsky, Gottingen

Die Fraktionen gewonnen aus den sterilen Kontraitph, den Sulfitreduktasemutanten und
den Transaminasemutanten (2.3.2.3) wurden von Retdovsky und Mitarbeitern (GAU
Gottingen) wie folgt weiter analysiert. Nachweisr deereits bekannten Substanzen PCit,
PyA, PyB, PyC in Fraktionen mittels LC-MS LC-ESI-M$d LC-ESI-MS/MS wurde
mittels Varian-System durchgefuhrt, welches ausiziM@mpen, einem Entgaser, einem
Autosampler, einem Dioden-Array-Detektor und einéddulenofen bestand (Varian,
Darmstadt, Germany). Die Analyten wurden auf eipetar modifizierten RP-18-Saule
(Synergi Fusion RP 80A column; 4 um, 100 mm x 2 midn Phenomenex, Aschaffenburg,
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Germany) aufgtrennt. Die Saule wurde konstant 83€C4gehalten. Die Flussrate wurde auf
0.2 ml/min, das Injektionsvolumen war 10 pl. Lossmgftel A war Wasser mit 7 mM
Essigsaure, Losungsmittel B war MeOH mit 7 mM Essige. Die Proben wurden wie folgt
in einem binaren Gradienten aufgetrenatl @nin 10% B, 121 min 10 98% B, gefolgt von
Wasch- und Aquilibrationsschritten. Die Dioden-Aretektion wurde im Bereich von
200- 500 nm mit einem Detektor ausgefuhrt, der dem mdgbhden Massenspektrometer
vorgeschaltet war. Fur die MS-Detektion wurde eiarigh 1200 Dreifach-Quadrupol mit
positivem und negativem ESI benutzt (Varian, DaadstDeutschland). Die Temperatur war
200°C and der Gasfluss war 20 psi. Nadel-, Absalmgs- und Kapillarspannung waren
- 3500/ - 600/ - 40 Volt fur negativen ESI, and 5000/ 250/ 80 vdtis positiven ESI. Die
Fragmentation wurde in einer Kollisionszelle mitgAngas durchgefiihrt. Systemkontrolle
wurde mittels Varian MS Workstation 6.5 (Varian,ratadt, Germany) gewahrleistet. Die
quantitative Bestimmung wurde in einem “single tesc monitoring” (SRM) fur PitB and
PitC, und in einem “multiple reaction monitoringVIRM) fur PyA and PCit durchgfuhrt.

Die Substanzen PCit, PyA, PitC and PitB wurden kiwergleich der spektroskopischen
Daten (s. u.) mit publizierten Daten und durch W& mit authentischen Proben bestimmt
(Brenner et al., 1988; Mayser et al., 2002; Irlingeal., 2004; Irlinger et al., 2005).

PCit: UV-Vis (MeOH/HO): | = 315, 389 nm. LC-ESI-MS: Rt = 20.3 min, m/z = 302+
H]+. LC-ESI-MS/MS (parent ion m/z = 312): m/z = 18 + H - indole]+, 167 [M + H-
indole-3-carbaldehyde]+.

PyA: UV-Vis (MeOH/H,0): | =277, 389, 462 nm. LC-ESI-MS: Rt = 18.3 min, m/327
[M - H]-. LC-ESI-MS/MS (parent ion m/z = 327): m/z = 283 fMCO2H}, 255 [M -
CO2H- CO}-.

PitC: UV-Vis (MeOH/HO): | = 277, 323, 394, 462 nm. LC-ESI-MS: Rt = 16.5 nmimiz =
524 [M - H]-. LC-ESI-MS/MS (parent ion m/z = 524): m/z = 480 fMCO2H} , 452 [M-
CO2H- CO}-.

PitB: UV-Vis (MeOH/H0): | = 277, 446 nm. LC-ESI-MS: Rt = 15.2 min, m/z = BB -

H]- . LC-ESI-MS/MS (parent ion m/z = 523): m/z = 479.

Die Substanz Chrompyrrolsaure wurde in zusammehgeifii Fraktionen der sterilen
Platten, die Trp und IP enthielten, durch LC-ESI/MS-Fragmentation des Parentalions [M
- H+]— mit m/z 384 zum Fragment-lon m/z 340 [M - £J© und m/z 296 [M - 2CO2]-
nachgewiesen; unter den oben genannten Bedingungeeiner Retentionszeit von 17.12
min entsprechend der Literatur (Nishizawa et &06).

6-Formylindol[3,2-b]carbazol wurde in zusammengtéhrFraktionen identifiziert, die Trp
und IP enthielten durch LC-ESI-MS/MS-Fragmentatdes Parental-lons [M + H+]+ mit
m/z 285 zum Fragment-lon 255 [M - CHOH + H+]+ unden oben genannten Bedingungen
mit einer Retentionszeit von 22.5 min entsprechagrd_iteratur (Fritsche et al., 2007).

7.2.15 Fitterungsexperimente

Die U. maydisStamme, die auf Indolpyruvat-, Phenylalanin-, OMBAoder
Methioninbildung Uberpruft werden sollten, wurdendM-Medium fir 24 Stunden bei 28°C
vorkultiviert und dann bei 13000 rpm fur 2 min z#fagiert. Die Zell-Pellets wurden so in
sterilem Wasser resuspendiert, dass sie rechnaigatine Olgyo von 3.0 gebracht wurden.
100 pl dieser Zellsuspensionen wurden zu jeweitd &M-Trp-Medium (Trp-Konz.: 5 mM)
hinzugefiigt, so dass sich eine Start-¢gdDon 0,1 ergab. Je nach Experiment enthielt das
CM-Trp-Medium 1 mM Phenylpyruvat (PPy), 1 mM 2-Oxatgrat (2-OG), oder 1 mM Oxo-
Methylthiobutyrat (OMBA). Die Kulturen wurden firdlh bei 28°C geschuttelt und wie
oben beschrieben abzentrifugiert. 1 ml des Kultarstandes wurde in ein 2 ml-
Mikrozentrifugenréhrchen Uberfiihrt und dann mitl J0HCI angeséuert. Zur Extraktion der
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Substanzen wurde 750 pl EtOAc hinzugesetzt, wob@ndiich gevortext wurde und ein
weiterer Zentrifugationsschritt folgte. 500 pl de&tOAc-Phase wurde in ein frisches
Mikrozentrifugenréhrchen Uberfihrt und fir 30 mmainer beheizten SpeedVac (UniEqip)
eingedampft. Zur Indolpyruvat- und Phenylalanin-slesy wurden die Proben in einer
wassrigen 20% (v/v) Acetonitril-Loésung (angesaumit 0,1% w/v Trifluor-Essigsaure)

aufgenommen und mittels Probengefald und automatisétrobenaufnenmer auf die HPLC
(Beckman Gold) aufgebracht.

7.2.16 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die aus den Futterungsexperimenten (7.2.15) undesieymaktivitatsexperimenten (7.2.19)
gewonnenen Proben wurden dber die ,C18 Ultrasplaiemn® (5 pum, 4.6 x 250 mm,
Beckman) laufen gelassen, wobei folgendes Elutimggpmm angelegt wurde: zunachst
20% (v/v) Acetonitril, 0,1% Trifluoressigséure inaaser fur 10 min, gefolgt von einem
linearen Gradienten von 20 bis 40 % (v/v) Acetdni®.1% Trifluoressigsaure fir 20 min bei
einer Flussrate von 1 ml/min.

Obwohl die héchste Absorption von IPA bei einer Mtdbnge von 220 nm beobachtet
wurde, wurde die Absorption bei 260 nm gemessendamGehalt an IPA mit dem Gehalt
an Phe besser vergleichbar zu machen. IPA elueit@5.8 bis 26.2 min, wahrend Phe bei
4.0 to 4.2 min eluierte. Die Peak-Fachen wurdeegmért, und die Absorptionseinheiten
wurden als % des Wildtyp-Mittelwerts berechnet. iDueabhéangige Proben wurden pro
Experiment analysiert. Die IPA-Identitat wurde imerdleich zum Standard und durch
~Spiken“ (Zugabe von unterschiedlichen Konzentratio des Standards zur selben Probe)
kontrolliert. Die Phe-ldentitdt wurde im Folgendeon Peter Karlovsky und Mitarbeitern
(Gottingen) durch MS/MS-Analyse nach der Lésemittelampfung verifiziert. Die Proben
wurden wieder in der mobilen Phase gel6st und areaty wobei dieselben Bedingungen wie
fur Met angewendet wurden (s. unten). Die Retesteit war 3.5 min. Die MS/MS
Detektion wurde im Positiv-Modus durchgefuhrt, woldie Transition 166>120 als
Quantifizierer und die Transition 166>103 als Qiigérer genutzt wurde.

Zur Analyse der Met-Konzentration wurden die Probien Niedrig-pH-Puffer (0,1%
Ameisensaure) geldst, um vollstandige Solvatisigran gewahrleisten und filtriert. Eine
Auftrennung von einer 10-pl- Probe wurde auf eirHC-HILIC Zwitterionen-Saule
(100*2.1 mm, 3.5 u, Sequant, Umea, Sweden) untdrasen Bedingungen mit pH- und
Temperaturkontrolle (Acetonitril/Ammonium-AcetatO(2nM, pH 6.5), 80/20; 40°C) und
einer Flussrate von 0,1 ml/min errreicht. Met afigemit einer Retentionszeit von 4,9 min.
MS/MS-Detektion wurde im Positiv-Modus durchgefiihwvbbei die Transition 150>104 als
Quantifizierer und die Transition 150>133 als Qiigérer eingesetzt wurde.

7.2.17 Komplementation von 521sirl *°***%%° durch Phenylpyruvat

Um die Komplementation von 521siri®*4® mit Phenylpyruvat zu testen, wurde eine

UNK von 521sir1 1914911 20 Mal mit der doppelten Menge an Wasser gevessdann
folgte ein weiterer Waschschritt bei 4°C fur 14mehzu schitteln. Die Zellen wurden in
Wasser resuspendiert und in einer OD von 2 undreMelumen von 1 ml auf Trp-Agar mit
und ohne 1 mM PPy aufgetragen.

7.2.18 Tam1-Uberexpression und Aufreinigung

Die verifizierten Plasmide sowie ein leeres pET Ksintroll-Plasmid wurden in dek.coli-
Stamm Rosetta (DE) pLysS (Novagen, Madison, WI, 8Ahsformiert. Eine UNK (4ml)
von Rosetta (DE) pLysS pET15b-Taml wurde in 300 ¥fi-Medium (100 g ml*
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Ampicillin and 2 g mI* Chloramphenicol) verdiinnt und bei 37 °C geschijtbé$ eine OD
von 0,7 erreicht war. Nach der Zugabe von 0,4 mMAPzum Kulturmedium wurden die
Zellen bei 16 °C fur 2,5 h inkubiert und fur 20 ntoai 4 °C pelletiert. Sie konnten nun bei -
80°C gelagert werden.

