
Die Auswirkung der posttranslationellen

Aktivierung des Transkriptionsfaktors Prf1

auf die Pheromonantwort

in Ustilago maydis

Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

dem Fachbereich Biologie
der Philipps-Universiẗat Marburg
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Voraussetzung für eine erfolgreiche Infektion des phytopathogenen PilzesUstilago maydis

ist die Erkennung und Fusion zweier kompatibler Sporidien auf der Pflanzenoberfl̈ache. Als

entscheidendes Signal wirkt dabei die gegenseitige Pheromonstimulation. Diese wird in der

Zelle über mindestens zwei Signalwege weitergeleitet, eine MAP-Kinase-Kaskade (MAPK)

sowie eine cAMP-abḧangige Proteinkinase A (PKA). Zielprotein der beiden pheromonaktivier-

ten Kinasen ist der Transkriptionsfaktor Prf1, welcher dieExpression vieler in den folgenden

Entwicklungsschritten entscheidender Faktoren reguliert. In Mutationsanalysen konnte gezeigt

werden, dass die entsprechenden MAPK- und PKA-Phosphorylierungsstellen in Prf1 für dessen

Aktivierung von essentieller Bedeutung sind. Die beiden Kinasen beeinflussen die Funktion des

Transkriptionsfaktors in unterschiedlicher Weise, wobeidas Phosphorylierungsmuster auf Prf1

insbesondere eine Unterscheidung der Promotoren der Gene der beiden Kreuzungstyploci zu

erlauben schien.

In der vorliegenden Arbeit konnte zunächst das tetrazyklinregulierte Expressionssystem als

wichtige Erg̈anzung des Promotorrepertoires inU. maydisetabliert werden. Die tetrazyklinver-

mittelte Regulation vonprf1 belegte Einsatzfähigkeit und Effizienz des heterologen Systems.

Erste Hinweise auf die Mechanismen, welche der pheromonvermittelten Aktivierung von Prf1

zugrunde liegen, konnten durch die Lokalisierung des Proteins sowie die Entkopplung funk-

tioneller Module gewonnen werden. Dabei deutete sich an, dass die DNA-Bindeeigenschaften

wie auch das Transaktivierungspotential von Prf1 Angriffspunkte dieser Regulation darstel-

len könnten. Die Charakterisierung konstitutiv aktivierter Prf1-Varianten erlaubte es, die

physiologische Relevanz der PKA-Phosphorylierung zu bestätigen. Anschließende Microarray-

Analysen erm̈oglichten eine transkriptomweite Untersuchung der Auswirkung von PKA- wie

auch MAPK-Modifikationen. Dabei konnten der pheromonregulierten Gene unterschiedliche

Regulationsklassen definiert werden, deren Expression durch den Phosphorylierungsstatus von

Prf1 bestimmt wird. Ẅahrend die transkriptionelle Induktion vonprf1 ausreicht, um u.a.

die Expression von Faktoren der Pheromonreifung und -sekretion zu induzieren, bestimmen

MAPK- oder PKA-Phosphorylierung die Regulation destinkterGengruppen. Diese Ergebnis-

se unterstreichen, dass der Transkriptionsfaktor Prf1 aufposttranslationeller Ebene zu einer

Veränderung der Zielpromotorspezifität in der Lage ist, welche ein neues Konzept der Ver-

netzung unterschiedlicher Signalwege in der pilzlichen Pheromonantwort darstellt.
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Abkürzungen und Fachbegriffe

Abkürzungen und Fachbegriffe

Amp Ampicillin

APC anaphase promoting complex

bp Basenpaar(e)

C-terminal carboxyterminal

cAMP cyclic adenosine monophosphate

Cbx Carboxin

CDK cyclin-dependent kinase

cDNA complementary DNA

cRNA complementary RNA

CM complete medium

DNA desoxyribonucleic acid

CRE cAMP response element

DIC differential interference contrast

DMSO Dimethylsulfoxid

Dox Doxyzyklin

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EST expressed sequence tag

FRE filamentation response element

GDP Guanosindiphosphat

Gfp (enhanced) green fluorescent protein

Glk Glukose

GTP Guanosintriphosphat

h hour

H2Obid. zweifach destilliertes Wasser

HMG high mobility group

Hyg Hygromyzin

kb Kilobasenpaar

MAPK mitogen-activated protein kinase

MAPKK MAPK-Kinase

MAPKKK MAPKK-Kinase

mM millimolar

MUMDB MIPS Ustilago maydisDataBase

N-terminal aminoterminal

Nat Nourseothrizin

OD600 optische Dichte bei 600 nm

ORF open reading frame

PCR polymerase chain reaction

PD potato dextrose

PEG Polyethylenglukol

PKA protein kinase A

PKC protein kinase C

PRE pheromone response element

qPCR quantitative PCR

RGS regulator of G protein signalling

RNA ribonucleic acid

RRS Rop1 recognition sequence

RT Raumtemperatur

SAM sterile alpha motif

SDS Natriumdodecylsulfat

SP SPXX repeat motif

SSR serine-rich repeat

Tet Tetrazyklin

TPS Trehalose-6-phosphat-Synthase

Tris Trishydromethylaminomethan

U unit, Enzymeinheit

UARS U. maydis autonomously

replicating sequence

u.a. unter anderem

UAS upstream activating sequence

ÜN über Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

UV ultraviolettes Licht

wt Wildtyp

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der phytopathogene Pilz Ustilago maydis

1.1.1 Der Lebenszyklus von U. maydis

Der BasidiomyzetUstilago maydis, Erreger des Maisbeulenbrandes, ist ein bedeutender biotro-

pher Pflanzenschädling, dessen Erforschung seit Jahrzehnten wichtige Beiträge zum Versẗand-

nis verschiedenster biologischer Prozesse leistet. Im Zentrum stehen dabei nicht nur Aspekte

der pilzlichen Pathogenität, sondern auch die Aufklärungübergeordneter molekularer Zusam-

menḧange wie etwa der DNA-Reparatur oder des Zytoskeletts (Holliday, 2004; Yanget al.,

2005; Steinberg und Fuchs, 2004). Systematisch entstammtUstilago maydisder Familie der

Ustilaginaceae, welche eine Vielzahl phytopathogener Pilze umfaßt (Martı́nez-Espinozaet al.,

2002). Charakteristisch für diese Familie ist die ausgesprägte Wirtsspezifiẗat, die sich im Falle

vonU. maydisauf Mais sowie dessen nahe Verwandte Teosinte beschränkt.

In seiner Entwicklung durchläuftU. maydiseinen zweistufigen sexuellen Lebenszyklus, dessen

Abschluss eng mit der Infektion verknüpft ist (zusammengefasst in Bölker, 2001; Feldbr̈ugge

et al., 2004). In der wirtsunabḧangigen Phase ẅachst der Pilz saprophytisch in Form haploi-

der Sporidien, die sicḧahnlich der B̈ackerhefeSaccharomyces cerevisiaedurch Knospung ver-

mehren. Der morphologische Wechsel beginnt mit der Erkennung kompatibler Sporidien, die

unterschiedliche Allele der Paarungstyploci tragen. Diese führt zur Ausbildung von Konjugati-

onshyphen, die in Richtung des kompatiblen Partners auswachsen und bei direktem Kontakt an

ihren Spitzen fusionieren. Ergebnis dieser Zellfusion istein dikaryotisches Filament, welches

für die Fortsetzung seines Wachstums auf die Wirtspflanze angewiesen ist. Nach Penetration der

Pflanzenoberfl̈ache unter Ausbildung appressorienähnlicher Strukturen erfolgt die Besiedlung

des Pflanzengewebes zunächst vorwiegend intrazellulär in Form eines dikaryotischen Myzels,

bevor es nach etwa fünf Tagen zur Ausbildung erster Tumore kommt. Diese sind an allen oberir-

dischen Pflanzenteilen zu beobachten und bilden das Umfeld für eine massive Proliferation des

Pilzmyzels. Nach der Fragmentierung einzelner Filamente und der anschließenden Differen-

zierung in sporogene Hyphen werden aus den reifen Tumoren diploide Teliosporen freigesetzt.

Diese erscheinen durch die starke Einlagerung von Melanin in der Sporenḧulle schwarz pig-

mentiert, was der ausgelösten Krankheit den Namen Maisbeulenbrand eintrug (Christensen,

1963). Den Lebenszyklus abschließend keimen die freigesetzten Teliosporen unter geeigneten

Bedingungen zu Probasidien aus, welche nach durchlaufener Meiose erneut haploide Sporidien

abschn̈uren.
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Einleitung

Der entscheidende morphologische Wechsel, welcher die pathogene Entwicklung von

U. maydiseinleitet, steht unter genetischer Kontrolle der beiden ungekoppelten Paarungstyp-

loci a und b, in denen sich zwei Sporidien unterscheiden müssen, um f̈ur Fusion und an-

schließendes Filamentwachstum kompatibel zu sein (Holliday, 1961). Dera-Lokus existiert

in den Allelena1 und a2, in welchen ein Pheromonrezeptor (Pra1 und Pra2) und ein Phero-

monvorl̈auferprotein (Mfa1 und Mfa2) kodiert sind (Bölker et al., 1992). Dasa2-Allel tr ägt

dar̈uberhinaus die Genelga2 und rga2, deren abgeleitete Proteine eine Rolle in der Mitochon-

drienregulation zu spielen scheinen (Bortfeldet al., 2005). Jeder Pheromonrezeptor zeigt eine

selektive Spezifiẗat für das im anderen Allel kodierte Pheromon. Die Funktion dieses Pheromon-

/Pheromonrezeptorsystems ist essentielle Voraussetzungfür die Erkennung und Fusion kompa-

tibler Sporidien (B̈olkeret al., 1992). Nach der Fusion gewährleisten die Produkte desb-Lokus

die Ausbildung und Aufrechterhaltung des filamentösen Dikaryons (Banuett und Herskowitz,

1994). Die mehr als 25 bisher beschriebenen Allele kodierenfür jeweils zwei Homeodom̈anen-

Proteine, bEast (bE) und bWest (bW), die nur dann zu einem aktiven heterodimeren Transkrip-

tionsfaktor zusammenkommen können, wenn beide Untereinheiten unterschiedlichen Allelen

entstammen (Gillissenet al., 1992; K̈amperet al., 1995). Die Ausbildung eines solchen funktio-

nellen Heterodimers führt zu weitreichenden Veränderungen im Transkriptom der Zelle, welche

eine grundlegende Umstrukturierung des Wachstumsverhaltens nach sich ziehen (Brachmannet

al., 2001; M. Scherer und J. K̈amper, pers̈onliche Mitteilung). DieÜbertragung und Umsetzung

des zun̈achst extrazellulären Pheromonsignals auf transkriptionelle Prozesse im Kern der Zelle

bilden einen wichtigen Aspekt in der Untersuchung der Pheromonantwort inU. maydis.

1.1.2 U. maydis als Modellorganismus

Zahlreiche Aspekte empfehlenU. maydisals Modellsystem in der Untersuchung einer Vielzahl

zellulärer Prozesse wie Genomstabilität und DNA-Reparatur, molekulare Transportmechanis-

men oder auch Signaltransduktion und Zellzyklusregulation (zusammengefasst in Feldbrügge

et al., 2004; Kahmann und K̈amper, 2004). So führten Untersuchung der homologen Rekom-

bination inU. maydisschon vor mehr als 40 Jahren zur Aufklärung der sogenannten Holliday-

Struktur (Holliday, 1964; 2004). Auch auf dem Gebiet der Genomstabiliẗat und DNA-Reparatur

ermöglichten Arbeiten an einem Protein der BRAC2-Familie sowie dessen Partner Dss1 neue

Einblicke in das Zusammenspiel dieser Faktoren, da anders als in S. cerevisiaeoderSchizo-

saccharomyces pombebeide Komponenten, welche zunächst in ḧoheren Eukaryonten beschrie-

ben wurden, im Genom vonU. maydiskonserviert sind (Kojicet al., 2002; Kojicet al., 2003;

Yanget al., 2005). Die Charakterisierung des molekularen Motors Dynein, welcher inU. maydis

2
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in zwei Proteine aufgespalten ist, belegte eine Beteiligungdieses Transportfaktors u.a. an der

Organisation fr̈uher Endosomen und des endoplasmatischen Retikulums, aber auch an der kor-

rekten Positionierung des Zellkerns sowie der Ausbildung des Mikrotubulizytoskeletts (Straube

et al., 2001; Wedlich-S̈oldneret al., 2002a; 2002b; Straubeet al., 2003; Adamikovaet al., 2004).

Darüberhinaus f̈uhrten z.B. Untersuchungen der Zellzyklusregulation innerhalb der Kreuzungs-

reaktion zur Identifikation der Kinase Crk1 als erstes Mitglied einer neuen Familie von Kinasen

(Garrido und Ṕerez-Mart́ın, 2003; Garridoet al., 2004).