Die Aufreinigung 6xHis-markierter Proteine bietetben der hohen Spezifitdt den Vortell,
diese Proteine bei milden Bedingung im neutralenBgreich eluieren zu kénnen. Die
Praparation der zellfreien Extrakte und die TamIrdinigung wurden wie im ,QIA
expressionist handbook® unter Protokoll 9 ,Preparabf clearecE. colilysates under native
conditions” und 12 ,Batch purification of 6xHis-tggd proteins fronE.coli under native
conditions” beschrieben durchgefiihrt. Das im Ehsjouffer befindliche Imidazol wurde in
verschiedenen Konzentrationen (100, 150, 200, 2680600 mM) eingesetzt.
Proteinkonzentrationen wurden wie unter 7.2.10.8cbeeben nach Bradford (Bradford,
1976) bestimmt. Die Identitat des Tam1-Proteinsdgunittels MALDI-TOF MS/MS (Kahnt
et al., 2007) Uberprift.

7.2.19 Taml1-Enzymaktivitdtsexperimente

Um die Funktion von Taml zu Uberprifen, wurden déalde Reaktionsgemische angesetzt:
200 pl Gesamtvolumen beinhalteten 100 mM Tris-HiE 6.7), 250 uM Pyridoxalphosphat,
2 mM Aminogruppenakzeptor (PPy, 2-OG oder OMBA) @hdchM Aminodonor (Trp, Phe
oder Met). Das Taml-Enzym wurde in einer 2 uM Kaonedion eingesetzt. Der
Elutionspuffer ,5* (500 mM Imidazol) diente als Neg/-Kontrolle, um einen Effekt des
Imidazols auszuschliel3en. Wasch- und Elutionsivakin des Rosetta (DE) pLysS pET15b —
Stammes wurden unter allen angewandten Assay-Bewlyey eingesetzt, um einen Effekt
von E. col-Proteinen auszuschlieRen. Letztere zeigten ur@erverwendetet Bedingungen
keine enzymatische Aktivitat. Die Reaktionen wurden 48°C im Zeitraum einer Stunde
ausgefuhrt, durch Schock-Gefrieren in flissigemckStoff gestoppt und bei -20 °C
aufbewabhrt.

Die in den Proben enthaltenen Trp-, IPA- und Phenzéntrationen wurden mittels HPLC
(Beckman Gold) auf einer C18 ultrasphere columnu(®, 4,6 x 250 mm, Beckman)
bestimmt (7.2.16). Folgendes Elutionsprogramm wwadgewandt: 20 % (v/v) Acetonitril,
0,1 % Trifluoressigsaure in Wasser fir 10 min, tgfeon einem linearen Gradienten von
20-40 % Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsaure f fin bei einer Flussrate von 1 ml/min.
Absorption von allen drei Substanzen wurde bei 280gemessen. Trp eluierte bei 5.1-5.3
min, IPA bei 25.8-26.1 min und Phe bei 4.1-4.1 niire Peak-Flachen wurden integriert und
die Absorptions-Einheiten quantifiziert. Es fielfadass eine betrachtliche Menge an IPA
spontan zur Bildung von IAA reagierte. Deshalb veurdie IPA-Konzentration aus der
Summe der IPA- und IAA-Peak-Flachen in Relation z8tandard berechnet. Da IPA zu
einer ganzen Reihe weiterer Komponenten reagistt,die wirkliche Konzentration an
produzierter IPA hoéher als die hier bestimmte. Dip-Konzentrationen wurden berechnet,
indem der Wert der Negtivkontrollexperimente (Vetfssbedingungen 1-5, Abb. 21) auf 2
mM gesetzt wurde. Die Phe- und Met-Konzentrationemirden relativ zu den
Negativkontrollexperimenten 7 bzw. 6 berechnet,civelauf 2 mM gesetzt wurden. Die
Analyse der Met-Konzentration wurde wie unter 72deschrieben durchgefihrt. Jeder
Versuch wurde dreimal ausgefuhrt.
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7.2.20 Untersuchungen an HaCaT-Zellen zur Analyse des Efkés von Indolpyruvat

7.2.20.1Detektion von Interleukin 6 mittels ELISA (enzyme-linked-immunosorbent
assay)

HaCaT-Zellen wurden in 24-Well-Platten zu 100.0@leh/Well im Experiment mit FICZ
bzw. in 96-Well-Platten zu 10.000 Zellen/Well im g&ximent mita-Naphthoflavon §NF)
ausplattiert und dann Uber Nacht im Brutschrankilomért, um Adharenz zu gewahrleisten.
Im Experiment miaNF wurden zwei Platten - eine Platte als ,HaCaTletellestplatte” zur
spateren UV-Bestrahlung (Testplatte) und eine and@latte als ,HaCaT-Zellen-
Kontrollplatte® (Kontrollplatte) verwendet. Am nasfen Tag wurde das Medium durch
Magermedium (DMEM ohne FCS) getauscht, um die Gstimilation zu vermindern. Die
Zellen in den Wells wurden am dritten Tag in Trifdanit 300 ul Kontrollpuffer (PBS + 0,2
% DMSO), im Experiment mit FICZ 300 pl Agonistenfauf(PBS + 10 uM FICZ + 0,2 %
DMSO), im Experiment mitaNF 300 ul Antagonistenpuffer (PBS + 10 pM a-
Naphthoflavon) und 300 pul Testpuffer (PBS + 100 [ndolpyruvat) behandelt. Indolpyruvat
wurde immer frisch angesetzt. Um zu gewahrleistiass sich eine hinreichend grol3e Menge
an Indolpyruvat-abhangigen Stoffen bilden konntarde eine 10fach hthere Konzentration
an Indolpyruvat eingesetzt. Die Zellen wurden damme weitere Stunde inkubiert. Nach
dieser Stunde Inkubationszeit wurden die Zellen Testplatte mit 30 mJ/cm2 UV mittels
Stratalinker (UV-crosslinker, Stratagene, Heideddvestrahlt. Die Kontrollplatten blieben
dabei im Brutschrank. Direkt nach der Bestrahlungden sowohl von Test- als auch von
Kontrollplatte die Uberstande abpipettiert (2 ma01ul pro Probe) und als Proben zum
Zeitpunkt ,,0“ bei -20°C eingefroren. Die restlichBuffer wurden gegen Wachstumsmedien
[(Kontrolimedium (DMEM + 0,2 % DMSO), Agonistenmean (DMEM + 10 uM FICZ +
0,2 % DMSO), Antagonistenmedium (DMEM + 10 pavNF) und Testmedium (DMEM +
100 pM Indolpyruvat)] ersetzt. Nach weiterer Inktiba im Brutschrank wurden die
Uberstande zu verschiedenen Zeitpunkten abpipeattier bei -20°C eingefroren.

Die Zeitpunkte, an denen Proben genommen wurdergnwih im Fall vom Experiment mit
FICZ 1h, im Fall vom Experiment maNF 16h und 24h. Der IL-6-Gehalt wurde mit dem
BD-OpteiA-Interleukin-6-Set Uber einen nEyme-Inked-Inmuno®rbent-Assay (ELISA)
strikt nach den Angaben des Herstellers und mielsan Saphir Plate Reader bei 570 nm
Wellenlange und 450 nm Referenzwellenlange bestimils ELISA-Platten dienten
Greiner-high-absorption-96-well-flat-bottom-Plattddie Hintergrundwerte wurden von den
gemessenen Absorptionswerten abgezogen. Da eingyée\Weicht negativ waren, wurden
diese bei der spateren Auswertung manuell auf @setrt. Die Ubrigen positiven Werte
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wurden dekadisch logarithmiert und die logaritht@er Konzentrationswerte mittels
Funktion der Standardkurve berechnet. Mit diesegadithmierten Konzentrationswerte

musste dann die Exponentialfunktion zur Basis T@dieet werden.

7.2.20.2UV-Bestrahlungsexperimente mit HaCaT-Zellen

HaCaT-Zellen wurden mit Kontrollmedium (DMEM + 0% DMSO) und Testmedium
(DMEM + 100 pM Indolpyruvat) fir 8 Tage im Dunkeimkubiert und dreimal (an Tag 1, 4
und 7) mit UV-Licht (20 mJ/cm?) bestrahlt. Jeweusr der UV-Bestrahlung wurde das
Medium gegen Kontrollpuffer (PBS + 0,2 % DMSO) bzyegen Testpuffer (PBS + 100 uM
Indolpyruvat) getauscht, wobei direkt nach der Bddung den Zellen neues Medium
angeboten wurde. Am Ende des Experimentes wurde Zéiezahl mittels Neubauer
Zahlkammer bestimmt.

7.2.21 UV-Bestrahlungsexperimente mitU. maydisZellen

U. maydis521-Zellen (WT) undJ. maydisbtam1-Zellen Ptam1) wurden in AM mit oder
ohne IP (0,8 mM) Uber Nacht kultiviert. Am nachst€ag wurden die auf eine OD=2
eingestellten, gewaschenen, unverdinnten KultunenMerdinnungen daraus (jeweils 1/10)
auf zwei AM-Platten aufgetropft. Eine dieser Plattwurde mit 40 mJ/cm2 UV-Licht
bestrahlt.

119



Literatur

8 Literatur

Abbott, B.D., und Probst, M.R. (1995). Developmental expression of two membersaafiew class of
transcription factors: Il. Expression of aryl hydasbon receptor nuclear translocator in the C57BL/6
mouse embryo. Dev Dy204,144-155.

Abbott, B.D., Birnbaum, L.S., und Perdew, G.H.(1995). Developmental expression of two membera of
new class of transcription factors: |I. Expressibanyl hydrocarbon receptor in the C57BL/6N mouse
embryo. Dev Dyr204,133-143.

Abramczyk, D., Tchorzewski, M., und Grankowski, N.(2003). Non-AUG translation initiation of mMRNA
encoding acidic ribosomal P2A protein in Candidacns. Yeas20,1045-1052.

Allen, R.L., Bittner-Eddy, P.D., Grenville-Briggs, L.J., Meitz, J.C., Rehmany, A.P., Rose, L.E., und
Beynon, J.L. (2004). Host-parasite coevolutionary conflict begéw Arabidopsis and downy mildew.
Science306,1957-1960.

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W.,und Lipman, D.J. (1990). Basic local alignment search
tool. J Mol Biol215,403-410.

Armstrong, M.R., Whisson, S.C., Pritchard, L., Bos,J.l., Venter, E., Avrova, A.O., Rehmany, A.P.,
Bohme, U., Brooks, K., Cherevach, I., Hamlin, N., Wite, B., Fraser, A., Lord, A., Quail, M.A,,
Churcher, C., Hall, N., Berriman, M., Huang, S., Kanoun, S., Beynon, J.L., und Birch, P.R.
(2005). An ancestral oomycete locus contains ldighbavirulence gene Avr3a, encoding a protein
that is recognized in the host cytoplasm. Proc Ne#id Sci U S AL02,7766-7771.

Asai, S., und Yoshioka, H.(2009). Nitric Oxide as a Partner of Reactive GatydSpecies Participates in
Disease Resistance to Nectrotophic Pathogen Botigisrea in Nicotiana benthamiana. Mol Plant
Microbe Interacf2,619-629.

Asamizu, S., Kato, Y., Igarashi, Y., Furumai, T., md Onaka, H. (2006). Direct formation of chromopyrrolic
acid from indole-3-pyruvic acid by StaD, a novelmuprotein in indolocarbazole biosynthesis.
Tetrahedron Letter47,473-475.

Asamizu, S., Kato Y., lgarashi Y., Furumai T., Onala, H. (2007). VioE, a prodeoxyviolacein synthase
involved in violacein biosynthesis, is responsifaleintramolecular indole rearrangement. Tetrahedro
Letters48,2923-2926

Baim, S.B., und Sherman, F(1988). mRNA structures influencing translationtire yeast Saccharomyces
cerevisiae. Mol Cell Bio8, 1591-1601.

Baker, S.E., Kroken, S., Inderbitzin, P., Asvarak,T., Li, B.Y., Shi, L., Yoder, O.C., und Turgeon, BG.
(2006). Two polyketide synthase-encoding genesracgiired for biosynthesis of the polyketide
virulence factor, T-toxin, by Cochliobolus heterogthus. Mol Plant Microbe Interat®, 139-149.

Balibar, C.J., und Walsh, C.T.(2006). In Vitro Biosynthesis of Violacein fronTkyptophan by the Enzymes
VioA-E from Chromobacterium violaceunBiochemistry45,15444-15457.

Balibar, C.J., Howard-Jones, A.R., und Walsh, C.T.(2007). Terrequinone A biosynthesis through L-
tryptophan oxidation, dimerization and bisprenygatiNat Chem BioB, 584-592.

Ballance, G.M., Lamari, L., Kowatsch, R., und Bernér, C.C. (1996). Cloning, expression and occurrence of
the gene encoding the Ptr necrosis toxin from Rypbara tritici-repentis. Mol. Plant Pathol.

Banuett, F., und Herskowitz, I.(1989). Differenta alleles ofUstilago maydisare necessary for maintenance
of filamentous growth but not for meiosis. ProcIMatad Sci U S A86,5878-5882.

Banuett, F. (1995). Genetics of Ustilago maydis, a fungal pgén that induces tumors in maize. Annu Rev
Genet29,179-208.

Banuett, F., und Herskowitz, 1.(1996). Discrete developmental stages duringdptice formation in the corn
smut fungus, Ustilago maydis. Developm#&@®,2965-2976.

Baroni, A., Perfetto, B., Paoletti, |., Ruocco, E.Canozo, N., Orlando, M., und Buommino, E.(2001).
Malassezia furfur invasiveness in a keratinocytk loge (HaCat): effects on cytoskeleton and on
adhesion molecule and cytokine expression. Archriagsl Re293,414-419.

Bartetzko, V., Sonnewald, S., Vogel, F., Hartner, K Stadler, R., Hammes, U.Z., und Bornke, F(2009).
The Xanthomonas campestris pv. vesicatoria TypEffector Protein XopJ Inhibits Protein Secretion:
Evidence for Interference with Cell Wall-Associatbdfense Responses. Mol Plant Microbe Interact
22,655-664.

Basavaraju, P., Shetty, N.P., Shetty, H.S., de Negrard, E., und Jorgensen, H.J(2009). Infection biology
and defence responses in sorghum against Coltg#tatri sublineolum. J Appl Microbiol.

Basse, C.W., Lottspeich, F., Steglich, W., und Kahamn, R. (1996). Two potential indole-3-acetaldehyde
dehydrogenases in the phytopathogenic futdgtdago maydisEur J Biochen242,648-656.

120



Literatur

Bauer, R., Mendgen, K., und Oberwinkler, F.(1995). Cellular interaction of the smut fungustddystis
waldsteiniae. Can J B@8,867-883.

Bendtsen, J.D., Nielsen, H., von Heijne, G., und Bnak, S.(2004). Improved prediction of signal peptides:
SignalP 3.0. J Mol BioB40,783-795.

Bergander, L., Wincent, E., Rannug, A., Foroozeshyl., Alworth, W., und Rannug, U. (2004). Metabolic
fate of the Ah receptor ligand 6-formylindolo[3,2chrbazole. Chem Biol Interat#9,151-164.

Berger, L.C., Wilson, J., Wood, P., und Berger, B.J(2001). Methionine regeneration and aspartate
aminotransferase in parasitic protozoa. J Bact&88|4421-4434.

Birch, P.R., Rehmany, A.P., Pritchard, L., Kamoun, S., und Beynon, J.L.(2006). Trafficking arms:
oomycete effectors enter host plant cells. Trendsdiol 14,8-11.

Birnbaum, L.S., und Tuomisto, J.(2000). Non-carcinogenic effects of TCDD in animdtood Addit Contam
17,275-288.

Bittinger, M.A., Nguyen, L.P., und Bradfield, C.A. (2003). Aspartate aminotransferase generates Qnisig
of the aryl hydrocarbon receptor. Mol Pharma@&|550-556.

Bdlker, M., Bohnert, H.U., Braun, K.H., Gérl, J., und Kahmann, R. (1995). Tagging pathogenicity genes in
Ustilago maydisby restriction enzyme-mediated integration (RENUpI Gen GeneR48,547-552.

Bos, J.I., Kanneganti, T.D., Young, C., Cakir, C.Huitema, E., Win, J., Armstrong, M.R., Birch, P.R.,
und Kamoun, S. (2006). The C-terminal half of Phytophthora infast RXLR effector AVR3a is
sufficient to trigger R3a-mediated hypersensitivatyd suppress INF1-induced cell death in Nicotiana
benthamiana. Plant4B, 165-176.

Brachmann, A., Konig, J., Julius, C., und Feldbrigg, M. (2004). A reverse genetic approach for generating
gene replacement mutantsUstilago maydisMol Genet Genomic272,216-226.

Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the giiatidn of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. AlnBiochem72,248-254.

Brenner, M., Rexhausen, H., Steffan, B., und Stegh, W. (1988). Synthesis of Arcyriarubin B and Related
Bisindolylmaleimides. Tetrahedraht, 2887-2892.

Carrefio-Lopez, R., Campos-Reales, N., Elmerich, Cynd Baca, B. (2000). Physiological evidence for
differently regulated tryptophan-dependent pathwiaysndole-3-acetic acid synthesis in Azospirillum
brasilense. Mol Gen Gené&64,521-530.

Catanzariti, A.M., Dodds, P.N., Lawrence, G.J., Ayiffe, M.A., und Ellis, J.G. (2006). Haustorially
expressed secreted proteins from flax rust arelhighriched for avirulence elicitors. Plant C&B,
243-256.

Chang, K.J., und Wang, C.C.(2004). Translation initiation from a naturallycmering non-AUG codon in
Saccharomyces cerevisiae. J Biol Ch&fd,13778-13785.

Charles, C.R., Sire, D.J., Johnson, B.L., und Beidt, J.G. (1973). Hypopigmentation in tinea versicolor: a
histochemical and electronmicroscopic study. IBedmatol12,48-58.

Chen, S.J., Ko, C.Y., Yen, C.W., und Wang, C.G2009). Translational efficiency of redundant A@fBiator
codons is enhanced by a favorable sequence cartdxemedial initiation. J Biol Che®84,818-827.

Chiaro, C.R., Patel, R.D., und Perdew, G.H(2008). 12(R)-Hydroxy-5(Z),8(2),10(E),14(Z)-eicostiaenoic
acid [12(R)-HETE], an arachidonic acid derivatii®,an activator of the aryl hydrocarbon receptor.
Mol Pharmacolr4,1649-1656.

Choquer, M., Fournier, E., Kunz, C., Levis, C., Pralier, J.M., Simon, A., und Viaud, M. (2007). Botrytis
cinerea virulence factors: new insights into a agophic and polyphageous pathogen. FEMS
Microbiol Lett277,1-10.

Cigan, A.M., und Donahue, T.F.(1987). Sequence and structural features assdciaith translational
initiator regions in yeast--a review. Geb@, 1-18.

Ciuffetti, L.M., Tuori, R.P., und Gaventa, J.M. (1997). A single gene encodes a selective toxiusaato the
development of tan spot of wheat. Plant @ell35-144.

Corpas, F.J., Barroso, J.B., Carreras, A., QuirosM., Leon, A.M., Romero-Puertas, M.C., Esteban, F.J.
Valderrama, R., Palma, J.M., Sandalio, L.M., GomezM., und del Rio, L.A. (2004). Cellular and
subcellular localization of endogenous nitric oxideyoung and senescent pea plants. Plant Physiol
136,2722-2733.

Cui, F., She, X.D., Li, X.F., Shen, Y.N., Lu, G.X.und Liu, W.D. (2007). [Effects of Malassezia isolates on
cytokines production associated with melanogenbgikeratinocytes]. Zhongguo Yi Xue Ke Xue
Yuan Xue Ba®9, 196-200.

da Silva, A.C., Ferro, J.A., Reinach, F.C., FarahC.S., Furlan, L.R., Quaggio, R.B., Monteiro-Vitorelo,
C.B., Van Sluys, M.A., Almeida, N.F., Alves, L.M.do Amaral, A.M., Bertolini, M.C., Camargo,
L.E., Camarotte, G., Cannavan, F., Cardozo, J., Chabergo, F., Ciapina, L.P., Cicarelli, R.M.,
Coutinho, L.L., Cursino-Santos, J.R., El-Dorry, H., Faria, J.B., Ferreira, A.J., Ferreira, R.C.,
Ferro, M.l., Formighieri, E.F., Franco, M.C., Greggo, C.C., Gruber, A., Katsuyama, A.M.,
Kishi, L.T., Leite, R.P., Lemos, E.G., Lemos, M.V.Locali, E.C., Machado, M.A., Madeira, A.M.,
Martinez-Rossi, N.M., Martins, E.C., Meidanis, J., Menck, C.F., Miyaki, C.Y., Moon, D.H.,

121



Literatur

Moreira, L.M., Novo, M.T., Okura, V.K., Oliveira, M .C., Oliveira, V.R., Pereira, H.A., Rossi, A.,
Sena, J.A., Silva, C., de Souza, R.F., Spinola, L,ATakita, M.A., Tamura, R.E., Teixeira, E.C.,
Tezza, R.l., Trindade dos Santos, M., Truffi, D., $ai, S.M., White, F.F., Setubal, J.C., und
Kitajima, J.P. (2002). Comparison of the genomes of two Xanthaasqrathogens with differing host
specificities. Naturé17,459-463.

De Lange, T.(2005). Telomere-related genome instability inazan Cold Spring Harb Symp Quant Bid0,
197-204.

de Pinto, M.C., Tommasi, F., und De Gara, L(2002). Changes in the antioxidant systems as gfattie
signaling pathway responsible for the programmdd dmath activated by nitric oxide and reactive
oxygen species in tobacco Bright-Yellow 2 cellar®IPhysioll 30,698-708.

Delacote, F., und Lopez, B.§2008). Importance of the cell cycle phase fordheice of the appropriate DSB
repair pathway, for genome stability maintenanbe: ttans-S double-strand break repair model. Cell
Cycle7, 33-38.

Delledonne, M., Xia, Y., Dixon, R.A., und Lamb, C(1998). Nitric oxide functions as a signal in gldisease
resistance. Naturg94,585-588.

Delledonne, M., Zeier, J., Marocco, A., und Lamb, C(2001). Signal interactions between nitric oxidel a
reactive oxygen intermediates in the plant hypesisier disease resistance response. Proc Natl Acad
Sci U S A98,13454-13459.