Die Vorteile in der Verwendung vonU. maydisliegen in der einfachen genetischen Manipulier-

barkeit dieses Pilzes sowie der Verfügbarkeit verschiedenster biochemischer und zellbiologi-

scher Methoden. So lässt sich der Pilz in seiner saprophytischen Form unter Laborbedingungen

leicht in Flüssig- wie auch auf Festmedien kultivieren. Auch das Durchlaufen des sexuellen

Zyklus innerhalb der Pflanze kann durch Infektionsexperimente an jungen Maissetzlingen unter

kontrollierten Geẅachshausbedingungen verfolgt werden. Zudem existiert einweites Spek-

trum molekularer Werkzeuge, beginnend von integrativen Plasmiden zur homologen oder ekto-

pischen Integration̈uber freireplizierende Plasmide mit hoher Transformationseffizienz zur

leichten Komplementation bis hin zu verschiedenen konstitutiv aktiven sowie regulierbaren

Promotoren (zusammengefasst in Kämper und Kahmann, 2004). Der Ablauf homologer Re-

kombination erlaubt die Durchführung revers genetischer Ansätze unter Anwendung einfacher

Genaustausch-Strategien (Brachmannet al., 2004; K̈amper, 2004).

Einen entscheidenden Fortschritt brachte die vollständige Sequenzierung des Genoms im

Jahr 2003 (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/ustilago maydis; K̈amperet al., 2006).

Dies erm̈oglichte die Entwicklung eines genomweiten Microarray basierend auf den Metho-

den der Firma Affymetrix, wobei jedes zum damaligen Zeitpunkt vorhergesagte Genmodel

durch eine Sondenreihe dargestellt wurde. Darüberhinaus wurden u.a. die cDNA-Sequenzdaten

einiger EST-Klone (expressed sequence tag) sowie bekannte Gene, welche zum damaligen

Zeitpunkt nicht in der Genomsequenz enthalten waren, berücksichtigt (J. K̈amper, pers̈onli-

che Mitteilung). In den letzten Jahren begann zudem eine detaillierte bioinformatische An-

notation desU. maydis-Genoms zur manuellen Korrektur der vorhergesagten Genmodelle in

einer Kooperation des Max-Planck-Instituts für terrestrische Mikrobiologie mit demMunich

Information Center for Protein Sequences(MIPS; R. Kahmann, J. K̈amper und G. Mewes,

pers̈onliche Mitteilung), deren Ergebnisse kontinuierlich in der MIPS Ustilago maydis Data-

Baseveröffentlicht werden (MUMDB, http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago). In Bezug auf die

Sondenreihen des Microarrays bedeutet das Folgendes: Wenngleich in der Regel jede Sonden-

reihe einem vorhergesagten Genmodell entspricht, können in einigen F̈allen nach neuerer An-
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notation mehrere Sondenreihen in den Bereich eines offenen Leserahmens fallen (MUMDB,

http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago). Zudem existiert für wenige Sondenreihen kein kor-

respondierendes Genmodell, da u.a. einige Vorhersagen nach manueller Korrektur zurück-

genommen wurden (J. K̈amper, pers̈onliche Mitteilung). Insgesamt deckt der Microarray 90%

der zum gegenẅartigen Zeitpunkt vorhergesagten 6902 Gene ab (Kämperet al., 2006).

Nach der Etablierung entsprechender Methoden für U. maydisdurch die Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. J. K̈amper fanden Microarrays ihren ersten Einsatz in der Charakterisierung der

b-abḧangigen Regulationskaskade (Schereret al., 2006; M. Scherer, M. Vraneš, C. Pothi-

ratana und J. K̈amper, pers̈onliche Mitteilung). Weitere Anwendungen folgten z.B. in der

Untersuchung der Reaktion der Zellen auf Eisenmangel oder oxidativen Stress (Eichhornet

al., 2006; L. Molina, pers̈onliche Mitteilung). Im Bereich der Signaltransduktion ermöglich-

ten Microarray-Analysen die Identifikation von Zielgenen der pathogeniẗatsrelevanten Signal-

kaskaden (Eichhorn, 2004; siehe 1.2.2).

1.2 Wege der Pheromon-Signaltransduktion

Die Prinzipien der intrazellulären Weiterleitung externer Stimuli stellen einen der wichtigsten

Aspekte zellbiologischer Forschung dar, dessen Spektrum von einfachen Kommunikations-

wegen z.B. in bakteriellen Biofilmen (Fuqua und Greenberg, 2002) bis hin zu komplexen

Differenzierungsprozessen in höheren Eukaryonten reicht (Citri und Yarden, 2006). Eine

Störung derartiger Abl̈aufe ist zudem Auslöser vieler schwerwiegender menschlicher Erkran-

kungen (Eswarakumaret al., 2005). Zugleich zeigen die molekularen Mechanismen dieser

Prozesse einen hohen Grad an Konserviertheit selbst zwischen evolution̈ar entfernten Orga-

nismen, weshalb eine Reihe von niederen Eukaryonten bedeutende Modellsysteme in der

Erforschung dieser Aspekte darstellen (Weraet al., 2001; Ton und Rao, 2004).

Zwei Signaltransduktionswege waren im Rahmen dieser Arbeitvon besonderem Interesse.

Kennzeichnend f̈ur beide ist eine Serin/Threonin-spezifische Kinase als zentrale Komponen-

te, dargestellt durch eine mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) bzw. eine cAMP (cyclic

AMP)-abḧangige Proteinkinase A (PKA). MAPK-Kaskaden sind in allen Eukaryonten hoch

konservierte Signalmodule bestehend aus drei hierarchisch agierenden Kinasen (Chenet al.,

2001; Pearsonet al., 2001). Die Aktivierung einer MAPK erfolgẗuber eine serielle Aktivierung

derübergeordneten Kinasen MAPK-Kinase (MAPKK) und MAPKK-Kinase (MAPKKK). Die

terminale MAPKübertr̈agt das Signal durch Phosphorylierung auf zytoplasmatische wie auch

nuklëare Zielproteine, welche innerhalb des Konsensusmotivs L/PxS/TP modifiziert werden
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(Clark-Lewis et al., 1991). Der zweite Signalweg basiert auf Verwendung des sekund̈aren

Botenstoffes cAMP, welcher nach Stimulation durch die membransẗandige Adenylatzyklase ge-

bildet wird (Johnsonet al., 2001). Effektor ist die PKA, welche in ihrem inaktiven Zustand als

tetrameres Holoenzym aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten vorliegt.

Die kooperative Bindung von cAMP an die regulatorischen Untereinheiten f̈uhrt zur Freiset-

zung der katalytischen Teile, welche ebenfalls zytoplasmatische und nuklëare Zielproteine mit

der Konsensussequenz RRxS/T phosphorylieren können (Johnsonet al., 2001). Die Spezifiẗat

dieser Modifikation wird im Zytoplasma höherer Eukaryonten u.a. durch sogenannte AKAP-

Faktoren (A kinase adaptor protein) geẅahrleistet, welche die PKA mit Zielproteinen und wei-

teren Regulatoren zusammenbringen (Altoet al., 2002).

1.2.1 Signalwege in der B äckerhefe S. cerevisiae

Einer der am besten untersuchten Signaltransduktionsprozesse ist die Weiterleitung des Phe-

romonsignals inS. cerevisiae(zusammengefasst in Bardwell, 2005). Diese Hefe liegt in zwei

unterschiedlichen haploiden Zelltypen vor, welche aufgrund ihrer Paarungsspezifität als a- bzw.

α-Zellen bezeichnet werden (GenotypMATa bzw.MATα). a-Zellen sekretieren a-Faktor und

reagieren auf die Anwesenheit vonα-Faktor durch eine Reihe physiologischer Veränderungen

und umgekehrt. Diese umfassen neben weitreichendenÄnderungen des Expressionsprofils in

etwa 200 Genen (entsprechend etwa 3% des Genoms; Robertset al., 2000) einen Zellzyklus-

arrest der Zellen in der G1-Phase, die Ausbildung gerichtetwachsender Paarungsstrukturen,

der sogenanntenShmoos, sowie zuletzt die Fusion der Zellen, gefolgt von einer baldigen Kern-

fusion. Eingeleitet wird die Paarungsreaktion durch die Bindung des Pheromons an den kompa-

tiblen Siebentransmembran-Pheromonrezeptor (Ste2p bzw.Ste3p), welcher an der Membran-

innenseite an ein heterotrimeres G-Protein gekoppelt ist (Abb. 1A; Raicuet al., 2005). Die Akti-

vierung des Rezeptors führt zum Austausch des gebundenen Kofaktors GDP gegen GTP ander

Gα-Untereinheit Gpa1p und damit zur Ablösung des Gβ/Gγ-Heterodimers (Ste4p/Ste18p). Die

Freisetzung dieses membrangebundenen Komplexes initiiert die Fortleitung des Signals̈uber

ein pheromonspezifisches MAPK-Modul bestehend aus der MAPK-Kinase-Kinase Ste11p, der

MAPK-Kinase Ste7p und der terminalen MAP-Kinase Fus3p oderKss1p, welche durch Inter-

aktion mit dem Ger̈ustprotein Ste5p zusammengehalten werden. Zur Aktivierung dieses Moduls

interagiert der Gβ/Gγ-Komplexes sowohl mit Ste5p, wodurch das Modul an die Membran rekru-

tiert wird, als auch mit einer weiteren Kinase, Ste20p, welche die MAPKKK Ste11p durch

direkte Phosphorylierung aktiviert. Dieser Prozess wird zudem untersẗutzt durch das SAM-

Domänenprotein Ste50p. In dieser Aktivierung erfolgt eine Signaladaptation auf transkriptio-
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neller wie auch posttranslationeller Ebene u.a. durch Induktion des G-Proteinregulators Sst2p,

welcher die Aktiviẗat von Gpa1p herabsetzt (Dohlmanet al., 1996).

Die wichtigsten Zielproteine der aktivierten MAPK sind Far1p, ein m̈oglicher Inhibitor

zyklinabḧangiger Proteinkinasen (cyclin-dependent kinase, CDK), welcher f̈ur den pheromon-

induzierten Zellzyklusarrest sowie die dadurch eingeleitete Repression nahezu aller pheromon-

reprimierten Gene verantwortlich ist (Peter und Herskowitz, 1994; Robertset al., 2000), sowie

der Ste12p/Dig1p/Dig2p-Transkriptionsaktivatorkomplex. Der Transkriptionsfaktor Ste12p ist

als Homodimer oder in Interaktion mit Mcm1p essentiell für die Induktion aller etwa 100

pheromoninduzierten Gene, deren Promotorenüber ein 7 bp-langespheromone response

element(PRE) erkannt werden. Bei Dig1p und Dig2p handelt es sich um spezifische Inhibito-

ren, welchëuber eine direkte Bindung an verschiedene Regionen des Proteins sowohl Aktiviẗat

wie auch Promotorbindung von Ste12p verändern (Olsonet al., 2000; Zeitlingeret al., 2003;

Chouet al., 2006).

Abbildung 1: Die Signalwege der Pheromonantwort (A) und der filamentösen Differen-
zierung (B) in S. cerevisiae. Komponenten des MAPK- und PKA-Signalwegs sind als Ova-
le bzw. abgerundete Rechtecke, an beiden Beteiligte als Kreise dargestellt.In den Graustufen
unterschieden sind die zentralen Kinasen (dunkel), stromaufwärts agierende Komponenten (hell)
sowie stromabẅarts gelegene Effektoren (mittel). Von Ste12p bzw. Ste12p/Tec1p erkannteDNA-
Sequenzmotive sind als schwarze Rechtecke gezeigt. Art und Funktion der Faktoren: siehe Text.α,
Gα-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins;β, Gβ-Untereinheit;γ, Gγ-Untereinheit; PRE,
pheromone response element; FRE,filamentation response element.

Interessanterweise ist Ste12p gemeinsam mit einigenübergeordneten Komponenten an einem

weiteren Signalweg inS. cerevisiaebeteiligt. Auf Stickstoffmangel reagieren diploide Hefezel-

len mit der Ausbildung pseudohyphaler Filamente (zusammengefasst in Panet al., 2000; Gan-

cedo, 2001). Zugrunde liegen eine verlängerte Zellform, ein unipolares Knospungsmuster und
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die Unterdr̈uckung der Abl̈osung von Mutter- und Tochterzelle. Auch hier spielt eine MAPK-

Kaskade aus Ste11p, Ste7p und Kss1p eine wichtige Rolle, wobei weder Fus3p noch Ste5p

eine Funktionübernehmen (Abb. 1B). Beteiligt an der Aktivierung ist erneutSte20p, wenn-

gleich die Art der stimulierenden Signale bisher nicht bekannt ist. Unterhalb des Kinasemoduls

steht der Transkriptionsfaktor Ste12p, der jedoch in Interaktion mit dem Kofaktor Tec1p ein

sogenanntesfilamentation response element(FRE) als neue Bindesequenz erkennt. In dieser

neuen Kombination aktiviert Ste12p eine veränderte Gruppe von etwa 100 Genen (Zeitlinger

et al., 2003), darunter u.a.FLO11, welches f̈ur ein essentielles Oberflächenprotein des pseudo-

hyphalen Wachstums kodiert (Lo und Dranginis, 1998). Für die morphologische Antwort wird

jedoch zus̈atzlich die Aktivierung eines cAMP-abhängigen Signalwegs benötigt, welcherüber

den Glukoserezeptor Gpr1p wichtige Nährstoffsignale einspeist. Auf der Membraninnenseite

ist das rezeptorassoziierte Gα-Protein Gpa2p gemeinsam mit dem kleinen G-Protein Ras2p,

welchesüber ein weiteres kleines G-Protein, Cdc42p, zugleich Einfluss auf den MAPK-Weg

aus̈ubt, für die Aktivierung der Adenylatzyklase zuständig. InS. cerevisiaestehen drei kata-

lytische PKA-Untereinheiten zur Verfügung, von denen jedoch nur Tpk2p nach Dissoziation

von der einzigen regulatorischen Untereinheit Bcy1p aktivierende Wirkung auf die pseudohy-

phale Differenzierung zeigt, ẅahrend die verbleibenden Proteine Tpk1p und Tpk3p eine sekun-

däre, inhibitorische Funktion̈ubernehmen. Zielprotein von Tpk2p ist u.a. der Transkriptionsfak-

tor Flo8p, welcher ebenfalls Bindestellen im Promotor vonFLO11 wie auch weiteren Genen

erkennt. Dabei ist derFLO11-Promotor nicht die einzige Stelle, an der sich MAPK- und PKA-

Aktivierung in der pseudohyphale Differenzierungüberschneiden. So speist z.B. Ras2p, selbst

durch unbekannte Stimuli aktiviert, in beide Signalwege ein.