Detmar, J., Rabaglino, T., Taniuchi, Y., Oh, J., Aton, B.M., Benito, A., Nunez, G., und Jurisicova, A
(2006). Embryonic loss due to exposure to polycyaiomatic hydrocarbons is mediated by Bax.
Apoptosisll,1413-1425.

Doehlemann, G., van der Linde, K., Assmann, D., Salammbach, D., Hof, A., Mohanty, A., Jackson, D.,
und Kahmann, R. (2009). Pepl, a secreted effector protein of &igtil maydis, is required for
successful invasion of plant cells. PLoS Pathpg1000290.

Dong, S., Qutob, D., Tedman-Jones, J., Kuflu, K., \ahg, Y., Tyler, B.M., und Gijzen, M. (2009). The
Phytophthora sojae avirulence locus Avr3c encodeawnudti-copy RXLR effector with sequence
polymorphisms among pathogen strains. PLoS @N#5556.

Dou, D., Kale, S.D., Wang, X., Chen, Y., Wang, QWang, X., Jiang, R.H., Arredondo, F.D., Anderson,
R.G., Thakur, P.B., McDowell, J.M., Wang, Y., und Wler, B.M. (2008). Conserved C-terminal
motifs required for avirulence and suppression @f death by Phytophthora sojae effector Avrlb.
Plant Cell20,1118-1133.

Doukyu, N., Arai, T., Aono, R.(1998). Effects of organic solvents on indigo fation by Pseudomonas sp.
strain ST-200 grown with high levels of indole. Bib Biotech Bioct62,1075-1080.

Drewlo, S., Bramer, C.O., Madkour, M., Mayer, F., ind Steinbuchel, A.(2001). Cloning and expression of
a Ralstonia eutropha HF39 gene mediating indigan&tion in Escherichia coli. Appl Environ
Microbiol 67,1964-1969.

Duncan, D.M., Burgess, E.A., und Duncan, 1.(1998). Control of distal antennal identity ands&d
development in Drosophila by spineless-aristapediiomolog of the mammalian dioxin receptor.
Genes Dew2,1290-1303.

Eaton, R.W.C., P.J.(1995). Formation of indigo and related compouifridsn indolecarboxylic acids by
aromatic acid-degrading bacteria: chromogenic reastfor cloning genes encoding dioxygenases that
act on aromatic acids. Journal of Bacterioldgy,6983 6988.

Feldbrugge, M., Kamper, J., Steinberg, G., und Kahrann, R. (2004). Regulation of mating and pathogenic
development in Ustilago maydis. Curr Opin Microbiob66-672.

Ferrari, S., Galletti, R., Denoux, C., De Lorenzo(., Ausubel, F.M., und Dewdney, J(2007). Resistance to
Botrytis cinerea induced in Arabidopsis by elicitas independent of salicylic acid, ethylene, or
jasmonate signaling but requires PHYTOALEXIN DEREBIT3. Plant Physiol44,367-379.

Flor, H.H. (1946). Genetics of pathogenicity in Melampsona llournal of Agricultural Researd!3, 335-357.

Friesen, T.L., Stukenbrock, E.H., Liu, Z., Meinhard, S., Ling, H., Faris, J.D., Rasmussen, J.B., Solmn,
P.S., McDonald, B.A., und Oliver, R.P.(2006). Emergence of a new disease as a result of
interspecific virulence gene transfer. Nat Ge8&1953-956.

Fritsche, E., Schéfer, C., Calles, C., Bernsmann,.,;TBernshausen, T., Wurm, M., Hibenthal, U., Cline,
J.E., Hajimiragha, H., Schroeder, P., Klotz, L.O.,Rannug, A., First, P., Hanenberg, H., Abel, J.,
und Krutmann, J. (2007). Lightening up the UV response by idendifiocn of the arylhydrocarbon
receptor as a cytoplasmatic target for ultravidetadiation. Proc Natl Acad Sci U S 204, 8851-
8856.

Funnell, D.L., und VanEtten, H.D. (2002). Pisatin demethylase genes are on displenshibmosomes while
genes for pathogenicity on carrot and ripe tomatoosd other chromosomes in Nectria haematococca.
Mol Plant Microbe Interact5, 840-846.

Gabaldon, C., Gomez Ros, L.V., Pedreno, M.A., undd® Barcelo, A.(2005). Nitric oxide production by the
differentiating xylem of Zinnia elegans. New Phyiél5,121-130.

122



Literatur

Galadari, 1., el Komy, M., Mousa, A., Hashimoto, K, und Mehregan, A.H. (1992). Tinea versicolor:
histologic and ultrastructural investigation of pigntary changes. Int J Dermasdl, 253-256.

Gambichler, T., Kramer, H.J., Boms, S., Skrygan, M. Tomi, N.S., Altmeyer, P., und Mayser, P(2007).
Quantification of ultraviolet protective effects pityriacitrin in humans. Arch Dermatol R299,517-
520.

Garbe, T.R., Kobayashi, M., Shimizu, N., Takesue, N Ozawa, M., und Yukawa, H.(2000). Indolyl
carboxylic acids by condensation of indoles witbhal-keto acids. J Nat Pr6@,596-598.

Gaupels, F., Furch, A.C., Will, T., Mur, L.A., Kogd, K.H., und van Bel, A.J.(2008). Nitric oxide generation
in Vicia faba phloem cells reveals them to be demsidetectors as well as possible systemic
transducers of stress signals. New Phyi#8,634-646.

Genger, R.K., Jurkowski, G.l., McDowell, J.M., Lu, H., Jung, H.W., Greenberg, J.T., und Bent, A.F.
(2008). Signaling pathways that regulate the enddutiisease resistance of Arabidopsis "defense, no
death" mutants. Mol Plant Microbe Inter&dt, 1285-1296.

Gilchrist, D.G. (1998). Programmed cell death in plant diseaseptlrpose and promise of cellular suicide.
Annu Rev Phytopathd6,393-414.

Gladyshev, E.A., und Arkhipova, I.R. (2007). Telomere-associated endonuclease-defi¢temelope-like
retroelements in diverse eukaryotes. Proc Natl AedJ S A104,9352-9357.

Gladyshev, E.A., und Arkhipova, I.R.(2009). A single-copy IS5-like transposon in tlengme of a bdelloid
rotifer. Mol Biol Evol.

Glawischnig, E., Hansen, B.G., Olsen, C.E., und Hdkr, B.A. (2004). Camalexin is synthesized from
indole-3-acetaldoxime, a key branching point betwgaimary and secondary metabolism in
Arabidopsis Proc Natl Acad Sci U S A01,8245-8250.

Glawischnig, E.(2007). Camalexin. Phytochemis&§,401-406.

Gordon, T.R., und Martyn, R.D. (1997). The evolutionary biology of Fusarium oxyggm. Annu Rev
PhytopathoB5,111-128.

Govrin, E.M., und Levine, A. (2000). The hypersensitive response facilitateantplinfection by the
necrotrophic pathogen Botrytis cinerea. Curr Bid]751-757.

Govrin, E.M., Rachmilevitch, S., Tiwari, B.S., Solmon, M., und Levine, A. (2006). An Elicitor from
Botrytis cinerea Induces the Hypersensitive RespdansArabidopsis thaliana and Other Plants and
Promotes the Gray Mold Disease. Phytopatholf)299-307.

Gruen, H.E. (1959). Auxins and Fungi. Annu Rev Plant Phy4i®)405-440.

Grundmann, A., und Li, S.M. (2005). Overproduction, purification and charaetion of FtmPT1, a
brevianamide F prenyltransferase fréspergillus fumigatusMicrobiology151,2199-2207.

Gueho, E., Midgley, G., und Guillot, J.(1996). The genuMalasseziawith description of four new species.
Antonie Van Leeuwenhoef9, 337-355.

Gupta, A.K., Batra, R., Bluhm, R., und Faergemann,). (2003). Pityriasis versicolor. Dermatol Cli, 413-
429, v-vi.

Halisky, P.M. (1963). Head smut of sorghum, Sudangrass and aarsed by Sphacelotheca reiliana (Kiihn)
Clinton. Hilgardia34,287-304.

Hamilton, R., Watanabe, C.K., und de Boer, H.A.(1987). Compilation and comparison of the sequence
context around the AUG startcodons in Saccharomgeesvisiae mMRNAs. Nucleic Acids Rés,
3581-3593.

Han, Z., Miwa, Y., Obikane, H., Mitsumata, M., Takahashi-Yanaga, F., Morimoto, S., und Sasaguri, T.
(2008). Aryl hydrocarbon receptor mediates lamihsid shear stress-induced CYP1A1 activation and
cell cycle arrest in vascular endothelial cellstdiavasc Re§7,809-818.

Hanna, G.D.(1929). Another Synthetic Resin Useful in MicroggoScience’0,16-17.

Haviv-Chesner, A., Kobayashi, Y., Gabriel, A., undKupiec, M. (2007). Capture of linear fragments at a
double-strand break in yeast. Nucleic Acids Be$5192-5202.

Hedh, J., Johansson, T., und Tunlid, A(2009). Variation in host specificity and gene teon in strains from
genetically isolated lineages of the ectomycoridHizagus Paxillus involutus s. lat. Mycorrhiza.

Henley, D.V., Bellone, C.J., Williams, D.A., Ruh, TS., und Ruh, M.F.(2004). Aryl hydrocarbon receptor-
mediated posttranscriptional regulation of IL-1b&ech Biochem Biophyg22,42-51.

Hennebert, G.L. (1973). Botrytis and Botrytis-like genera. Persadh

Hennig, B., Meerarani, P., Slim, R., Toborek, M., Rugherty, A., Silverstone, A.E., und Robertson, L.W
(2002). Proinflammatory properties of coplanar PCsvitro and in vivo evidence. Toxicol Appl
Pharmacoll81,174-183.

Hirano, S., Asamizu, S., Onaka, H., Shiro, Y., untlagano, S.(2008). Crystal structure of VioE, a key player
in the construction of the molecular skeleton @iatein. J Biol Cher@83,6459-6466.

Hockley, S.L., Arlt, V.M., Brewer, D., Te Poele, R.Workman, P., Giddings, I., und Phillips, D.H.(2007).
AHR- and DNA-damage-mediated gene expression regsomduced by benzo(a)pyrene in human
cell lines. Chem Res Toxic@0,1797-1810.

123



Literatur

Hoffman, C.S., und Winston, F.(1987). A ten-minute DNA preparation from yeasfici#ntly releases
autonomous plasmids for transformatiorEstherichia coliGenes7,267-272.

Holliday, R. (1974).Ustilago maydis(New York: Plenum Press).

Hollingshead, B.D., Beischlag, T.V., Dinatale, B.CRamadoss, P., und Perdew, G.H2008). Inflammatory
signaling and aryl hydrocarbon receptor mediatesyistic induction of interleukin 6 in MCF-7 cells.
Cancer Re$8,3609-3617.

Hoshino, T., und Yamamoto, M.(1997). Studies on the biosynthesis of violacpart VIII. Conversion from
tryptophan precursor into violacein pigments byel-free system fron€hromobacterium violaceum
Biosci Biotechnol Biocherg1,2134-2136.

Howard-Jones, A.R., und Walsh, C.T.(2007). Nonenzymatic Oxidative Steps Accompanyhkatjon of the
Cytochrome P450 Enzymes StaP and RebP in the Blossis of Staurosporine and Rebeccamycin. J
Am Chem S0d29,11016-11017.

Huang, G., und Elferink, C.J. (2005). Multiple mechanisms are involved in Aheptor-mediated cell cycle
arrest. Mol Pharmacd7, 88-96.

Huang, H.Y., Tang, H.L., Chao, H.Y., Yeh, L.S., undWang, C.C. (2006). An unusual pattern of protein
expression and localization of yeast alanyl-tRNAthgtase isoforms. Mol Microbi@0, 189-198.

Idris EE, I.D., Talon M, Borriss R. (2007). Tryptophan-dependent production of ind®leeetic acid (IAA)
affects level of plant growth promotion by Bacillasnyloliquefaciens FZB42. Mol Plant Microbe
Interact20,619-626.

Insausti, T.C., und Casas, J(2008). The functional morphology of color charggin a spider: development of
ommochrome pigment granules. J Exp Bibl,780-789.

Iraqui, l., Vissers, S., Cartiaux, M., und Urrestarazu, A. (1998). Characterisation ddaccharomyces
cerevisiae ARO8 and ARO9 genes encoding aromatic aminotraasés | and Il reveals a new
aminotransferase subfamily. Mol Gen GeRg7,238-248.

Irlinger, B., Kramer, H.J., Mayser, P., und Steglidh, W. (2004). Pityriarubins, biologically active
bis(indolyl)spirans from cultures of the lipophiljeastMalassezia furfur Angew Chem Int Ed Engl
43,1098-1100.

Irlinger, B., Bartsch, A., Kramer, H.J., Mayser, P, und Steglich, W.(2005). New tryptophan metabolites
from cultures of the lipophilic yeaMalassezia furfurHelv Chim Acta88,1472-1485.

Jensen, R.A., und Gu, W.(1996). Evolutionary recruitment of biochemicabpecialized subdivisions of
Family | within the protein superfamily of aminotsferases. J Bacteriv¥8,2161-2171.

Jia, Y., und Martin, R. (2008). Identification of a new locus, Ptr(t), végd for rice blast resistance gene Pi-
ta-mediated resistance. Mol Plant Microbe Intef4c896-403.

Jiang, R.H., Tripathy, S., Govers, F., und Tyler, BM. (2008). RXLR effector reservoir in two Phytophthor
species is dominated by a single rapidly evolvingesfamily with more than 700 members. Proc Natl
Acad Sci U S A105,4874-4879.

Jones, J.D., und Dangl, J.L(2006). The plant immune system. Natd#,323-329.

Jurkowski, G.l., Smith, R.K., Jr., Yu, I.C., Ham, J.H., Sharma, S.B., Klessig, D.F., Fengler, K.A., uh
Bent, A.F. (2004). Arabidopsis DND2, a second cyclic nucidetjated ion channel gene for which
mutation causes the "defense, no death" phenatyplePlant Microbe Interact7,511-520.

Kaffarnik, F., Muller, P., Leibundgut, M., Kahmann, R., und Feldbrugge, M. (2003). PKA and MAPK
phosphorylation of Prfl allows promoter discrimioatin Ustilago maydis. Embo2PR,5817-5826.

Kahnt, J., Buchenau, B., Mahlert, F., Kruger, M., $iima, S., und Thauer, R.K.(2007). Post-translational
modifications in the active site region of methgleazyme M reductase from methanogenic and
methanotrophic archaea. Feh&73,4913-4921.

Kalmes, M., Neumeyer, A., Rio, P., Hanenberg, H.,rische, E., und Blomeke, B.(2006). Impact of the
arylhydrocarbon receptor on eugenol- and isoeugiioiced cell cycle arrest in human immortalized
keratinocytes (HaCaT). Biol CheB87,1201-1207.

Kamoun, S. (2006). A catalogue of the effector secretome lanip pathogenic oomycetes. Annu Rev
Phytopathol4, 41-60.

Kamper, J. (2004). A PCR-based system for highly efficienhg@tion of gene replacement mutants in
Ustilago maydisMol Genet Genomic271,103-110.

Kamper, J., Kahmann, R., Bolker, M., Ma, L.J., Brefort, T., Saville, B.J., Banuett, F., Kronstad, J.W,
Gold, S.E., Milller, O., Perlin, M.H., Wosten, H.A.,de Vries, R., Ruiz-Herrera, J., Reynaga-Pena,
C.G., Snetselaar, K., McCann, M., Perez-Martin, J.Feldbrugge, M., Basse, C.W., Steinberg, G.,
Ibeas, J.l., Holloman, W., Guzman, P., Farman, M.Stajich, J.E., Sentandreu, R., Gonzalez-
Prieto, J.M., Kennell, J.C., Molina, L., Schirawski J., Mendoza-Mendoza, A., Greilinger, D.,
Munch, K., Rossel, N., Scherer, M., Vranes, M., Laehdorf, O., Vincon, V., Fuchs, U., Sandrock,
B., Meng, S., Ho, E.C., Cahill, M.J., Boyce, K.JKlose, J., Klosterman, S.J., Deelstra, H.J., Ortiz-
Castellanos, L., Li, W., Sanchez-Alonso, P., Schei P.H., Hauser-Hahn, |., Vaupel, M.,
Koopmann, E., Friedrich, G., Voss, H., Schluter, T.Margolis, J., Platt, D., Swimmer, C., Gnirke,
A., Chen, F., Vysotskaia, V., Mannhaupt, G., Guldeer, U., Munsterkotter, M., Haase, D.,

124



Literatur

Oesterheld, M., Mewes, H.W., Mauceli, E.W., DeCapoi, D., Wade, C.M., Butler, J., Young, S.,
Jaffe, D.B., Calvo, S., Nusbaum, C., Galagan, J.nd Birren, B.W. (2006). Insights from the
genome of the biotrophic fungal plant pathogistilago maydisNature444,97-101.

Kaper, J.M., und Veldstra, H. (1958). On the metabolism of tryptophan by Agrdbaam tumefaciens.
Biochim Biophys Acte80,401-420.

Kesavan, S., Walters, C.E., Holland, K.T., und Ingam, E. (1998). The effects of Malassezia on pro-
inflammatory cytokine production by human peripthdi@od mononuclear cells in vitro. Med Mycol
36,97-106.

Kobayashi, K., und Yoshimoto, A.(1982). Studies on yeast sulfite reductase. IVuctire and steady-state
kinetics. Biochim Biophys Act#05,348-356.

Koga, J. (1995). Structure and function of indolepyruvagzarboxylase, a key enzyme in indole-3-acetic acid
biosynthesis. Biochim Biophys Acfé249,1-13.

Kozak, M. (1984). Compilation and analysis of sequencesregst from the translational start site in
eukaryotic mMRNAs. Nucleic Acids R&2,857-872.

Kozak, M. (1991). Structural features in eukaryotic mRNAattmodulate the initiation of translation. J Biol
Chem266,19867-19870.

Kradolfer, P., Niederberger, P., und Hutter, R. (1982). Tryptophan degradation i8accharomyces
cerevisiae characterization of two aromatic aminotransfesagech Microbiol133,242-248.

Kramer, H.J., Kessler, D., Hipler, U.C., Irlinger, B., Hort, W., Bodeker, R.H., Steglich, W., und Mayer,

P. (2005). Pityriarubins, novel highly selective initors of respiratory burst from cultures of theage
Malassezia furfurcomparison with the bisindolylmaleimide arcyribiu A. Chembiochen®, 2290-
2297.

Kramer, H.J., Podobinska, M., Bartsch, A., Battmann A., Thoma, W., Bernd, A., Kummer, W., Irlinger,
B., Steglich, W., und Mayser, P(2005). Malassezin, a novel agonist of the arglrbgarbon receptor
from the yeasMalassezia furfurinduces apoptosis in primary human melanocytéenthiochen®,
860-865.

Larangeira de Almeida, H., Jr., und Mayser, P.(2006). Absence of sunburn in lesions of pitysagrsicolor
alba. Mycosed9,516.

Larkin, M.A., Blackshields, G., Brown, N.P., ChennaR., McGettigan, P.A., McWilliam, H., Valentin, F,
Wallace, .M., Wilm, A., Lopez, R., Thompson, J.D.,Gibson, T.J., und Higgins, D.G.(2007).
Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformat3, 2947-2948.

Lievens, B., Rep, M., und Thomma, B.P(2008). Recent developments in the molecular ihgoation of
formae speciales of Fusarium oxysporum. Pest M&uag4, 781-788.

Linning, R., Lin, D., Lee, N., Abdennadher, M., Gadet, D., Thomas, P., Mills, D., Kronstad, J.W., und
Bakkeren, G.(2004). Marker-based cloning of the region contgjrthe UhAvrl avirulence gene from
the basidiomycete barley pathogen Ustilago ho@eneticsl66,99-111.

Ljung, K., Hull, A.K., Kowalczyk, M., Marchant, A., Celenza, J., Cohen, J.D., und Sandberg, G2002).
Biosynthesis, conjugation, catabolism and homeisstisndole-3-acetic acid iArabidopsis thaliana
Plant Mol Biol49,249-272.

Lo, H.L., Nakajima, S., Ma, L., Walter, B., Yasui,A., Ethell, D.W., und Owen, L.B.(2005). Differential
biologic effects of CPD and 6-4PP UV-induced DNAr@age on the induction of apoptosis and cell-
cycle arrest. BMC Cancér, 135.

Lopes, S.C., Blanco, Y.C., Justo, G.Z., Nogueira,.R., Rodrigues, F.L., Goelnitz, U., Wunderlich, G.,
Facchini, G., Brocchi, M., Duran, N., und Costa, H.. (2009). VIOLACEIN EXTRACTED FROM
Chromobacterium violaceum INHIBITS PLASMODIUM GROWTIN VITRO AND IN VIVO.
Antimicrob Agents Chemother.

Lopez, L., Camas, A., Shivaji, R., Ankala, A., Willams, P., und Luthe, D.(2007). Mir1-CP, a novel defense
cysteine protease accumulates in maize vascusaressin response to herbivory. Pla2i#%,517-527.

Lopez-Serrano, M., Del Campo, E.M., Sabater, B., uhMartin, M. (2001). Primary transcripts of ndhD of
Liliaceae and Aloaceae require editing of the stad 20th codons. J Exp Bai2,179-180.

Lou, Y.C., Huang, Y.C., Pan, Y.R., Chen, C., und ldo, Y.D. (2006). Roles of N-terminal pyroglutamate in
maintaining structural integrity and pKa valuescafalytic histidine residues in bullfrog ribonudea
3. J Mol Biol355,409-421.

Lu, H., Patil, P., Van Sluys, M.A., White, F.F., Ran, R.P., Dow, J.M., Rabinowicz, P., Salzberg, S.L.
Leach, J.E., Sonti, R., Brendel, V., und Bogdanové.J. (2008). Acquisition and evolution of plant
pathogenesis-associated gene clusters and canditateninants of tissue-specificity in xanthomonas.
PLoS ONE3, e3828.

Ma, C., Marlowe, J.L., und Puga, A.(2009). The aryl hydrocarbon receptor at the cozsis of multiple
signaling pathways. EX89,231-257.