1.2.2 Die Weiterleitung des Pheromonsignals in U. maydis

Die Weiterleitung des Pheromonsignals scheint inU. maydisauf der Aktivierung von min-

destens zwei parallelen Signalwegen zu beruhen, welche zugleich Einfluss auf Morpholo-

gie und Pathogenität des Pilzes zeigen (zusammengefasst in Bölker, 2001; Feldbr̈uggeet al.,

2004). Vergleichbar der Situation inS. cerevisiaefindet sich darunter zunächst ein MAPK-

Modul bestehend aus den Kernkomponenten Kpp4/Ubc4 (MAPKKK), Fus7/Ubc5 (MAPKK)

und Kpp2/Ubc3 (MAPK), deren Verlust jeweils eine schwere Störung der Pheromonantwort

hervorruft (Abb. 2; Mayorga und Gold, 1998; Mayorga und Gold, 1999; Müller et al., 1999;

Andrewset al., 2000). Microarray-Analysen nach Aktivierung derübergeordneten MAPKK

Fuz7 erm̈oglichten die Identifikation von insgesamt 387 Kpp2-abhängig regulierten Genen

(Eichhorn, 2004). Darunter befanden sich u.a. beide Gene desb-Lokus,kpp6sowie Gene f̈ur ein
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putatives RGS-Protein (regulator of G protein signalling) oder Komponenten des Zytoskeletts.

In Bezug auf die Aktivierung des MAPK-Moduls wurden mit Ubc2 und Smu1 zwei Proteine

mit Homologie zu Ste50p und Ste20p ausS. cerevisiaebeschrieben, wobei sich aus dem je-

weiligen Deletionspḧanotyp vorl̈aufig nur f̈ur das Ste50p-Homolog eine eindeutige Beteiligung

ableiten l̈aßt (Mayorga und Gold, 2001; Smithet al., 2004).

Abbildung 2: Die Weiterleitung des Pheromonsignals auf den Transkriptionsfaktor Prf1 in
U. maydis. Schematische Darstellung der beteiligten Faktoren. Komponenten des MAPK- und
PKA-Signalwegs sind als Ovale (orange) bzw. abgerundete Rechtecke (blau), an beiden Beteiligte
als Kreise (grau) dargestellt. Die zentralen Kinasen Adr1 und Kpp2 sowiePrf1 sind hervorge-
hoben. Die Gene desa- und b-Lokus sind als Rechtecke gezeigt, die Transkriptionsstartpunkte
durch Pfeile gekennzeichnet. Art und Funktion der Faktoren: siehe Text. α, Gα-Untereinheit eines
heterotrimeren G-Proteins;β, Gβ-Untereinheit.

Anders als in der B̈ackerhefe ist eine Aktivierung des MAPK-Moduls alleine jedoch nicht aus-

reichend, um eine volle Pheromonantwort auszulösen. Eine entscheidende Rolle spielen viel-

mehr auch Komponenten einer cAMP-abhängigen Kaskade basierend auf der Adenylatzyklase

Uac1 sowie der katalytischen bzw. regulatorischen PKA-Untereinheit Adr1 bzw. Ubc1, deren

Deletion durchwegs starken Einfluss auf Morphologie, Kreuzungskompetenz und Pathogenität

vonU. maydiszeigt (Goldet al., 1994; D̈urrenbergeret al., 1998). Durch Microarray-Analysen

nach Induktion vonadr1konnten auch hier 390 Zielgene identifiziert werden (Eichhorn, 2004).

Zu diesen z̈ahlten u.a. erneut beide Gene desb-Lokus sowiemfa1, pra1 und prf1. In diesem

Fall ist allerdings zu erẅahnen, dass ein Großteil der Adr1-abhängig regulierten Gene zu ver-

schiedenen Zeitpunkte ein gegenläufiges Expressionsverhalten zeigte, welches möglicherweise

auf Rückkopplungsmechanismen innerhalb der transkriptionellen Reaktion schließen lässt.
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Wenngleich der unmittelbarëUbertragungsweg unterhalb des Pheromonrezeptors bisher unklar

ist, sind doch einige stromaufwärts agierende Faktoren bekannt. Essentiell für die Akti-

vierung der Adenylatzyklase ist z.B. die Gα-Untereinheit Gpa1, wohingegen die Gβ-Unter-

einheit Bpp1 durch redundante Funktionen ersetzbar scheint(Regenfelderet al., 1997; Kr̈uger

et al., 1998; Müller et al., 2004). Desweiteren beteiligt sind die kleinen G-ProteineRas1 und

Ras2, welchëuber den cAMP- bzw. MAPK-Weg in die Pheromonantwort einzugreifen scheinen

(Lee und Kronstad, 2002; M̈uller et al., 2003a). F̈ur Ras2 konnte zudem der Guanylnukleotid-

Austauschfaktor Sql2 als potentieller Aktivator identifiziert werden.

Als zentraler Regulator unterhalb der Kaskaden fungiert derHMG-Box-Transkriptionsfaktor

Prf1 (pheromon response factor 1), dessen Deletion einen Verlust von Kreuzungskompetenz

und Pathogenität bewirkt (Hartmannet al., 1996). Über die Bindung spezifischer Sequenz-

elemente, welche wie in Hefe alspheromone response elemente(PRE) bezeichnet werden,

ist Prf1 maßgeblich u.a. für die Expression der Genemfa und pra desa- sowiebE und bW

desb-Paarungstyplokus (siehe 1.3.2). Eine transkriptomweiteCharakterisierung der Pheromon-

antwort des Stammes FB1 erlaubte die Identifizierung von insgesamt 295 Genen, welche in

ihrer Expression auf die Zugabe von synthetischem a2-Pheromon reagierten (Eichhorn, 2004).

Zu diesen z̈ahlten neben bekannten differentiell regulierten Genen der Pheromonantwort wie

z.B. mfa1, pra1, bE, bW und prf1 auch die Gene von Komponenten der Pheromonsignal-

transduktion wiefuz7, kpp2undkpp6. Dar̈uberhinaus kodierten einige der pheromoninduzier-

ten Gene f̈ur entscheidende Enzyme der Pheromonreifung und -sekretion, darunter u.a. eine

CAAX-Prenylprotease, beide Untereinheiten einer Proteinfarnesyltransferase, eine Carboxyl-

methyltransferase und ein ABC-Transporterprotein.

Die Beteiligung von Prf1 oder weiteren Transkriptionsfaktoren an dieser transkriptionellen Ant-

wort auf einen Pheromonstimulus war jedoch weitgehend ungeklärt. Interessanterweise schien

die Reaktion der meisten Gene auf einen kurzen Zeitraum beschränkt zu sein. Zudem konn-

ten durch gezielte genetische Aktivierung erste Hinweise auf die Beteiligung der MAPK- bzw.

PKA-Kaskade an der Vermittlung der transkriptionellen Veränderungen gewonnen werden.

Eine Interaktion beider Signalwege ließ sich bereits zu Anfang aus der Beobachtung ableiten,

dass die gestörte Morphologie einesuac1-Deletionsstammes durch Mutationen innerhalb des

MAPK-Moduls teilweise behoben werden konnte (Goldet al., 1994). EineÜberschneidung

zeigt sich auch in der Regulation der Kinase Crk1, welche u.a. die Expression des Transkrip-

tionsfaktors Prf1 reguliert. Dabei reagiert das Transkriptionsniveau voncrk1 gegenl̈aufig auf

eine Aktivierung des PKA- und MAPK-Weges (Garrido und Pérez-Mart́ın, 2003). Interessan-

terweise finden entscheidende Schritte der Signalintegration jedoch auf posttranskriptioneller
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Ebene statt. Im Mittelpunkt steht dabei das Prf1-Protein, welches durch beide terminalen Kina-

sen direkt phosphoryliert und dadurch in Aktivität wie auch Spezifität kontrolliert zu werden

scheint (siehe 1.3.2).

1.3 Die Regulation der Aktivit ät von Transkriptionsfaktoren

1.3.1 Verschiedene Kontrollmechanismen

Das Auftreffen extrazellulärer Signalmolek̈ule wie auch generellëAnderungen der Zellum-

gebungäussern sich meisẗuber ein ver̈andertes Expressionsprofil, welches die Steuerung der

physiologischen Antworẗubernimmt. Ḧaufig werden dabei verschiedenste Signale integriert,

um die Aktivität der verantwortlichen Transkriptionsfaktoren auf die neue Situation einzu-

stellen. Posttranslationelle Modifikationen erlauben eine schnelle und spezifische Reaktion,

wobei Phosphorylierung einen der verbreitesten Mechanismen darstellt (zusammengefasst in

Whitmarsh und Davis, 2000; Holmberget al., 2002). Phosphorylierung und Dephosphory-

lierung k̈onnen dabei die Funktionalität eines Transkriptionsfaktors auf mindestens fünf ver-

schiedene Arten regulieren: Wichtige Angriffspunkte sind(1) die DNA-Bindeeigenschaften

wie auch (2) das Transaktivierungspotential als Grundfunktionen eines Transkriptionsfaktors,

(3) die Stabiliẗat des Proteins selbst sowie wichtiger Koregulatoren, (4) die Dauer der nuklëaren

Lokalisierung sowie (5) die Interaktion des Proteins mit sich selbst und weiteren Faktoren,

die entscheidenden Einfluss auf alle Aspekte der Transkriptionsfaktoraktiviẗat nehmen k̈onnen.

Innerhalb eines Proteins können die angeḧangten Phosphatgruppen lokale wie auch globale

Wirkung entfalten. So kann durch Phosphorylierung das lokale Umfeld einer funktionellen

Gruppe, z.B. einer Bindestelle oder eines katalytischen Zentrums, ver̈andert und damit Aktiviẗat

oder Affinität des Proteins beeinflusst werden. Häufig tragen jedoch auch Modifikationen ent-

fernter Stellen̈uber globalëAnderungen der Konformation zur Aktivitätsregulation bei (Cohen,

2000; Salazar und Ḧofer, 2003).

Dass verschiedene Mechanismen ineinander greifen können, zeigt z.B. die Regulation des

humanen Transkriptionsfaktors NFAT1. Entscheidend für dessen Aktivierung ist die Dephos-

phorylierung von ingesamt zẅolf Serinresten durch die Ca2+/Calmodulin-abḧangige Phospha-

tase Calcineurin. Diese verteilen sich auf die beiden distinkten serinreichen Regionen SRR-1

(serine-rich repeat) und SP (SPXX repeat motif), deren Phosphorylierungsstatus unterschied-

liche Eigenschaften kontrolliert. Ẅahrend SRR-1 als Hauptregulator des Kernimports von

NFAT1 fungiert, bestimmt SP sowohl die DNA-Bindeaffinität als auch den Kernexport. Ein der-

artiges Zusammenspiel mehrerer Phosphorylierungsstellen wird alsMultisite Phosphorylation

10



Einleitung

bezeichnet und dient als wichtiges Mittel der Signalintegration und Feinregulation (Holmberg

et al., 2002). Interessanterweise erfolgt die Modifikation sowohl durch Calcineurin als auch

durch die entgegenwirkenden Kinasen in einer sequenziellen Abfolge, wobei nach Stimulation

zun̈achst SRR-1 dephosphoryliert zu werden scheint, bevor die Prozessierung von SP den vollen

Aktivierungsstatus erm̈oglicht (Okamuraet al., 2000; Salazar und Ḧofer, 2003; Okamuraet

al., 2004; Salazar und Ḧofer, 2005). Dar̈uberhinaus konnte ein weiterer kritischer Serinrest in

der N-terminalen Transaktivierungsdomäne identifiziert werden, dessen Phosphorylierung das

Transaktivierungspotential von NFAT1 deutlich erhöht (Okamuraet al., 2000).

Eine andere Art der Signalintegration zeigt das CRE (cAMP response element)-bindende

Protein (CREB), der erste Transkriptionsfaktor, für den eine phosphorylierungsabhängige Regu-

lation der Aktiviẗat beschrieben wurde (Mayr und Montminy, 2001). Zunächst beschrieben als

cAMP/PKA-sensitiver Aktivator ist CREB zudem an der transkriptionellen Antwort auf ver-

schiedene Wachstumsfaktoren beteiligt. Entscheidend für die Aktivierung von CREB ist die

Phosphorylierung eines konservierten Serinrestes an Aminos̈aureposition 133, welche Voraus-

setzung f̈ur eine Interaktion mit dem Koaktivatorprotein CBP (CREB-binding protein) ist.