Machowinski, A., Kramer, H.J., Hort, W., und Mayser, P. (2006). Pityriacitrin--a potent UV filter produced
by Malassezia furfuand its effect on human skin microflora. Myco468s388-392.

125



Literatur

Maiya, S., Grundmann, A., Li, S.M., und Turner, G. (2006). The fumitremorgin gene clusterAdpergillus
fumigatus identification of a gene encoding brevianamidgyhthetase. Chembiochém1062-1069.

Mandel, M.J., Wollenberg, M.S., Stabb, E.V., Visick K.L., und Ruby, E.G. (2009). A single regulatory
gene is sufficient to alter bacterial host rangatuxe458,215-218.

Manning, V.A., und Ciuffetti, L.M. (2005). Localization of Ptr ToxA Produced by Pywphora tritici-repentis
Reveals Protein Import into Wheat Mesophyll Cdflant Celll7,3203-3212.

Maor, R., und Shirasu, K. (2005). The arms race continues: battle strateg@ween plants and fungal
pathogens. Curr Opin Microbi@l, 399-404.

Matzuk, M.M. (2001). Eggs in the balance. Nat Ge2#&t300-301.

Mayser, P., Wille, G., Imkampe, A., Thoma, W., Arndd, N., und Monsees, T.(1998). Synthesis of
fluorochromes and pigments Malassezia furfulby use of tryptophan as the single nitrogen source
MycosesA1l,265-271.

Mayser, P., und Pape, B(1998). Decreased susceptibility ialassezia furfuto UV light by synthesis of
tryptophane derivatives. Antonie Van Leeuwenh@ak315-319.

Mayser, P., Schéfer, U., Kramer, H.J., Irlinger, B, und Steglich, W.(2002). Pityriacitrin -- an ultraviolet-
absorbing indole alkaloid from the ye&éalassezia furfurArch Dermatol Re294,131-134.

Mayser, P., Stapelkamp, H., Kramer, H.J., Podobinsk, M., Wallbott, W., Irlinger, B., und Steglich, W.
(2003). Pityrialactone- a new fluorochrome from tingptophan metabolism dflalassezia furfur
Antonie Van Leeuwenhoe®4,185-191.

Mayser, P., Wenzel, M., Kramer, H.J., Kindler, B.L, Spiteller, P., und Haase, G(2007). Production of
indole pigments b andida glabrataMed Mycol45,519-524.

McLean, L., Soto, U., Agama, K., Francis, J., Jimegz, R., Pommier, Y., Sowers, L., und Brantley, E.
(2008). Aminoflavone induces oxidative DNA damaged areactive oxidative species-mediated
apoptosis in breast cancer cells. Int J Cath@2;1665-1674.

Mendgen, K., und Hahn, M. (2002). Plant infection and the establishmentusfghl biotrophy. Trends Plant
Sci7,352-356.

Michielse, C.B., van Wijk, R., Reijnen, L., Cornelssen, B.J., und Rep, M(2008). Insight into the molecular
requirements for pathogenicity of Fusarium oxyspofusp. lycopersici through large-scale insertlona
mutagenesis. Genome Bib0, R4.

Michielse, C.B., und Rep, M.(2009). Pathogen profile update: Fusarium oxysmoriMol Plant PathollO,
311-324.

Miean, K.H., und Mohamed, S.(2001). Flavonoid (myricetin, quercetin, kaempfetoteolin, and apigenin)
content of edible tropical plants. J Agric Food @h9,3106-3112.

Modolo, L.V., Cunha, F.Q., Braga, M.R., und Salgadpl. (2002). Nitric oxide synthase-mediated phytoalexin
accumulation in soybean cotyledons in responsehéoDiaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis
elicitor. Plant Physiol30,1288-1297.

Murcia-Flores, L., Lorca-Pascual, J.M., Garre, V.,Torres-Martinez, S., und Ruiz-Vazquez, R.M.(2007).
Non-AUG translation initiation of a fungal RING fier repressor involved in photocarotenogenesis. J
Biol Chem282,15394-15403.

Murdock, D., Ensley, B.D., Serdar, C., Thalen, M(1993). Construction of metabolic operons catalgzhe
de novo biosynthesis of indigo in Escherichia dgio/Technologyll, 381-386.

Nakatani, S., Naoe, A., Yamamoto, Y., Yamauchi, TYamaguchi, N., und Ishibashi, M.(2003). Isolation
of bisindole alkaloids that inhibit the cell cydiem MyxomycetesArcyria ferrugineaand Tubifera
casparyi Bioorg Med Chem Lett3,2879-2881.

Nebert, D.W., und Dalton, T.P.(2006). The role of cytochrome P450 enzymes inogadous signalling
pathways and environmental carcinogenesis. NatGecer6, 947-960.

Nicholson, R.L., Kollipara, S.S., Vincent, J.R., Lyns, P.C., und Cadena-Gomez, G1987). Phytoalexin
synthesis by the sorghum mesocotyl in responsaféation by pathogenic and nonpathogenic fungi.
Proc Natl Acad Sci U S 84,5520-5524.

Nielsen, H., Engelbrecht, J., Brunak, S., und von é&ijne, G. (1997). A neural network method for
identification of prokaryotic and eukaryotic sigmaptides and prediction of their cleavage sitesJ|
Neural SysB, 581-599.

Nishizawa, T., Gruschow, S., Jayamaha, D.H., Nishawa-Harada, C., und Sherman, D.H.(2006).
Enzymatic assembly of the bis-indole core of rebanein. J Am Chem Sat28,724-725.

Oberg, M., Bergander, L., Hakansson, H., Rannug, U.und Rannug, A. (2005). Identification of the
tryptophan photoproduct 6-formylindolo[3,2-b]carblz in cell culture medium, as a factor that
controls the background aryl hydrocarbon recepttivity. Toxicol Sci85,935-943.

O'connor, K.E., Dobson, A.D., Hartmans, S(1997). Indigo formation by microorganisms exphegstyrene
monooxygenase activity. Applied and Environment#rebiology 63,4287-4291.

O'connor, K.E.H., S. (1998). Indigo formation by aromatic hydrocarbagrhding bacteria. Biotechnology
Letters20,219-223.

126



Literatur

Okey, A.B., Riddick, D.S., und Harper, P.A.(1994). Molecular biology of the aromatic hydrdmam (dioxin)
receptor. Trends in Pharmacological Scierice®26-232.

Onaka, H., Taniguchi, S., Igarashi, Y., und Furumaji T. (2003). Characterization of the biosynthetic gene
cluster of rebeccamycin fronbechevalieria aerocolonigene&TCC 39243. Biosci Biotechnol
Biochem67,127-138.

Oxford, G.S., und Gillespie, R.G.(1998). Evolution and ecology of spider coloratiéimnu Rev Entomo4 3,
619-643.

Palme, K., und Nagy, F.(2008). A new gene for auxin synthesis. Q&8,31-32.

Paris, C.G., und Magasanik, B.(1981). Purification and properties of aromaticirmmacid aminotransferase
from Klebsiella aerogenes) Bacterioll45,266-271.

Pedras, M.S., Okanga, F.l., Zaharia, I.L., und Khan A.Q. (2000). Phytoalexins from crucifers: synthesis,
biosynthesis, and biotransformation. PhytochemB&8161-176.

Pemberton, R.M., Smythies, L.E., Mountford, A.P., md Wilson, R.A. (1991). Patterns of cytokine
production and proliferation by T lymphocytes diffa mice vaccinated or infected with Schistosoma
mansoni. Immunology3,327-333.

Piepenbring, M. (2001). Smut fungi (Ustilaginomycetes and Micraiates, Basidiomycota) in Panama. Rev
Biol Trop 49,411-428.

Pisarev, A.V., Kolupaeva, V.G., Pisareva, V.P., Meick, W.C., Hellen, C.U., und Pestova, T.V.(2006).
Specific functional interactions of nucleotideskay -3 and +4 positions flanking the initiation ood
with components of the mammalian 48S translatidration complex. Genes DeX0, 624-636.

Politi, V., De Luca, G., Di Stazio, G., and Materaz, M., inventors. (1992). Cosmetic use of 3-indolepyruvic
acid.

Poueymiro, M., Cunnac, S., Barberis, P., Deslandek,, Peeters, N., Cazale-Noel, A.C., Boucher, C.nd
Genin, S.(2009). Two type Ill secretion system effectorsnir Ralstonia solanacearum GMI1000
determine host-range specificity on tobacco. ManPMicrobe Interac22,538-550.

Powell-Coffman, J.A., Bradfield, C.A., und Wood, WB. (1998). Caenorhabditis elegans orthologs of tlgk ar
hydrocarbon receptor and its heterodimerizationtnear the aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator. Proc Natl Acad Sci U S9A, 2844-2849.

Rannug, U., Rannug, A., Sjoberg, U., Li, H., Westérolm, R., und Bergman, J.(1995). Structure elucidation
of two tryptophan-derived, high affinity Ah receptmands. Chem Bio2, 841-845.

Rehmany, A.P., Gordon, A., Rose, L.E., Allen, R.LArmstrong, M.R., Whisson, S.C., Kamoun, S., Tyler,
B.M., Birch, P.R., und Beynon, J.L.(2005). Differential recognition of highly divenge downy
mildew avirulence gene alleles by RPP1 resistameeeg from two Arabidopsis lines. Plant CEN,
1839-1850.

Reineke, G., Heinze, B., Schirawski, J., Buettnet., Kahmann, R., und Basse, C.W(2008). Indole-3-
acetic acid (IAA) biosynthesis in the smut fungustildgo maydis and its relevance for increased 1AA
levels in infected tissue and host tumour formatMnl Plant Patho®, 339-355.

Ren, D, Liu, Y., Yang, K.Y., Han, L., Mao, G., Glaebrook, J., und Zhang, S(2008). A fungal-responsive
MAPK cascade regulates phytoalexin biosynthesignabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S 205,
5638-5643.

Rep, M., van der Does, H.C., Meijer, M., van Wijk,R., Houterman, P.M., Dekker, H.L., de Koster, C.G.,
und Cornelissen, B.J.(2004). A small, cysteine-rich protein secretedHogarium oxysporum during
colonization of xylem vessels is required for I-2diated resistance in tomato. Mol Microbks,
1373-1383.

Riederer, B., Han, M., und Keller, U.(1996). D-Lysergyl peptide synthetase from theoefgngusClaviceps
purpurea J Biol Chen71,27524-27530.

Roper, M.C., Greve, L.C., Labavitch, J.M., und Kirkpatrick, B.C. (2007). Detection and visualization of an
exopolysaccharide produced by Xylella fastidiosaitro and in planta. Appl Environ Microbiai3,
7252-7258.

Rose, J.K., Ham, K.S., Darvill, A.G., und Albershean, P. (2002). Molecular cloning and characterization of
glucanase inhibitor proteins: coevolution of a dendefense mechanism by plant pathogens. Plant
Cell 14,1329-1345.

Russell, G.A., und Kaupp, G.(1969). Oxidation of carbanions. IV. Oxidationiafloxyl to indigo in basic
solutions. J Am Chem S@&d, 3851-3859.

Ryan, K.S., Balibar, C.J., Turo, K.E., Walsh, C.T.,und Drennan, C.L. (2008). The violacein biosynthetic
enzyme VioE shares a fold with lipoprotein transpoproteins. J Biol Cher?83,6467-6475.