Interessanterweise können entsprechend seiner Rolle als Integrator verschiedener Signalwege

neben der PKA auch andere Kinasen diese Position modifizieren (Mayr und Montminy, 2001).

Die Unterscheidung der Reaktion auf verschiedene Inputsignale erfolgt dabei u.a.̈uber eine

promotorspezifische Bildung des CREB/CBP-Komplexes, wobei der genaue Mechanismus

dieser Regulation nachwievor unklar ist (Zhanget al., 2005).

1.3.2 Die Regulation von Prf1 in U. maydis

Als entscheidender Regulator der Pheromonantwort inU. maydisunterliegt Prf1 einer komple-

xen Regulation. Auf transkriptioneller Ebene existieren mindestens drei Aktivatoren, welche

unterschiedliche Regionen desprf1-Promotors erkennen (Abb. 3A). Eine wichtige Rolle spielt

dabei das sogenannte UAS-Element (upstream activating sequence), welches die Integration

verschiedener N̈ahrstoffsignale vermittelt (Hartmannet al., 1999). Essentiell f̈ur diese Steue-

rung ist die Kinase Crk1, wenngleich die Art der Verbindung bisher nicht gekl̈art werden konnte

(Garrido und Ṕerez-Mart́ın, 2003; Garridoet al., 2004). Neben der Autoregulation durch Prf1

über zwei PRE-Motive tr̈agt das HMG-Box-Protein Rop1 als dritter Aktivatorüber sogenann-

te RRS-Elemente (Rop1 recognition sequence) zur prf1-Regulation in axenischer Kultur bei

(Brefort et al., 2005). Dar̈uberhinaus zeigen beide an der Pheromonanwort beteiligtenSignal-

wege einen aktivierenden Einfluss auf dieprf1-Expression (M̈uller et al., 1999; Hartmannet

al., 1999; Müller, 2003), wobei die Kinase Crk1 u.a. an der MAPK-vermittelten Regulation
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beteiligt ist (Garridoet al., 2004).Über einen bisher unbekannten Mechanismus greifen zudem

zellzyklusabḧangige Prozesse ein, welche die Expression vonprf1 auf die G1-Phase zu be-

schr̈anken scheinen. So führt eine Verk̈urzung dieses Stadiums z.B. durchÜberexpression des

G1-Cyclins Cln1 zu einem Verlust derprf1-Expression und damit der Pathogenität (Castillo-

Lluva und Ṕerez-Mart́ın, 2005).

Auch als Protein unterliegt Prf1 einer Vielzahl von Modifikationen. Anf̈angliche Hinweise

darauf brachte die Beobachtung, dass eine pheromonvermittelte Induktion des Prf1-Zielgens

mfa1 auch bei konstitutiverprf1-Expression erhalten blieb (Hartmannet al., 1999). Eine

bioinformatische Analyse der Proteinsequenz dokumentiert u.a. das Vorhandensein zahlrei-

cher Aminos̈aureabfolgen, die als Erkennungsstellen für unterschiedliche Kinase dienen könn-

ten (ScanProsite, http://www.expasy.org/tools/scanprosite/). Aufgrund der Beteiligung PKA-

wie auch MAPK-vermittelter Signaltransduktion an der Pheromonantwort vonU. maydissind

dabei die f̈unf PKA-spezifischen Motive sowie die zusätzlich vorhandenen sechs MAPK-

Erkennungsstellen von besonderem Interesse (Abb. 3B; sieheunten).

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Gen- und Proteinaufbausvon Prf1. (A) Der
DNA-Abschnitt ist als Linie und der kodierende Bereich vonprf1 als Rechteck dargestellt, der
Transkriptionsstartpunkt ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Regulatorische Sequenzmotive sind
als ausgef̈ullte Rechtecke (UAS; grau) und Dreiecke (PRE,pheromone response element, schwarz;
RRS,Rop1 recognition sequence, grau) gezeigt. Der Größenmaßstab entspricht 200 bp. Art und
Funktion der Faktoren: siehe Text. Die Positionen der Motive sind: RRS1,(-423)-(-413); RRS2,
(-501)-(-491); RRS3, (-1908)-(-1898); UAS, (-1595)-(-1512); PRE1, (-715)-(-707); PRE2, (-729)-
(-721). (B) Die Proteinsequenz von Prf1 ist als Balken dargestellt. HMG-Box (dunkles Grau)
und PEST-Sequenz (mittleres Grau) sind als Rechtecke gezeigt. Farbige Querbalken entsprechen
den vorhergesagten Kinase-Modifizierungsstellen (MAPK, orange; PKA, blau). Der Gr̈oßenmaß-
stab entspricht 50 Aminosäuren. Die Aminos̈aurepositionen der Elemente sind: HMG-Box, 125-
193; PEST, 300-326; MAPK-Erkennungsstellen, S267, S375, S448, S473, S498, S812; PKA-
Erkennungsstellen, T253, T366, S511, S512, S659.

Darüberhinaus entḧalt Prf1 eine m̈ogliche PEST-Sequenz (Aminosäureposition 300-326; PEST-

find, https://emb1.bbc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/). Diese serin- und threoninreichen Abfol-
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gen erf̈ullen eine wichtige Funktion als Proteinabbausignale, welche u.a. durch Phosphorylie-

rung aktiviert die Ubiquitin-Markierung und den anschließenden Abbau durch das Proteasom

regulieren (Rogerset al., 1986; Bechsteiner und Rogers, 1996). Auch in Prf1 gibt es Anzei-

chen f̈ur eine PEST-vermittelte Destabilisierung in Abhängigkeit der Zellzyklusphase (J. Pérez-

Mart́ın, pers̈onliche Mitteilung).

Da in U. maydis sowohl MAPK- als auch PKA-vermittelte Signaltransduktionan der

pheromonvermittelten Zellantwort beteiligt sind, wurde die Bedeutung der entsprechenden

putativen Phosphorylierungsstellen eingehender untersucht. Wenngleich eine direkte Phospho-

rylierung aufgrund der biochemischen Unzugänglichkeit von Prf1in vivo bisher nicht nach-

gewiesen werden konnte, zeigte sich in genetischen Ansätzen eine Beteiligung der MAPK

Kpp2 an dieser Aktivierung (M̈uller et al., 1999). Entsprechend enthält Prf1 sechs Wiederho-

lungen des MAPK-Phosphorylierungskonsensus, deren Mutation zu einem teilweisen Verlust

der Kreuzungskompetenz führt (Müller et al., 1999). Die Bedeutung dieser wie auch fünf wei-

terer PKA-Erkennungsstellen zu klären, stand im Mittelpunkt detaillierter genetischer Unter-

suchungen (Kaffarniket al., 2003). In der Charakterisierung nicht-phosphorylierbarer Prf1-

Varianten, in denen die sechs von MAPK bzw. fünf von PKA modifizierten Serine oder Threo-

nine durch Alanin ersetzt wurden (Prf1eMA bzw. Prf1ePA; epitope-tagged MAPK/PKA alanine),

deutete sich folgendes Modell an: Gesteuert durch die Phosphorylierung der MAPK- und PKA-

Erkennungsstellen schien der Transkriptionsfaktor eine wechselnde Präferenz f̈ur unterschied-

liche Zielgene zu entwickeln. Im Mittelpunkt der Untersuchung stand die Diskriminierung der

pheromoninduzierten Zielgene desa- und b-Lokus. Während die Integriẗat der PKA-Stellen

Voraussetzung für jegliche Aktivierbarkeit von Prf1 war, schien die Mutation der MAPK-

Stellen nur die Induktion derb-Gene zu beeinträchtigen, diea-Geninduktion war hingegen un-

ver̈andert. Der direkte Nachweis einer Phosphorylierung bliebjedoch aufin vitro-Kinaseassays

beschr̈ankt, in welchen sowohl die MAPK Kpp2 als auch die katalytische PKA-Untereinheit

Adr1 Prf1 modifizieren konnten. Ungeklärt blieb die Frage nach der Integrität der verschie-

denen Prf1-Varianten, da z.B. eine Fehlfaltung des Proteinsvergleichbare Pḧanotypen hervor-

rufen k̈onnte. Diese Bef̈urchtung galt insbesondere für die Ver̈anderungen in Prf1ePA, welche zu

einem weitgehenden Funktionsverlust führten. Desweiteren ließ sich bisher nur die Notwendig-

keit einer Modifikation, nicht jedoch deren unmittelbarer Anteil am Aktivierungsprozess ablei-

ten. Es waren somit weitere Experimente nötig, um diesen komplexen Prozess zu entschlüsseln.
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1.4 Das tetrazyklinregulierbare Genexpressionssystem

Ein wichtiger Schritt in der Charakterisierung eines Gens ist dessen regulierte Expression

unter definierten Bedingungen (Lewandoski, 2001). Eine besondere Bedeutung kommt dieser

Möglichkeit in der Untersuchung essentieller Gene zu sowie in Arbeiten mit Faktoren, deren

starker Deletionspḧanotyp das Auftreten von Suppressormutationen begünstigt (Mnaimnehet

al., 2004). Dabei werden zunehmend heterologe Expressionssysteme bevorzugt, welche das

Auftreten sẗorender Nebeneffekte minimieren. In vielen Organismen wird bevorzugt das tetra-

zyklinbasierte System verwendet, dessen Komponenten in eukaryontischen Zellen nahezu keine

Veränderungen hervorrufen (Chopra und Roberts, 2001).

Grundlage des Tetrazyklinsystems ist die starke und hoch affine Interaktion des Tet-

Repressorproteins (TetR) ausEscherichia colian die Tet-Operatorsequenzen (tetO). Beide

Komponenten sind als Teil des Tn10-Transposons an der strikten Regulation dertetA-

Expression beteiligt, dessen Genprodukt als Antiporter Resistenz gegen̈uber Tetrazyklin ver-

mittelt. Dessen Expression ist eng an die Anwesenheit des Antibiotikums gekoppelt, welches

durch Bindung an TetR eine Konformationsänderung hervorruft, dadurch die tetO-Bindung ver-

hindert und die Transkription vontetA erlaubt (Berens und Hillen, 2004). In eukaryontischen

Zellen scheint Tetrazyklin keine endogenen Strukturen zu erkennen und auch in höheren Dosen

eingesetzt keinen Einfluss auf das globale Transkriptionsprofil zu nehmen (Wishartet al., 2005).

Darüberhinaus zeichnen sich Antibiotika der Tetrazyklin-Familie, zu denen neben Tetrazyklin

(Tet) z.B. auch Doxyzyklin (Dox) geḧort, u.a. durch eine hohe Bindungsaffinität sowie eine

gute Membrang̈angigkeit aus (Chopra und Roberts, 2001), und eignen sich daher als Effektor-

molek̈ule in einem heterologen System.

Das erste beschriebene tetrazyklinvermittelte Expressionssystem wurde in Tabakpflanzen ent-

wickelt und basierte auf einer kontrollierbaren Störung der Transkriptionsinitiation durch Bin-

dung des TetR-Proteins (Gatz und Quail, 1988). In der Fortentwicklung für S̈augerzellsysteme

wurde diese direkte Transkriptionsinhibition durch die Bildung eines regulierbaren Transak-

tivators ersetzt (Gossen und Bujard, 1992; Gossenet al., 1993). Dabei war es aufgrund des

modul̈aren Aufbaus von Transkriptionsfaktoren möglich, durch Fusion der Transaktivierungs-

domäne des Viralen Proteins 16 (VP16) ausHerpes simplexan TetR als DNA-Bindedom̈ane

einen heterologen Transaktivator zu generieren (Brent und Ptashne, 1985), dessen DNA-

Bindung durch Zugabe von Tetrazyklin aufgehoben werden kann. Dieser tetrazyklinabḧangige

Transaktivator (tetR transactivator, tTA) steuert die Aktivierung eines Hybridpromotors basie-

rend auf einer Wiederholung von Tet-Operatoren gefolgt voneinem eukaryontischen Basal-

promotor (PtetO; Gossen und Bujard, 1992; Gossenet al., 1993). Neben einem kontrollierten
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De- und Reaktivieren der Promotoraktivität erlauben die Eigenschaften dieser Interaktion eine

graduelle Regulation der Expression unter verschiedenstenexperimentellen Bedingungen.

Seit seiner Entwicklung vor nahezu 15 Jahren wurde dieses tetrazyklinbasierte System viel-

mals weiterentwickelt und auf ein breites Spektrum unterschiedlicher Organismen̈ubertragen.