Ryan, K., und Drennan, C.(2009). Divergent Pathways in the BiosynthesiBisfndole Natural Products

Chemistry & Biologyl6,351-364.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., und Maniatis, T.(1989). Molecular cloning, a laboratory manuald 2dn. (Cold
Spring Harbor NY: Cold Spring Harbor Laboratory $¥e

Sanchez, C., Zhu, L., Brana, A.F., Salas, A.P., Rghl., Mendez, C., und Salas, J.A(2005). Combinatorial
biosynthesis of antitumor indolocarbazole compoufdsc Natl Acad Sci U S A02,461-466.

127



Literatur

Sanchez, C., Mendez, C., und Salas, J.£2006). Indolocarbazole natural products: occureemiosynthesis,
and biological activity. Nat Prod R&3,1007-1045.

Schecter, A., Birnbaum, L., Ryan, J.J., und Constale, J.D.(2006). Dioxins: an overview. Environ R&81,
419-428.

Schirawski, J., Bohnert, H.U., Steinberg, G., Snetdaar, K., Adamikowa, L., und Kahmann, R. (2005).
Endoplasmic reticulum glucosidase 1l is required gathogenicity of Ustilago maydis. Plant C&H,
3532-3543.

Schneider, P., Weber, M., Rosenberger, K., und Hadfieister, D. (2007). A one-pot chemoenzymatic
synthesis for the universal precursor of antidiebetnd antiviral bis-indolylquinones. Chem Bidl,
635-644.

Schuhegger, R., Nafisi, M., Mansourova, M., Peterse B.L., Olsen, C.E., Svatos, A., Halkier, B.A., uth
Glawischnig, E. (2006). CYP71B15 (PAD3) catalyzes the final stegamalexin biosynthesis. Plant
Physiol141,1248-1254.

Schulz, B., Banuett, F., Dahl, M., Schlesinger, RSchéafer, W., Martin, T., Herskowitz, ., und Kahmann,

R. (1990). Theb alleles ofU. maydis whose combinations program pathogenic developmeae for
polypeptides containing a homeodomain-related mGefl 60, 295-306.

Sergeeva E, L.A., Bergman B(2002). Evidence for production of the phytohormandole-3-acetic acid by
cyanobacteria. Plangil5,229-238.

Shan, W., Cao, M., Leung, D., und Tyler, B.M(2004). The Avrlb locus of Phytophthora sojae eiBsoan
elicitor and a regulator required for avirulencesmybean plants carrying resistance gene Rpslb. Mol
Plant Microbe Interact7,394-403.

Snetselaar, K.M., und Tiffany, H.L. (1990). Light and electron microscopy of sorus elegment in
Sorosporium provinciale, a smut of big bluestemchggia82,480-492.

Snetselaar, K.M., und Mims, C.W.(1994). Light and electron microscopy of Ustilagmydis hyphae in
maize. Mycological Resear@#7-355

Snyder, B.A., und Nicholson, R.L.(1990). Synthesis of Phytoalexins in Sorghum &stexSpecific Response
to Fungal Ingress. Scien2d8,1637-1639.

Somers, E., Ptacek, D., Gysegom, P., Srinivasan, Mind Vanderleyden, J.(2005). Azospirillum brasilense
produces the auxin-like phenylacetic acid by usithg key enzyme for indole-3-acetic acid
biosynthesis. Appl Environ Microbiall, 1803-1810.

Spaepen, S., Vanderleyden, J., und Remans, 2007). Indole-3-acetic acid in microbial and migrganism-
plant signaling. FEMS Microbiol Re®1,425-448.

Stepanova, A.N., Robertson-Hoyt, J., Yun, J., Benawnte, L.M., Xie, D.Y., Dolezal, K., Schlereth, A.,
Jurgens, G., und Alonso, J.M.(2008). TAAl-mediated auxin biosynthesis is edaéfvr hormone
crosstalk and plant development. Cied3,177-191.

Stoll, M., Begerow, D., und Oberwinkler, F.(2005). Molecular phylogeny of Ustilago, Sporismon, and
related taxa based on combined analyses of rDNAesexgs. Mycol Re$09,342-356.

Strader, L.C., und Bartel, B. (2008). A new path to auxin. Nature Chemical Bigld, 337 - 339.

Summers, K.M., und Howells, A.J.(1978). Xanthommatin biosynthesis in wild-type andtant strains of the
Australian sheep blowfly Lucilia cuprina. Biochener@t16,1153-1163.

Sung, M.H., Tanizawa, K., Tanaka, H., Kuramitsu, S. Kagamiyama, H., Hirotsu, K., Okamoto, A.,
Higuchi, T., und Soda, K. (1991). Thermostable aspartate aminotransferasa & thermophilic
Bacillus species. Gene cloning, sequence determinationpegliehinary x-ray characterization. J Biol
Chem266,2567-2572.

Suzuki, T., Tsuzuki, A., Ohno, N., Ohshima, Y., undradomae, T.(2000). Enhancement of IL-8 production
from human monocytic and granulocytic cell linediPF1 and HL-60, stimulated with Malassezia
furfur. FEMS Immunol Med MicrobioP8,157-162.

Swanson, H.l,, und Bradfield, C.A. (1993). The AH-receptor: genetics, structure andhcfion.
Pharmacogenetic 213-230.

Tanaka, A., und Tsuge, T.(2000). Structural and functional complexity o thenomic region controlling AK-
toxin biosynthesis and pathogenicity in the Japamesar pathotype of Alternaria alternata. Mol Plant
Microbe Interactl3,975-986.

Tang, H.L., Yeh, L.S., Chen, N.K., Ripmaster, T., &himmel, P., und Wang, C.C.(2004). Translation of a
yeast mitochondrial tRNA synthetase initiated aduredant non-AUG codons. J Biol Che279,
49656-49663.

Tao, Y., Ferrer, J.L., Ljung, K., Pojer, F., Hong, F., Long, J.A., Li, L., Moreno, J.E., Bowman, M.E.,
Ivans, L.J., Cheng, Y., Lim, J., Zhao, Y., Ballaré C.L., Sandberg, G., Noel, J.P., und Chory, J.
(2008). Rapid synthesis of auxin via a new tryptpldependent pathway is required for shade
avoidance in plants. Cell33,164-176.

Tauchi, M., Hida, A., Negishi, T., Katsuoka, F., Nda, S., Mimura, J., Hosoya, T., Yanaka, A., Aburatai,
H., Fujii-Kuriyama, Y., Motohashi, H., und Yamamoto, M. (2005). Constitutive expression of aryl
hydrocarbon receptor in keratinocytes causes inflatory skin lesions. Mol Cell Bid5,9360-9368.

128



Literatur

Teale, W.D., Paponov, I.A., und Palme, K(2006). Auxin in action: signalling, transport atiet control of
plant growth and development. Nat Rev Mol Cell BipB47-859.

Thoma, W., Kramer, H.J., und Mayser, P.(2005). Pityriasis versicolor alba. J Eur Acad matol Venereol
19,147-152.

Thomma, B.P., Cammue, B.P., und Thevissen, K2003). Mode of action of plant defensins suggests
therapeutic potential. Curr Drug Targets Infectdpis3, 1-8.

Tian, M., Huitema, E., Da Cunha, L., Torto-Alalibo, T., und Kamoun, S.(2004). A Kazal-like extracellular
serine protease inhibitor from Phytophthora infesttargets the tomato pathogenesis-related protease
P69B. J Biol Chen279,26370-26377.

Tian, M., Benedetti, B., und Kamoun, S(2005). A Second Kazal-like protease inhibitomiré&hytophthora
infestans inhibits and interacts with the apoptagtithogenesis-related protease P69B of tomatot Pla
Physiol138,1785-1793.

Tsai, H.F., Wang, H., Gebler, J.C., Poulter, C.Dund Schardl, C.L. (1995). TheClaviceps purpuregene
encoding dimethylallyltryptophan synthase, the cattett step for ergot alkaloid biosynthesis.
Biochem Biophys Res Comm@16,119-125.

Tsuji, J., Jackson, E.P., Gage, D.A., HammerschmidtR., und Somerville, S.C.(1992). Phytoalexin
Accumulation in Arabidopsis thaliana during the Idggensitive Reaction to Pseudomonas syringae pv
syringae. Plant Physi@i8, 1304-1309.

Tudzynski, P., Hdlter, K., Correia, T., Arntz, C., Grammel, N., und Keller, U. (1999). Evidence for an ergot
alkaloid gene cluster i@laviceps purpureaMol Gen GeneR61,133-141.

Tudzynski, P., Correia, T., und Keller, U. (2001). Biotechnology and genetics of ergot alkio Appl
Microbiol Biotechnol57,593-605.

Tuori, R.P., Wolpert, T.J., und Ciuffetti, L.M. (1995). Purification and immunological charactatian of
toxic components from cultures of Pyrenophoraciritepentis. Mol Plant Microbe Intera841-48.

Tuori, R.P., Wolpert, T.J., und Ciuffetti, L.M. (2000). Heterologous expression of functionalTRirA. Mol
Plant Microbe Interact3,456-464.

Uno, S., Dalton, T.P., Sinclair, P.R., Gorman, NWang, B., Smith, A.G., Miller, M.L., Shertzer, H.G,
und Nebert, D.W. (2004). Cyplal(-/-) male mice: protection agaihgh-dose TCDD-induced
lethality and wasting syndrome, and resistancatialepatocyte lipid accumulation and uroporphyria.
Toxicol Appl Pharmacol96,410-421.

Urrestarazu, A., Vissers, S., Iraqui, I., und Grenen, M. (1998). Phenylalanine- and tyrosine-auxotrophic
mutants ofSaccharomyces cerevisiaapaired in transamination. Mol Gen Ge@é%,230-237.

Valderrama, R., Corpas, F.J., Carreras, A., Fernandz-Ocana, A., Chaki, M., Luque, F., Gomez-
Rodriguez, M.V., Colmenero-Varea, P., Del Rio, L.A.und Barroso, J.B.(2007). Nitrosative stress
in plants. FEBS Let581,453-461.

van der Biezen, E.A., und Jones, J.[01998). Plant disease-resistance proteins andehe-for-gene concept.
Trends Biochem Sd@3,454 456.

van der Does, H.C., und Rep, M(2007). Virulence genes and the evolution of hecificity in plant-
pathogenic fungi. Mol Plant Microbe Inter&,1175-1182.

van der Does, H.C., Lievens, B., Claes, L., Houtean, P.M., Cornelissen, B.J., und Rep, M(2008). The
presence of a virulence locus discriminates Fusamxysporum isolates causing tomato wilt from
other isolates. Environ Microbidl0, 1475-1485.

Veselova, M., Kholmeckaya, M., Klein, S., VoroninaE., Lipasova, V., Metlitskaya, A., Mayatskaya, A.,

Lobanok, E., Khmel, I., und Chernin, L. (2003). Production of N-acylhomoserine lactonenaig
molecules by gram-negative soil-borne and planb@iaged bacteria. Folia Microbiol (Prahég, 794-
798.

Vlessis, A.A., Bartos, D., und Trunkey, D(1990). Importance of spontaneous alpha-ketoaeididboxylation
in experiments involving peroxide. Biochem BioptRss Commuri70,1281-1287.