In vielen F̈allen waren jedoch zahlreiche Modifikationen nötig, um die heterologen Komponen-

ten an den jeweiligen Organismus anzupassen (Berens und Hillen, 2004; Gossen und Bujard,

2002). Da inU. maydisfür eine regulierbare Genexpression bisher nur zwei nährstoffregulierte

Promotoren zur Verf̈ugung standen (Bottinet al., 1996; Brachmannet al., 2001), bot sich das

Tetrazyklinsystem als Ergänzung des Promotorrepertoires an. Erste Versuche der Etablierung

tetrazyklinregulierbarer Genexpression scheiterten jedoch u.a. an fr̈uhzeitiger Polyadenylierung

innerhalb dertetR-mRNA (Zarnack, 2002; Zarnacket al., 2006). Dieses Problem wie auch die

hohe Basalaktiviẗat des tetrazyklinregulierten Promotors (PtetO) konnten durch Herstellung des

synthetischen GenstetR* unter Anwendung einer kontextabhängigen Kodonverteilung sowie

durch Beseitigung kryptischer Enhancer-Elemente aus den Zwischenregionen des Promotors

behoben werden (Zarnack, 2002; Zarnacket al., 2006). Ein weiteres Hindernis stellte die to-

xische Wirkung der zun̈achst verwendeten viralen VP16-Transaktivierungsdomäne dar. Eine

Rekonstitution des Systems inU. maydissowie dessen Evaluierung waren daher bisher nicht

unternommen worden.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

In Reaktion auf Pheromon zeigenU. maydis-Zellen grundlegende morphologische und physio-

logische Ver̈anderungen, die mit einer ausgeprägtenÄnderung des Transkriptionsprofils ein-

hergehen. Im Zentrum dieser Arbeit stand die Untersuchung der zugrunde liegenden Akti-

vierung von Prf1, welche u.a. auf posttranslationellen Modifikationen des Transkriptionsfak-

tors beruht. Die Untersuchung der Lokalisation des Proteins unter verschiedenen Bedingun-

gen sowie dessen Transaktivierungspotentials sollten alserste Ans̈atze R̈uckschl̈usse auf den

zugrunde liegenden Mechanismus erlauben. Von besonderem Interesse war jedoch diëUber-

prüfung einer m̈oglicherweise regulierbaren Zielpromotorspezifität. Dazu sollten zun̈achst ge-

netisch ver̈anderte Prf1-Varianten, welche durch Aspartat-Substitutionen in den modifizierten

Positionen eine dauerhafte Phosphorylierung imitieren sollten, hergestellt und charakterisiert

werden. Dar̈uberhinaus bot sich durch die Verfügbarkeit etablierter Microarray-Ansätze die

Möglichkeit, die m̈ogliche Promotordiskriminierung durch Prf1 in einem größeren Maßstab

zu erfassen. Aufbauend auf früheren transkriptomweiten Untersuchungen, in welchen neben

der transkriptionellen Reaktion auf Pheromon auch der Anteil der MAPK- und PKA-Kaskade

an dieser Regulation bestimmt wurde (Eichhorn, 2004), sollte die phosphorylierungsvermit-

telte Funktion von Prf1 in der Pheromonantwort weiter aufgeschl̈usselt werden. Anzahl und

Art der Prf1-Zielgene, welche in ihrer Expression durch MAPK- und PKA-Phosphorylierung

bestimmt werden, sollten dabei Aufschlussüber Stellenwert und Funktion der einzelnen Prf1-

Modifikationen innerhalb der Pheromonantwort erlauben. Darüberhinaus sollte das tetrazyklin-

regulierte Expressionssystem als wichtige Ergänzung des Promotorrepertoires inU. maydisund

zur weiteren Charakterisierung vonprf1 etabliert werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Die Etablierung tetrazyklinregulierbarer Genexpression in

U. maydis

2.1.1 Die Komponenten

Ein wichtiger Schritt zur Vervollsẗandigung des tetrazyklinregulierten Systems inU. maydis

stellte das Zusammensetzen eines aktiven TetR-Transaktivatorproteins dar. Da die dafür

zun̈achst verwendete virale VP16-Transaktivierungsdomäne in Vorversuchen eine toxische

Wirkung zu entfalten schien, wurden in der verbesserten TetR-Transaktivatorversion tTA* zwei

sogenannte F-Dom̈anen als Transaktivierungsmotiv an TetR* fusioniert (Abb. 4A). Diese sauren

Minimaldomänen entsprechen 26 Aminosäuren aus dem Kern der VP16-Aktivierungsdomäne

(Baron et al., 1997). Als Abstandhalter zwischen DNA-Binde- und Transaktivierungsmodul

wurden 41 Aminos̈auren aus dem cI-Protein des Bakteriophagenλ in den Transaktivator aufge-

nommen (Gaŕı et al., 1997). Die Expression von tTA* erfolgte unter Kontrolle des konstitutiv

aktiven Promotors Ptef (Ptef-tTA*).

2.1.2 Die tetrazyklinregulierte Gfp-Expression

Zur Evaluierung des Systems wurde das Gen der verstärkten Version des grün fluoreszierenden

Proteins (enhanced green fluorescent protein, gfp) unter Kontrolle von PtetO gesetzt und als

Reporterkonstrukt in denip-Lokus des Stammes FB1 eingebracht (FB1PtetO-gfp; Loubradouet

al., 2001; Abb. 4A). Anschließend wurde das Konstrukt Ptef-tTA* mit Hilfe einer Hygromyzin-

Resistenzkassette ektopisch in diesen Stamm integriert (FB1PtetO-gfp/tTA*; siehe 4.1.3).

Die tetrazyklinabḧangige Reportergenexpression des resultierenden Stammes wurde zun̈achst

in Flüssigkultur untersucht: Fluorimetrische Messungen von vier unabḧangigen Transfor-

manten offenbarten eine starke Gfp-Fluoreszenz, die durchEinsatz steigender Tetrazyklin-

Konzentrationen bis auf das Basalniveau reduziert werden konnte (Abb. 4B; siehe 4.2.2). In

gleicher Weise behandelt wurden die Kontrollstämme FB1, FB1PtetO-gfp und FB1Ptef-gfp, um

neben einer veränderten Basalfluoreszenz oder einer Reaktion des Promotors PtetO in Abwesen-

heit des Transaktivators auch direkte Auswirkungen des Antibiotikums auf die Expression von

Gfp ausschliessen zu können. Der relative Fluoreszenzwert blieb dabei in allen Fällen konstant.

Alle Stämme reagierten zudem in vergleichbarer Weise auf das Tetrazyklin-Derivat Doxyzyklin

(nicht gezeigt).
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Abbildung 4: Der Nachweis der tetrazyklinvermittelten Gfp-Expression. (A) Schemati-
sche Darstellung der verwendeten Konstrukte. Dargestellt sind Ptef , tef-Promotor (Spelliget al.,
1996); tetR*, kodierend f̈ur die kodonoptimierte Version des Tet-Repressorproteins TetR (Ami-
nos̈auren 1-207; Postleet al., 1984); N, Kernlokalisierungssequenz; cI, kodierend für 41 Ami-
nos̈auren aus dem cI-Protein des Bakteriophagenλ (Gaŕı et al., 1997); F, kodierend für eine
F-Minimalaktivierungsdom̈ane (Baronet al., 1997); Tnos, der Transkriptionsterminator desnos-
Gens ausAgrobacterium tumefaciens(Bevanet al., 1983); tetO, Wiederholung von insgesamt
6 Tet-Operatoren aus PTF (Böhner und Gatz, 2001); basal, dermfa1-Basalpromotor (Position
2-110; B̈olkeret al., 1992);gfp, das Gen der verstärkten Version des grün fluoreszierenden Proteins
(Clontech).(B) Fluorimetrische Bestimmungen des Gfp-Signals (RFU/OD600). Die verwendeten
Sẗamme sind durch Angabe der enthaltenen Konstrukte gekennzeichnet. Zugegebene Tetrazyklin-
Konzentrationen (µg/ml): siehe Legende. Die dargestellten Ergebnisse entsprechen Mittelwerten
bzw. Standardabweichungen aus drei parallelen Experimenten.(C) Dosis-Wirkungskurve. Gezeigt
ist die fluorimetrische Charakterisierung verschiedener Stämme (siehe Legende) bei steigenden
Tetra- und Doxyzyklin-Konzentrationen (µg/ml). Die dargestellten Ergebnisse entsprechen Mit-
telwerten bzw. Standardabweichungen aus drei parallelen Experimenten. (D) Die Ver̈anderung
der Gfp-Fluoreszenz von FB1PtetO-gfp/tTA* nach Medienwechsel. Dargestellt sind die Ergebnis-
se sẗundlicher Fluorimetermessungen nach einem Wechsel von CM in Tetrazyklin(100µg/ml)-
bzw. Doxyzyklin (10µg/ml)-haltiges Medium und umgekehrt. Die Werte entsprechen den Mittel-
werten einer Triplikatmessung.

Die graduelle Reaktion des Systems wurde anhand einer Dosis-Wirkungskurve genauer

untersucht. Hierbei wurden einzelne Kulturen mit schrittweise erḧohter Antibiotikakonzentra-

tion gemessen. Der Konzentrationsanstieg führte bei beiden Antibiotika zu einem raschen Ab-

fall der Gfp-Fluoreszenz, wobei Doxyzyklin bei gleicher Konzentration stets den stärkeren Ef-

fekt zeigte (Abb. 4C). Halbmaximale Inhibition bewirkten 50ng/ml Doxyzyklin bzw. 350 ng/ml

Tetrazyklin, ẅahrend ein nahezu vollständiges Abschalten der Gfp-Expression mit 10 bzw.
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100µg/ml erreicht werden konnte. Um eine Auswirkung dieser maximal eingesetzten Dosen

beider Antibiotika auf das Pilzwachstum auszuschließen, wurde die Verdopplungszeit in der

exponentiellen Phase in deren Gegenwart bestimmt. In beiden Fällen konnte keine Veränderung

im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen beobachtet werden (nicht gezeigt).

Um die Reaktionszeit des Systems zu untersuchen, wurde der Stamm FB1PtetO-gfp/tTA* in

Medium mit bzw. ohne Tetrazyklin angezogen, bei gleicher Zelldichte (OD600) in das jeweils

andere Medium̈uberf̈uhrt und die Ver̈anderung der Gfp-Expression in regelmäßigen Absẗanden

verfolgt. Bei einem Wechsel von 100 auf 0µg/ml Tetrazyklin war die Fluoreszenz bereits nach

sechs Stunden auf ein basales Niveau abgesunken (Abb. 4D). Im entgegengesetzten Ansatz hatte

die Fluoreszenz nach gleicher Zeit ebenfalls ein Plateau erreicht, das jedoch in seiner Höhe nur

etwa 40% des Maximalwertes entsprach. Diese verminderte Anschalteffizienz ist wahrschein-

lich darauf zur̈uckzuf̈uhren, dass die Antibiotika nur ungenügend aus den Zellen ausgewaschen

werden konnten und in der kurzen Zeit nicht durch Zellteilung austitriert wurden. Als Kontrol-

le wurde FB1PtetO-gfp in gleicher Weise behandelt, zeigte jedoch keine signifikante Fluores-

zenz̈anderung als Reaktion auf den Mediumwechsel in jegliche Richtung (nicht gezeigt).

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass alle optimierten Komponenten in

U. maydisfunktional sind und dass Tetrazyklin wie auch Doxyzyklin zur graduellen Regula-

tion eines heterologen Reportergens eingesetzt werden können.

2.1.3 Die tetrazyklinvermittelte Regulation von prf1

Nächster Schritt war es, das neu etablierte System auf ein endogenes Gen anzuwenden. Als

Zielgen wurdeprf1 ausgeẅahlt, da dessen Aktivität über bekannte Reportergene und Kreu-

zungstests leicht bestimmt werden kann (Hartmannet al., 1996; Kaffarnik et al., 2003).

Um die Notwendigkeit zu umgehen, mehrere Konstrukte getrennt einbringen zu m̈ussen,

und damit die Anwendung zu vereinfachen, wurden alle Komponenten in einer Ein-Schritt-

Promotoraustauschkassette zusammengefasst (Tc:prf1). Diese enthielt den tetrazyklinregulier-

baren Promotor PtetO, tTA* unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Ptef-Promotors sowie eine

Hygromyzin-Resistenzkassette (Abb. 5A). Abgeschlossen wurde das Konstrukt zu beiden Sei-

ten durchSfiI-Erkennungsstellen, welche zu Vektoren und Flanken des bereits vorhandenen

Genaustausch-Systems kompatibel sind (Brachmannet al., 2004). Durch Wahl entsprechender

Flanken wurde die Kassette unmittelbar vor das Startkodon des endogenenprf1-Gens in dem

Stamm FB1Pmfa1-gfp integriert (siehe 4.2.2). Dieser Stamm trägt in seinemip-Lokus das Repor-

terkonstrukt Pmfa1-gfp, bestehend aus demgfp-Gen unter Kontrolle des Promotors des direkten

Prf1-Zielgensmfa1(Kaffarnik et al., 2003).
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Fluorenzenz-Messungen des resultierenden Stammes FB1Tc:prf1 zeigten, dass in Abwesen-

heit des Antibiotikums die relative Gfp-Fluoreszenz im Vergleich zu FB1Pmfa1-gfp etwa 20fach

erḧoht war (Abb. 5B). Durch Zugabe von 10 bzw. 100µg/ml Tetrazyklin konnte diese auf 40%

bzw. unter das Basalniveau des Ausgangsstammes reduziert werden. Um die Regulation der

prf1-Expression direkt nachzuweisen, wurde aus den zuvor fluorimetrisch gemessenen Kulturen

Gesamt-RNA extrahiert und darin mit Hilfe quantitativer PCR (qPCR; Higuchiet al., 1992; Bu-

stinet al., 2005) die relative Menge anprf1-Transkript bestimmt (siehe 4.3.5). Dabei bestätigte

sich, dass steigende Tetrazyklinkonzentrationen mit einer abnehmendenprf1-Transkriptmenge

korrelierten, welche bei 10 bzw. 100µg/ml auf 26% bzw. 16% des Ausgangswertes reduzierte

war (Abb. 5B,C).

Abbildung 5: Die tetrazyklinvermittelte Regulation von prf1. (A) Schematische Darstellung
der Ein-Schritt-Promotoraustauschkassette Tc:prf1. Die verwendeten Symbole entsprechen denen
in Abb. 4A. Zus̈atzlich dargestellt sind HygR, die Hygromyzin-Resistenzkassette,SfiIu undSfiId,
die stromauf- bzw. -abẅarts flankierendenSfiI-Erkennungsstellen.(B) Fluorimetrische Bestim-
mungen des Gfp-Signals (RFU/OD600) als Maß der Pmfa1-gfp-Aktivit ät. Die verwendeten Stämme
sind durch Angabe desprf1-Allels gekennzeichnet. Zugegebene Tetrazyklin-Konzentrationen
(µg/ml): siehe Legende. Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwertenbzw. Standardab-
weichungen einer Triplikatmessung.(C) Die Bestimmung derprf1-Transkriptmenge durch qPCR.
Die zugrunde liegende cDNA basiert auf Gesamt-RNA aus den in (B) vermessenen Kulturen. Als
Referenztranskript dienteppi, welches f̈ur eine konstitutiv exprimierte Prolylpeptidyl-Isomerase
kodiert (Basseet al., 2002). Experimentaufbau und Auswertung: siehe 4.3.5. Die dargestellten
Werte entsprechen den Mittelwerten bzw. Standardabweichungen ausprf1/ppi-Bestimmungen in
drei cDNA-Verd̈unnungsstufen.

In physiologischen Tests sollten anschließend Pheromonperzeption und -sekretion sowie Paa-

rungskompetenz als Prf1-vermittelte Prozesse auf ihre Funktionalität hinüberpr̈uft werden. Um
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die Pheromonwahrnehmung in An- bzw. Abwesenheit von Tetrazyklin zu untersuchen, wurden

Kulturen des Stammes FB1Tc:prf1 wie auch des Ausgangsstammes FB1Pmfa1-gfp mit synthe-

tischem Pheromon behandelt (siehe 4.2.2).

Abbildung 6: Die antibiotikavermittelte Regulation von Pheromonantwort und Paarungs-
verhalten des Stammes FB1Tc:prf1. (A)Mikroskopische Analyse vor und nach Pheromon-
behandlung. Die verwendeten Stämme FB1 und FB1Tc:prf1 sind durch Angabe desprf1-Allels
gekennzeichnet. Beide tragen zusätzlich das Reporterkonstrukt Pmfa1-gfp zur Detektion Prf1-
vermitteltermfa1-Promotoraktiviẗat (Kaffarnik et al., 2003). Behandlung mit synthetischem a2-
Pheromon f̈ur 4h sowie die Zugabe von Tetra- bzw. Doxyzyklin (100 bzw. 10µg/ml) sind auf der
linken Seite der Abbildung angegeben. Der Größenbalken entspricht 10µm. (B) Das Paarungs-
verhalten der Stämme auf PD-Platten ohne bzw. mit Tetrazyklin (100µg/ml). Die Ausbildung
weißer filamenẗoser Kolonien nach 24 h ist Indikator einer erfolgreichen Paarungs- bzw. Stimula-
tionsreaktion. FB1, FB1prf1∆ (Müller et al., 1999) und FB1Tc:prf1 wurden gegen FB2 sowie den
kompatiblen Pheromontesterstamm FBD12-17 gekreuzt (Banuett und Herskowitz, 1989). Die ent-
sprechendenprf1-Allele der FB1-Derivate sind auf der linken Seite angegeben, die in den Platten
enthaltene Tetrazyklinkonzentration unterhalb der Abbildung.

In Einklang mit den fluorimetrischen Bestimmungen zeigte derStamm FB1Tc:prf1 unbehandelt

eine intensive zytoplasmatische Gfp-Fluoreszenz, während die Basalfluoreszenz des Kontroll-

stammes unter den gewählten Aufnahmebedingungen nicht sichtbar war (Abb. 6A). Zugabe
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von synthetischem a2-Pheromon führte in beiden Stämmen zur Ausbildung von Konjugations-

hyphen, welche auf Expression des direkten Prf1-Zielgens des Pheromonrezeptors Pra1 hin-

weist (Bölker et al., 1992). Eine gleichzeitige Zugabe von Doxy- bzw. Tetrazyklin (10 bzw.

100µg/ml) reprimierte in FB1Tc:prf1 dieprf1-Expression in ausreichendem Maße, um die

Ausbildung von Konjugationshyphen zu unterdrücken und die Gfp-Expression auf ein nicht

mehr detektierbares Niveau zu reduzieren. Beide Antibiotika zeigten keine Auswirkung auf die

Pheromonantwort von FB1Pmfa1-gfp.

Paarungskompetenz und Pheromonsekretion wurden durch Kreuzungstests̈uberpr̈uft. Erfolg-

reiche Paarung kann 24 Stunden nach Ko-Inokulation kompatibler Sẗamme auf entsprechenden

Platten als die Bildung weißer filamentöser Kolonien nachgewiesen werden. Als Referenz für

An- bzw. Abwesenheit von Prf1 dienten Kreuzungen von FB2 gegen die Sẗamme FB1 bzw.

FB1prf1∆ (Müller et al., 1999). Zus̈atzlich wurden die Stämme gegen den Stamm FBD12-17

getropft. Dieser diploide Stamm mit der Kreuzungstypkombinationa2a2b1b2ist in der Lage,

in Anwesenheit von a1-Pheromon ohne Fusion mit einem Partner filamenẗos auszuwachsen,

und kann daher als sogenannter Pheromontesterstamm verwendet werden (Banuett und Hers-

kowitz, 1989). Ohne Zugabe von Antibiotikum war der Stamm FB1Tc:prf1 vergleichbar dem

Wildtypstamm FB1 in der Lage, gegen FB2 zu kreuzen wie auch FBD12-17 zu stimulieren

(Abb. 6B). Beide Reaktionen wurden auf Platten mit 100µg/ml Tetrazyklin unterdr̈uckt, wo-

mit der Stamm auf diesen Platten phänotypisch dem Deletionsstamm glich. Dieses Experiment

belegte zugleich, dass eine tetrazyklinabhängige Regulation inU. maydisauch auf Festmedium

möglich ist.

Zusammenfassend läßt sich festhalten, dass die Ein-Schritt-Promotoraustauschkassette erfolg-

reich eingesetzt werden konnte, um durch Zugabe von Tetra- oder Doxyzyklin die Expression

des endogenen Gensprf1 zu regulieren. Dabei wurde die antibiotikavermittelte Unterdr̈uckung

verschiedener Prf1-abhängiger Prozesse in Flüssigkultur wie auch auf Platte bestätigt.

2.2 Die phosphorylierungsabh ängige Regulation von Prf1

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde der Einfluss der Phosphorylierung von Prf1 auf

die Aktivierung des Transkriptionsfaktors genauer untersucht. InU. maydiserfolgt dieÜber-

tragung des Pheromonsignalsüber zwei Signalwege, welche auf Prf1 als zentralem Faktor zu-

sammenlaufen (Feldbrüggeet al., 2004). Dabei spielen neben der transkriptionellen Regulation

die PKA- und MAPK-spezifischen Phosphorylierungsstellen in Prf1 eine entscheidende Rolle

(Kaffarnik et al., 2003). Verschiedenste Eigenschaften eines Proteins können durch posttrans-

22



Ergebnisse

lationelle Modifikationen gesteuert werden. Diese unterteilen sich in generelle Faktoren wie

Stabiliẗat, Lokalisierung oder Aktiviẗat, welche die allgemeine Verfügbarkeit eines Proteins be-

einflussen, sowie andererseits eine regulierbare Spezifität, welche z.B. durch Interaktion mit

wechselnden Kofaktoren erreicht werden kann (zusammengefasst in Holmberget al., 2002).

Verschiedene Ans̈atze zielten darauf, den Anteil unterschiedlicher Regulationsebenen an der

Pheromon-Aktivierung von Prf1 zu untersuchen. Da das Protein bisher biochemisch nur schwer

nachzuweisen ist, sollten Fragen der Lokalisation und Stabilit ät durch eine Fusion an Gfp ge-

klärt werden, welche eine fluoreszenzmikroskopische Analysein lebenden Zellen erm̈oglicht.

Das Vorhandensein heterologer Komponenten aus dem tetrazyklinregulierten System erlaub-

te dar̈uber hinaus den Austausch der DNA-Bindedomäne, um das Transaktivierungspotential

des verbleibenden Teils isoliert untersuchen zu können. Da vorausgegangene Experimente eine

phosphorylierungsabhängige Zielpromotorwahl angedeutet hatten, war es von besonderem In-

teresse, die Spezifität von Prf1 auf globaler Ebene zu untersuchen. Die transkriptomweite

Analyse der Funktionalität unterschiedlicher Prf1-Varianten sollte dabei durch die physiolo-

gische Charakterisierung der jeweiligen Stämme sowie eine bioinformatische Suche nach Prf1-

Bindestellen in den jeweiligen Promotoren unterstützt werden .

2.2.1 Die Lokalisierung von Prf1

Um Lokalisation wie auch Stabilität von Prf1 innerhalb der Zelle sichtbar zu machen, wurde das

Protein durch C-terminale Fusion an Gfp fluoreszenzmarkiert. Zur Markierung wurde Dreifach-

Gfp verwendet (Prf1ce-Gfp3, constitutively expressedepitope-tagged Prf1; siehe 4.1.4), da die

nur mit einem Gfp markierte Variante in Vorversuchen kaum nachweisbar war (nicht gezeigt).

Das Konstrukt wurde konstitutiv unter Kontrolle des Promotors Ptef exprimiert, um den Einfluss

transkriptioneller Regulation auszublenden. Die Funktionalität dieses wie auch der folgenden

Fusionsproteine wurde durch Kreuzung der resultierenden Stämme besẗatigt (nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Die Lokalisation von Prf1 ce-Gfp3. Mikroskopische Analyse des Stammes
FB1prf1ce-Gfp3 vor und nach Behandlung mit synthetischem a2-Pheromon oder 6 mM exter-
nem cAMP (siehe 4.2.2). Dargestellt sind licht- (DIC) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
(Gfp) unter Angabe der Behandlung am oberen Rand der Abbildung. Der Gr̈oßenbalken entspricht
10µm.

Wenngleich das Signal stets nahe der Detektionsgrenze lag,zeigte sich in fluoreszenzmi-

kroskopischen Aufnahmen eine deutliche nukleäre Lokalisation von Prf1ce-Gfp3 (Abb. 7).

Diese schien unabhängig von der Anwesenheit von Pheromon. Auch die Intensität der Fluo-

reszenz schien durch Pheromonstimulation unverändert. Die Behandlung des Stammes mit

cAMP ergab ein vergleichbares Bild. Weder Lokalisation nochStabiliẗat von Prf1 schie-

nen somit einer pheromonabhängigen Regulation zu unterliegen. Dass keine Veränderung

nachgewiesen werden konnte, könnte jedoch auch auf die m̈oglicherweise transiente Natur

derartiger Regulationsereignisse zurückzuf̈uhren sein. Um eventuelle transiente Auswirkun-

gen einer PKA-Phosphorylierung zu fixieren, wurden Aspartat-Substitutionen der PKA-

Phosphorylierungsstellen in Prf1ce-Gfp3 eingebracht (siehe 2.3.3). Auch dabei konnte jedoch

keine signifikanteÄnderung von Lokalisation oder Signalintensität festgestellt werden (nicht

gezeigt).

Interessant war die Beobachtung, dass stets nicht alle Prf1ce-Gfp3-exprimierenden Zellen einen

fluoreszenten Kern aufwiesen. Dabei schien die An- bzw. Abwesenheit der Fluoreszenz mit ver-

schiedenen Teilungsstadien zu korrelieren. Während 70% der singulären Zellen einen fluores-

zenten Zellkern aufwiesen, verringerte sich dieser Anteilmit Auftreten einer Wachstumsknospe

auf 55%. In Bezug auf die Zellzyklusphase entsprechen erstere Zellen der G1- oder S-Phase,

während solche mit Wachstumsknospe sich in G2-Phase oder Mitose befinden k̈onnen. Dass es

sich hierbei um eine zellzyklusabhängige Regulation der Prf1-Stabilität handeln k̈onnte, wird

u.a. durch die Beobachtung gestützt, dass die Expression des Prf1-Zielgensmfa1eine negative
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Abhängigkeit von der Expression des Zyklins Cln1 zeigt, welchesdie Länge der G1-Phase re-

guliert (Castillo-Lluva und Ṕerez-Mart́ın, 2005). Dabei ist allerdings zu berücksichtigen, dass

in diesem Experiment nicht zwischen einem spezifischen Verschwinden des nuklëaren Prf1ce-

Gfp3-Signals und einem generellen Verlust nukleärer Fluoreszenz nach Auflösung der Kern-

membran ẅahrend der Mitose unterschieden werden konnte (Straubeet al., 2005). F̈ur eine

abschließende Beurteilung wäre somit ein paralleler Nachweis der Kernintegrität unerl̈aßlich.