Vogler, H., und Kuhlemeier, C.(2003). Simple hormones but complex signallingtr@ypin Plant Biol6, 51-
56.

Vogliardi, S., Bertazzo, A., Comai, S., Costa, C.\.,, Allegri, G., Seraglia, R., und Traldi, P.(2004). An
investigation on the role of 3-hydroxykynurenine pigment formation by matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry. Rapid Camioations in Mass Spectrometi8, 1413-
1420.

Von Bodman, S.B., Bauer, W.D., und Coplin, D.L(2003). Quorum sensing in plant-pathogenic baateri
Annu Rev Phytopathall,455-482.

von Nussbaum, F.(2003). Stephacidin B-A new stage of complexityhivi prenylated indole alkaloids from
fungi. Angew Chem Int Ed Endl2,3068-3071.

Walzel, B., Riederer, B., und Keller, U.(1997). Mechanism of alkaloid cyclopeptide synthas the ergot
fungusClaviceps purpureaChem Biol4, 223-230.

129



Literatur

Wang, L., Li, Z., Wang, C., Yang, Y., Sun, L., YaoW., Cai, X., Wu, G., Zhou, F., und Zha, X.(2009). E-
cadherin decreased human breast cancer cells ig#ysio staurosporine by up-regulating Bcl-2
expression. Arch Biochem Bioph¥81,116-122.

Watanabe, S., Kano, R., Sato, H., Nakamura, Y., undasegawa, A(2001). The effects of Malassezia yeasts
on cytokine production by human keratinocytes.véét Dermatoll16,769-773.

Wegrzyn, J.L., Drudge, T.M., Faramarz, V., und Hook V. (2007). Bioinformatic analyses of mammalian 5'-
UTR sequence properties of MRNAs predicts tramsiatiitiation sites. BMC Bioinformatic8.

Wei, Y.D., Helleberg, H., Rannug, U., und Rannug, A(1998). Rapid and transient induction of CYP1A1l
gene expression in human cells by the tryptophangpinoduct 6-formylindolo[3,2-b]carbazole. Chem
Biol Interact110,39-55.

Whisson, S.C., Boevink, P.C., Moleleki, L., AvrovaA.O., Morales, J.G., Gilroy, E.M., Armstrong, M.R.,
Grouffaud, S., van West, P., Chapman, S., Hein, IToth, I.K., Pritchard, L., und Birch, P.R.
(2007). A translocation signal for delivery of ooreye effector proteins into host plant cells. Natur
450,115-118.

Wille, G., Mayser, P., Thoma, W., Monsees, T., Baugart, A., Schmitz, H.J., Schrenk, D., Polborn, K.,
und Steglich, W.(2001). Malassezin--A novel agonist of the arylloghrbon receptor from the yeast
Malassezia furfurBioorg Med Chen9, 955-960.

Williams, S.J., Senaratne, R. H., Mougous, J. D., iRy, L. W. & Bertozzi, C. R. (2002). 5'-
Adenosinephosphosulfate Lies at a Metabolic Braomt in Mycobacterial. Biol. Chem.32606-
32615.

Wolf, F. (1952). The Production of Indole Acetic Acid bigtilago zeagand Its Possible Significance in Tumor
Formation. Proc Natl Acad Sci US?8,106-111.

Woodward, A.W., und Bartel, B. (2005). Auxin: regulation, action, and interacti@mn Bot (Lond)95, 707-
735.

Wroblewski, N., Bar, S., und Mayser, P.(2005). [Missing granulocytic infiltrate in pitysis versicolor--
indication of specific anti-inflammatory activityf the pathogen?]. Mycosds8,66-71.

Xu, C., Li, C.Y., und Kong, A.N. (2005). Induction of phase I, Il and Il drug maddism/transport by
xenobiotics. Arch Pharm R&8, 249-268.

Xu, W., Charles, I.G., und Moncada, S.(2005). Nitric oxide: orchestrating hypoxia regida through
mitochondrial respiration and the endoplasmic vétim stress response. Cell Rlés 63-65.

Yen, K.M., Karl, M.R., Blatt, L.M., Simon, M.J., Wi nter, R.B., Fausset, P.R., Lu, H.S., Harcourt, A.A.
und Chen, K.K. (1991). Cloning and characterization of a Pseud@saonendocina KR1 gene cluster
encoding toluene-4-monooxygenase. J Bactéiigl 5315-5327.

Yu, C.K., Springob, K., Schmidt, J., Nicholson, R.L, Chu, LK., Yip, W.K., und Lo, C. (2005). A stilbene
synthase gene (SbSTS1) is involved in host and ogirdefense responses in sorghum. Plant Physiol
138,393-401.

Zaffarano, P.L., McDonald, B.A., und Linde, C.C.(2008). Rapid speciation following recent hosttshin
the plant pathogenic fungus Rhynchosporium. Evoiéi2, 1418-1436.

Zhang, S., Monahan, B.J., Tkacz, J.S., und Scott,. 82004). Indole-diterpene gene cluster fréwspergillus
flavus Appl Environ Microbiol70,6875-6883.

Zhao, J., und Last, R.L. (1996). Coordinate regulation of the tryptophaashnthetic pathway and indolic
phytoalexin accumulation in Arabidopsis. Plant GeR235-2244.

Zook, M., und Hammerschmidt, R. (1997). Origin of the thiazole ring of camalexim,phytoalexin from
Arabidopsis thaliana. Plant Physiil3,463-468.

Zook, M. (1998). Biosynthesis of camalexin from tryptoplmathway intermediates in cell-suspension cultures
of Arabidopsis. Plant Physidl18,1389-1393.

130



Katja Zuther

LEBENSLAUF

Geboren am 11.08.1978 in Osnabriick

SCHULAUSBILDUNG

1984 — 1988
1988 — 1990
1990 — 1997
STUDIUM

1997 — 2004
2000 - 2001
2003 — 2004
2004 — 2005
PROMOTION
2005 — heute

Grundschule
Orientierungsstufe
Kathe-Kollwitz-Gymnasium in Wilhelmska mit Abschluss Abitur

Studium der Biologie an der Georg-Atirsversitat in Goéttingen
mit Vertiefung in Humangenetik, Pharmakologie urubbgie

Studium der Biologie an der Univerdsiéiningham im Rahmen eines
Erasmus-Programmes

Diplomarbeit durchgefliihrt an der Geugust-Universitat Gottingen,
Institut fir Humangenetik (Prof. Dr. W. Engel) zdrhema
.Molekulargenetische Analysen bei Patienten mitdliehssyndrom
29"

Studium der Bioinformatik an der Unsvigit Bielefeld

Doktorarbeit an der Philipps-Univéatdilarburg, durchgefuhrt am
Max-Planck-Institut fur terrestrische Mikrobiologreder Abt.
Organismische Interaktionen, betreut durch Dr.Semrawski zum
Thema ,Tryptophanabhangige Pigmentsyntheddsiilago maydi%
und ,ldentifizierung von Wirtsspezifitdtsfaktorem den Brandpilzen
Ustilago maydisund Sporisorium reilianurh

Mitglied deriInternational Max Planck Research School
des Max-Planck-Instituts, Marburg.



DANKSAGUNG

Frau Prof. Dr. Regine Kahmann danke ich sehr hedr#lir die Mdglichkeit die Arbeiten zur
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese in ihrer iiotg durchfihren und dank ihrer
Unterstitzung auch beenden zu kdnnen und fur deendihme des Zweitgutachtens.

Ein ganz groR3er Dank gilt meinem hervorragendeneset, Dr. Jan Schirawski, der mich
unentwegt motiviert und unterstitzt hat. Es maeither jede Menge Spal3, in seiner Gruppe
arbeiten zu darfen und mit ihm tber wissenschéiéiEragestellungen zu diskutieren.

Herrn Prof. Dr. Michael Boélker danke ich sehr heetzl fur die Bereitschaft, das
Erstgutachten zu erstellen, die stete Diskussiorgbehaft und Unterstitzung von Beginn
meiner Arbeit an.

Ein herzlicher Dank gilt den weiteren Mitgliederreimer Prifungskommission, Herrn Prof.
Dr. Wolfgang Buckel und Herrn Prof. Dr. Andreas Beu

Herrn Prof. Dr. Peter Mayser danke ich fur die Mgigteit, an dem Thema zur Tryptophan-
abhangigen Pigmentsynthese arbeiten zu durfengesfiwidie gute Kooperation. Die vielen
Seminare an der Hautklinik in Giel3en waren durch Praxisbezogenheit immer besonders
spannend.

Ich danke den Mitgliedern meines ,IMPRS-Advisoryrmuittees”, Herrn Prof. Dr. Rolf
Thauer, Herrn Dr. Jan Schirawski, Herrn Prof. DiIk@r und Herrn PD Dr. Rainer
Hedderich, die sich sehr kritisch und intensiv mginem Thema auseinandergesetzt haben
und mir sehr viele wertvolle Tipps mitgegeben haben

Herrn Prof. Dr. Karlovsky und Frau Dr. Ursula Hettwdanke ich fir die tolle und
erfolgreiche Kooperation, die meine Arbeit Uberhaarst hat machbar werden lassen.

Einen allerherzlichsten Dank mdchte ich den tollsfitarbeitern und ehemaligen
Mitarbeitern meiner Arbeitsgruppe aussprechen.t8Winterberg, EImar Meyer, Hassan
Ghareeb, Theresa Wollenberg, Bernie Heinze, Clplistdahne, Mascha Valevich, Helen
Hulsmann, Dominic Cimiotti, Julia Zielecki, Marca€lho, Gustavo Gamez, Ronny Kellner,
Stephan Poppe, Stefanie Uhlmann und Christine étlataren und sind einfach superklasse
Kollegen und Freunde! Britta ist zu einer gutenurdin geworden. Bei Elmar Meyer,
Theresa Wollenberg, Maria Valevich, Stephan Poppk@hristine Platzer mdchte ich mich
aullerdem fur die tolle Zusammenarbeit bedanken.

Jorg Kahnt gilt ein besonderes Dankeschon fur dig, Lie er sich genommen hat, um
Substanzen von mir mit MALDI-TOF zu analysieren ulel stete Bereitschaft zu helfen.
Herrn Prof. Lohoff danke ich fur die Moglichkeiteibihm die Zellkultur zu erlernen und
durchzufiihren und das rege Interesse wahrend m8emsnars. Auch Katharina Reinhard
gilt hierbei ein ganz besonderes Dankeschon!

Danke allen Kollegen aus dem Institut, die das belbe Institut auRerordentlich angenehm
gemacht haben. Auch der AG Bolker mdéchte ich fig sidndige Unterstltzung und die
lustige Zeit wahrend meiner Arbeit danken.

Meinem Freund danke ich fir seine Ausgeglichenhaiid sein Verstandnis fir
Laborangelegenheiten. Meinen drei besten Freundimame Berlin, Stuttgart und Sundsvall
danke ich ganz besonders dafiir, dass sie trotzretdrt groRen Distanz den Kontakt
aufrechterhalten haben. Zuletzt danke ich meinggrikldie immer bereit waren, mir mit Rat
und Tat zur Seite zu stehen. Ganz lieben Dank Haftr