Dafür bietet sich die Verwendung eines an eine Kernlokalisierungssequenz fusionierten mRfp

(monomeric red fluorescent protein) an, welches eine Abbildung des Zellkerns nur bei intak-

ter Kernmembran erlaubt, ẅahrend als Gegenkontrolle z.B. eine Histon-mRfp-Fusion den Kern

unabḧangig von deren Integrität anf̈arbt (Straubeet al., 2005).

Die Markierung mit Dreifach-Gfp erm̈oglichte somit eine Visualisierung von Prf1 im Zellkern

stimulierter wie auch unstimulierter Zellen. Das Auftreten der Kernfluoreszenz schien dabei

abḧangig von der Wachstumsphase der jeweiligen Zelle. Hingegen bewirkten weder die Zuga-

be von Pheromon noch die Modifikation essentieller Phosphorylierungsstellen eine sichtbare

Änderung. Aufgrund der Schẅache des Signals können Effekte auf Stabilität oder Lokalisation

jedoch nicht g̈anzlich ausgeschlossen werden.

2.2.2 Das Transaktivierungspotential von Prf1

Um das Transaktivierungspotential von Prf1 isoliert untersuchen zu k̈onnen, wurden einzelne

Komponenten des tetrazyklinregulierbaren Systems herangezogen. Indem die HMG-Box durch

TetR als DNA-Bindedom̈ane ersetzt wurde (TetR-Prf1199−840), konnten Transaktivierungsver-

halten und DNA-Bindung von Prf1 entkoppelt werden. Damit wurde Prf1 auf den heterologen

Promotor PtetO umgeleitet, der eine direkte Quantifizierung der Aktivität ohne Einfluss pro-

motorgebundener Regulationsmechanismen erlaubte. Zur schnelleren Durchf̈uhrbarkeit wurde

das Konstrukt unter Kontrolle von Ptef auf einem frei-replizierenden Plasmid in FB1PtetO-gfp

eingebracht (siehe 4.1.4).

Überraschenderweise zeigte TetR-Prf1199−840 bereits ohne zusätzlichen Stimulus eine Aktivie-

rungsintensiẗat, die mit tTA* durchaus vergleichbar war (nicht gezeigt).Jedoch unterlagen die

absoluten Werte in verschiedenen Messungen starken Schwankungen, welche auf die bedingte

Stabiliẗat frei-replizierbarer Plasmide inU. maydiszurückzuf̈uhren sein d̈urften (nicht gezeigt).

Wenngleich das enthaltene Prf1-Fragment alle 11 MAPK- und PKA-Erkennungsstellen ent-

hielt, zeigten Versuche, die Aktivität von TetR-Prf1199−840 durch Zugabe von Pheromon weiter

zu erḧohen, keine Ver̈anderung (nicht gezeigt).
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Somit erlaubte die Entkopplung einzelner funktioneller Bereiche mit Hilfe der heterologen

Komponenten des Tetrazyklinsystems eine isolierte Betrachtung des Transaktivierungspoten-

tials von Prf1. Dabei konnte erstmals unmittelbar gezeigt werde, dass Teile von Prf1 eine trans-

aktivierende Funktion inU. maydisaus̈uben k̈onnen. Eine pheromoninduzierte Veränderung

dieses Potentials war jedoch nicht zu beobachten. Aufgrundverminderter Quantifizierbarkeit ist

ein genereller Ausschluß posttranslationeller Regulationder Transaktivierungsdom̈ane jedoch

fraglich.

2.2.3 Das Einbringen von Aspartat-Substitutionen in Prf1

Im Folgenden sollte der Einfluss der verschiedenen Phosphorylierungsstellen auf die Eigen-

schaften von Prf1 genauer untersucht werden. Vorausgegangene Experimente mit nicht-

modifizierbaren Varianten hatten eine Auswirkung des Phosphorylierungsmusters auf die Spezi-

fität von Prf1 angedeutet. Um diese Ergebnisse zu komplementieren, wurden einige der wahr-

scheinlich phosphorylierten Aminosäuren durch Aspartat ausgetauscht, dessen negative Ladung

eine Phosphorylierung dieser Stellen imitieren sollte.

Während f̈ur die MAPK-Phosphorylierungsstellen eine Veränderung der drei kritischen Position

S448, T473 und S498 ausreichend sein sollte (Prf1eMD), wurden von den PKA-Stellen alle

fünf bekannten Positionen ausgewählt (T252, S366, S551, S512 und S659; Prf1ePD, Abb. 8A).

Ausgangssequenz für die Substitutionen warprf1e, in welchem der offene Leserahmen von Prf1

N-terminal und C-terminal durch ein His6- bzw. Myc3-Tag markiert ist (epitope-tagged prf1;

Kaffarnik et al., 2003). Die entsprechendenprf1-Allele wurden unter Kontrolle ihres nativen

Promotors durch homologe Rekombination in denprf1-Lokus von FB1prf1∆ und FB2prf1∆

eingebracht (M̈uller et al., 1999; siehe 4.1.3).

Zunächst wurde die physiologische Aktivität der resultierenden Stämme in Kreuzungs- und

Pflanzeninfektionsexperimentenüberpr̈uft. Auf aktivkohlehaltigen Platten waren alle Stämme

in der Lage, gegen einen kompatiblen Wildtypstamm zu kreuzen (Abb. 8B; siehe 4.2.2). Beide

Allele waren somit durch die Mutation in ihrer Aktivität nicht zersẗort. Bei Mischung kompati-

bler Mutanten zeigten jedoch nur die Prf1ePD-exprimierenden Stämme eine sichtbare Paarungs-

reaktion, ẅahrend die Kombinationprf1eMD -tragender Sẗamme steril war. FB1prf1eMD war

jedoch in der Lage, den hier als Pheromontester verwendetenStamm CL13 (a1bW2/bE1;

Bölker et al., 1995) zu stimulieren. In ihrer Pathogenität warenprf1ePD -Sẗamme nicht von sol-

chen unterscheidbar, die eine entsprechend epitopmarkierte prf1-Wildtypsequenz exprimierten

(FB1/FB2prf1e; Müller et al., 1999; Tab. 1). Hingegen war eine kompatible Mischungprf1eMD -

tragender Sẗamme entsprechend der gestörten Kreuzungskompetenz apathogen.
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Abbildung 8: Die Auswirkungen der Aspartat-Substitutionen in Prf1. (A) Schematische
Darstellung der aspartatsubstituierten Positionen inprf1. Dargestellt sind Pprf1 und Tprf1, die
endogenen Promotor- und Terminatorregionen desprf1-Gens; D, aspartatsubstituierte Position.
In der kodierenden Sequenz vonprf1 (hellgrau ausgefülltes Rechteck) hervorgehoben sind die
Bereiche der N- und C-terminalen Epitop-Markierung (dunkles Grau) und der HMG-Box (mitt-
leres Grau). Markiert sind die Phosphorylierungsstellen M3-5 (S448D, T473D, S498D; orange)
und P1-5 ((T252D, S366D, S551D, S512D, S659D; blau).(B) Kompatible Kreuzungen Prf1eMD-
und Prf1ePD-exprimierender Stämme auf aktivkohlehaltigen Platten. FB2, FB2∆, FB2prf1eMD

und FB2prf1ePD (Angaben derprf1-Allele auf der linken Seite der Abbildung) wurden alleine als
auch gegen FB1, jeweils ein kompatibles FB1-Derivat mit gleichemprf1-Allel (entsprechend den
Angaben auf der linken Seite der Abbildung) sowie CL13 als Pheromontesterstamm getropft (An-
gabenüber der Abbildung). Die Ausbildung weißer filamentöser Kolonien nach 24 h ist Indikator
einer erfolgreichen Paarungs- bzw. Stimulationsreaktion.

Diese Ergebnisse legten nahe, dass die Substitution der fünf PKA-Stellen zur Bildung einer

funktionsf̈ahigen Prf1-Variante führte, welche Kreuzung und Infektion unterstützt. Der durch

Prf1eMD hervorgerufene Pḧanotyp unterschied sich hingegen nicht von dem einer entsprechen-

den Alanin-Mutante (F. Kaffarnik und M. Feldbrügge, pers̈onliche Mitteilung), weshalb zu

befürchten war, dass diesëAnderungen zu einem Verlust der MAPK-vermittelten Prf1-Funktion

führten.

Tabelle 1: Die Ergebnisse der Infektionsexperimente

Pflanzen mit
prf1-Allel infizierte Pflanzen Tumor (Prozent)

prf1e 202 144 (71)

prf1eMD 89 0 (0)

prf1ePD 97 69 (71)
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2.2.4 Die Auswirkung der Substitutionen auf die a- und b-Genexpression

Die Auswirkung der Aspartat-Substitutionen auf die Expression der Prf1-Zielgene desa- und

b-Kreuzungstyplokus konnte mit Hilfe eines Reporterkonstruktes sowie Kreuzungsversuchen

bestimmt werden. Hierfür wurde das endogeneprf1-Gen des Stammes CL13Pmfa1-gfp (im Fol-

genden CL13M; Kaffarniket al., 2003) durch die Alleleprf1ePD und prf1eMD unter Kontrol-

le des endogenen Promotors ersetzt. Die Quantifizierung dera-Genexpression erfolgtëuber

das Reporterkonstrukt Pmfa1-gfp im ip-Lokus des Ausgangsstammes (siehe 2.1.3). Die Aktivie-

rung b-abḧangiger Prozesse konnte als filamentöses Wachstum auf aktivkohlehaltigen Platten

sichtbar gemacht werden, wobei die Stämme sowohl alleine als auch mit FB2 bzw. syntheti-

schem Pheromon als Stimulanz getropft wurden (siehe 4.2.2). Als Vergleichssẗamme dienten

CL13Mprf1e sowie CL13Mprf1∆ (Kaffarnik et al., 2003).

CL13Mprf1ePD verhielt sich dabei folgendermaßen: In Bezug auf die Pmfa1-Expression un-

tersẗutzte Prf1ePD eine dem Wildtyp in sowohl den absoluten Expressionsstärken als auch

den Induktionswerten vergleichbare Pheromonantwort (Abb. 9A). Letztere lagen bei 9fach

für CL13Mprf1e bzw. CL13Mprf1ePD. Auf aktivkohlehaltigen Platten war CL13Mprf1ePD in

der Lage, anders als der Kontrollstamm bereits ohne Stimulation filamenẗos auszuwachsen,

was auf eine konstitutive Aktivierung derb-Genexpression hindeutete (Abb. 9B). Da nach

bisherigen Ergebnissen die Regulation derb-Gene von einer Phosphorylierung der MAPK-

Stellen abzuḧangen schien, konnte ein Einfluss basaler MAPK-Aktivität zun̈achst nicht aus-

geschlossen werden. Daher wurde das Gen der MAPK Kpp2 durch das Allel kpp2K50R er-

setzt, in welchem die Kinase-Domäne durch eine Punktmutation inaktiviert ist (Müller et al.,

2003b). Zum Vergleich wurde desweiteren CL13Mprf1eMA in das Experiment aufgenommen,

in welchem alle sechs MAPK-Phosphorylierungsstellen durch Alanin ersetzt sind (Kaffar-

nik et al., 2003). Die Inaktivierung von Kpp2 in CL13Mprf1ePD bewirkte eine verminderte

Gfp-Expression.Überraschenderweise war jedoch eine Induktion nach Pheromon weiterhin

möglich, wenngleich auf 7fach reduziert (Abb. 9A). In beidemverhielt sich der Stamm̈ahn-

lich wie CL13Mprf1eMA (6fache Induktion). Das durch Prf1ePD ausgel̈oste filamenẗose Wachs-

tum in Abwesenheit eines Stimulus blieb hingegen nahezu unver̈andert. Welche Mechanismen

der verbleibendenmfa1-Induktion in CL13Mprf1ePD/kpp2K50R zugrunde liegen, konnte dabei

zun̈achst nicht gekl̈art werden. Eine Beteiligung weiterer Signalkomponenten ist dabei nicht

unwahrscheinlich (siehe 3.2.2). Es ist allerdings zu berücksichtigen, dass sich dieprf1-Allele in

den hier charakterisierten Stämmen unter Kontrolle des endogenen Promotors befinden, wes-

halb die Pheromoninduktion vonprf1 selbst zu diesem Effekt beitragen sollte (siehe unten).
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Abbildung 9: Die Bestimmung der a- und b-Genexpression. In allen Abbildungsteilen sind
die verwendeten Stämme durch Angabe desprf1-Allels sowie evtl. deskpp2-Allels unter bzw.
über der Abbildung gekennzeichnet. Als Vergleichsstämme dienten CL13Mprf1e, CL13Mprf1∆
sowie CL13Mprf1eMA (Kaffarnik et al., 2003). (A) Fluorimetrische Bestimmungen des Gfp-
Signals als Maß der Pmfa1-gfp-Aktivit ät (RFU/OD600). Die Messwerte nach Zugabe von synthe-
tischem a2-Pheromon sind als dunkel ausgefüllte Balken dargestellt (siehe Legende). Die darge-
stellte Werte entsprechen den Mittelwerten bzw. Standardabweichungen einer Triplikatmessung.
(B) Das Wachstumsverhalten Prf1eMD- und Prf1ePD-exprimierender CL13M-Derivate auf aktiv-
kohlehaltigen Platten. Die Stämme wurden alleine als auch mit FB2 bzw. synthetischem Pheromon
als Stimulanz getropft (Angaben auf der linken Seite der Abbildung). Die Ausbildung weißer fi-
lamenẗoser Kolonien nach 24 h ist Indikator einer erfolgreichen Pheromonstimulation. (C) Die
Bestimmung der relativenbE-Transkriptmenge durch qPCR. Die zugrunde liegende cDNA ba-
siert auf Gesamt-RNA aus den in (B) vermessenen Kulturen. Als Referenztranskript in (C) und
(D) dienteppi, welches f̈ur eine konstitutiv exprimierte Prolylpeptidyl-Isomerase kodiert (Basse
et al., 2002). Experimentaufbau und Auswertung: siehe 4.3.5. Die dargestellten Werte entsprechen
den Mittelwerten ausprf1/ppi-Bestimmungen in drei cDNA-Verd̈unnungsstufen.(D) Die Bestim-
mung der relativenprf1-Transkriptmenge durch qPCR. Die zugrunde liegende cDNA basiert auf
Gesamt-RNA aus den in (B) vermessenen Kulturen. Experimentaufbau undAuswertung: siehe
4.3.5. Referenztranskript:ppi, siehe (c). Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus
prf1/ppi-Bestimmungen in drei cDNA-Verd̈unnungsstufen. Die Farbgebung ist der Legende in (C)
zu entnehmen.
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Da die Betrachtung des Filamentwachstums keine quantitative Einscḧatzung der b-

Genexpression erlaubt, wurde aus den zuvor fluorimetrisch gemessenen Kulturen Gesamt-

RNA extrahiert und die relativebE-Transkriptmenge mit Hilfe einer qPCR quantifiziert (siehe

4.3.5). Im Vergleichsstamm CL13Mprf1e konnte eine schwachebE-Basalexpression nachge-

wiesen werden, welche nach Pheromongabe stark induziert wurde (Abb. 9C). In CL13Mprf1ePD

war entsprechend dem Verhalten des Stammes auf aktivkohlehaltigen Platten bereits das basa-

le Expressionsniveau wie auch der pheromoninduzierte Werterḧoht. Der Austausch vonkpp2

gegenkpp2K50R bewirkte dagegen eine drastische Reduktion derbE-Expression. Dass trotz ver-

gleichbarerb-Expression CL13Mprf1ePD/kpp2K50R mit und ohne Stimulus filamentös wuchs,

während CL13Mprf1eMA auch mit Pheromon nicht dazu in der Lage war, belegt die Problema-

tik der Verwendung physiologischer Tests als Maß zugrunde liegender Genexpression (siehe

3.2.2).

Anders als in den vorausgegangenen Experimenten vermittelte das Allel Prf1eMD in CL13M

eine deutliche Funktionalität (Abb. 9B). Zwar lag die Gfp-Expression deutlich unter der des

Ausgangsstammes, der Induktionwert (6fach) war jedoch mitdem in CL13Mprf1ePD/kpp2K50R

bzw. CL13Mprf1eMA vergleichbar (Abb. 9A). Dar̈uberhinaus wuchs CL13Mprf1eMD nach Sti-

mulation filamenẗos. Wenngleich diese Reaktion verzögert abzulaufen schien (nicht gezeigt),

war nach 24 Stunden kein Unterschied zu CL13Mprf1e feststellbar (Abb. 9B). Darin unter-

schied sich CL13Mprf1eMD deutlich von CL13Mprf1eMA, welcher unter keinen Bedingungen

Filamentbildung zeigte (nicht gezeigt; Kaffarniket al., 2003). Zugleich war in CL13Mprf1eMD

die pheromoninduzierte Expression vonbE deutlich reduziert, lag jedocḧuber dem Wert von

CL13Mprf1eMA (Abb. 9C).

Um den Einfluss desprf1-Expressionsniveaus auf die beschriebenen Phänotypen einscḧatzen

zu können, wurde die relativeprf1-Transkriptmenge in den verschiedenen Stämmen durch

qPCR bestimmt (siehe 4.3.5). Dabei fiel zunächst auf, dass in CL13Mprf1e keine Induktion

vonprf1 nach Pheromonbehandlung nachgewiesen werden konnte. Dieses Verhalten beruht auf

dem genetischen Hintergrund des Ausgangsstammes CL13, da die Anwesenheit eines aktiven

b-Heterodimers in einer negativen Rückkopplungsreaktion die Pheromoninduktion vonprf1

verhindern kann (Hartmannet al., 1999; siehe 3.2.2). Von den mutiertenprf1-Allelen war die

Expression vonprf1eMD im Vergleich zuprf1e tats̈achlich unbehandelt auf 31% reduziert und

betrug auch nach Pheromonzugabe nur 58% des Vergleichswertes (Abb. 9D). Diese Reduk-

tion könnte maßgeblich an der verminderten Pheromonreaktion desentsprechenden Stammes

beteiligt sein.prf1eMA lag im Vergleich nur knapp unterhalb des Wildtypniveaus. Inbeiden

prf1ePD -tragenden Stämmen schien die Transkriptmenge leicht erhöht. Die reduzierte Zielgen-
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Induktion nach Pheromongabe in CL13prf1eMA wie auch CL13Mprf1ePD/kpp2K50R sollte somit

nicht durch eine verminderteprf1-Expression bedingt sein, sondern vielmehr auf einer Störung

posttranskriptioneller Prozesse beruhen.

Zusammenfassend war es möglich, durch Aspartat-Substitution essentieller MAPK- und PKA-

Phosphorylierungsstellen in Prf1 funktionsfähige Varianten des Transkriptionsfaktors zu erhal-

ten, die sich in ihrer pḧanotypischen Auswirkung von entsprechenden Alanin-Mutanten unter-

schieden. Ẅahrend allerdings die Veränderung der MAPK-Stellen die Funktionsfähigkeit des

Proteins zu vermindern schien, bewirkten Aspartate in den PKA-Stellen eine deutliche Aktivie-

rung von Prf1 in Abwesenheit eines Pheromonstimulus.

2.2.5 Die transkriptomweite Untersuchung der posttransla tionellen

Prf1-Regulation

In früheren Experimenten schien Prf1 in Abhängigkeit des Phosphorylierungsstatus einzel-

ne Promotoren bevorzugt zu aktivieren. Durch Microarray-Analysen sollte die Beobachtung

überpr̈uft und zugleich auf die Gesamtheit der transkriptionellenPheromonantwort ausgewei-

tet werden. Durch Alanin- wie auch Aspartat-Substitutionen standen hierf̈ur eine Reihe von

Prf1-Varianten mit unterschiedlichem Aktivitätsmuster zur Verfügung.

In einem Eingangsexperiment sollten die Veränderungen im Transkriptionsprofil des Stammes

FB1prf1ce (Kaffarnik et al., 2003) nach Pheromonexposition bestimmt werden. Innerhalb der

Gesamtheit pheromonregulierter Gene sollten anschließend Untergruppen definiert werden, de-

ren Pheromonregulation auf posttranslationelle Modifikation von Prf1 durch MAPK- und/oder

PKA angewiesen ist. F̈ur die Identifikation phosphorylierungsabhängig Prf1-regulierter Gene

wurden folgende Prf1-Varianten herangezogen: Die alaninsubstituierte Variante Prf1eMA diente

der Bestimmung jener Gene, für deren Regulation eine MAPK-Phosphorylierung auf Prf1 not-

wendige Voraussetzung ist. Um MAPK- und PKA-Stellen weiterzu entkoppeln, wurde zur

Charakterisierung PKA-abhängiger Aktivierung eine Doppelmutante angefertigt, in welcher

Aspartate in den f̈unf PKA-Stellen mit Alaninen in den sechs MAPK-Stellen kombiniert wurden

(Prf1ePD/MA, Abb. 8A; siehe 4.1.4). Diese sollte die Identifikation jener Gene erm̈oglichen, f̈ur

deren Regulation eine Phosphorylierung der PKA-Stellen einhinreichendes Kriterium darstellt.

Die Allele prf1eMA und prf1ePD/MA wurden unter Kontrolle von Ptef durch homologe Re-

kombination in den endogenenprf1-Lokus von FB1prf1∆ bzw. im Falle vonprf1eMA auch

in FB2prf1∆ integriert (siehe 4.1.3). Die resultierenden Stämme wurden zun̈achst gemein-

sam mit FB1prf1ce hinsichtlich ihres Kreuzungsverhaltens untersucht. Dabei unterschied sich
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der Prf1ceMA-exprimierende Stamm nicht von FB1prf1eMA (Abb. 10A). Daprf1cePD/MA nicht

im FB2-Hintergrund vorlag, wurde das entsprechende FB1-Derivat lediglich gegen FB2 und

FB2prf1eMA getropft. FB1prf1cePD/MA zeigte Kreuzungskompotenz gegen den FB2, nicht

jedoch gegen FB2prf1eMA. Somit war die Aspartat-Aktivierung der PKA-Stellen nichtausrei-

chend, um den Defekt durch Inaktivierung der MAPK-Stellen auszugleichen. Die Pathogenität

dieser heterogenen Kombination wurde bislang nichtüberpr̈uft. Dahingegen zeigte eine kompa-

tible Mischung Prf1ceMA-exprimierender Stämme in Infektionsexperimenten entsprechend den

prf1eMA-tragenden Stämme keine Tumorbildung (nicht gezeigt).

Abbildung 10: Das Paarungsverhalten und die Pheromonreaktion der in den Microarray-
Analysen verwendeten Sẗamme. (A) Der Nachweis der Paarungskompetenz auf aktivkohle-
haltigen Platten. FB1 und entsprechende Derivate (Angabe des verwendeten Stammes bzw. des
prf1-Allels über der Abbildung) wurden alleine und gegen FB2 (Angabe auf der linken Seite der
Abbildung) sowie gegen einen jeweils kompatiblen Stamm getropft (Kolonien unterhalb der ge-
strichelten Linie; Angabe der für die Kreuzung verwendetenden Stämme bzw. des jeweiligenprf1-
Allels unter der Abbildung). Die Ausbildung weißer filamentöser Kolonien nach 24 h ist Indika-
tor einer erfolgreichen Paarungsreaktion.(B) Fluoreszenzmikroskopische Analysen der beginnen-
den Konjugationshyphenbildung 75 min nach Pheromonzugabe. Gezeigt sind lichtmikroskopische
Aufnahmen von Zellen der drei später durch Microarray-Analysen charakterisierten Stämme. Die
Behandlung erfolgte vergleichbar den Arrayansätzen in Array-Minimalmedium (siehe 4.1.1). Der
dargestellte Gr̈oßenbalken entspricht 10µm.

Desweiteren wurde die Reaktion der Stämme auf synthetisches Pheromon in Array-

Minimalmedium mikroskopiscḧuberpr̈uft. Da in früheren Zeitkinetik-Studien ein Großteil der

Gene ein Regulationsmaximum bereits nach 75 Minuten gezeigthatte (Eichhorn, 2004), wurde
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diese Behandlungsdauerübernommen. Zellen aller drei Stämme zeigten zu diesem Zeitpunkt

eine beginnende Ausbildung von Konjugationshyphen (Abb. 10B), welche auch nach längerer

Inkubationen denen in Vollmedium vergleichbar waren (nicht gezeigt).

2.2.6 Die Charakterisierung der transkriptionellen Pherom onantwort

Nach der einleitenden Charakterisierung wurden Kulturen der drei Sẗamme f̈ur die nach-

folgenden Mircroarray-Analysen für 75 Minuten mit synthetischem a2-Pheromon behandelt

(siehe 4.4.1). Pro Stamm und Behandlung wurden zwei biologische Replikate angefertigt, und

zun̈achst die beginnende Pheromonreaktion lichtmikroskopisch besẗatigt. Anschließend wurde

aus den behandelten Kulturen Gesamt-RNA isoliert und diese in mehreren Schritten in hybri-

disierbare cRNA (complementary RNA) überf̈uhrt (siehe 4.4.2-4). Nach Zuordnung der Hybri-

disierungssignale und̈Uberpr̈ufen der Qualiẗat der Replikate erfolgte die Auswertung mit Hilfe

des Computerprogrammes dChip (Li und Hung Wong, 2001). Bei der Berechnung der fakto-

riellen Änderung der Genexpression wurde ein Vertrauensintervall(
”
lower confidence bound

of fold change“) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,1 ber̈ucksichtigt, welches u.a.

die Standardabweichung der Expressionswerte berücksichtigt und eine konservative Beurtei-

lung der faktoriellen Ver̈anderung darstellt (Li und Hung Wong, 2001). Zu berücksichtigen ist,

dass aufgrund neuerer Korrekturen der Genomannotation eine Sondenreihe nicht in allen Fällen

mit einem Genmodel korrespondiert bzw. bisweilen mehrere in den Bereich eines Transkriptes

fallen, wodurch diese in den Microarrays mehrfach repräsentiert sind (siehe 1.1.2). Im Fol-

genden wird f̈ur die Ergebnisse der Microarray-Auswertungen stets der Begriff Sondenreihe

verwendet, wobei diese Angaben somit nicht in allen Fällen der Anzahl differentiell regulierter

Gene entspricht.

Der Vergleich der Expressionsprofile des Stammes FB1prf1ce, welcher f̈ur 75 Minuten mit Phe-

romon bzw. DMSO behandelt worden war, führte zur Auswahl von insgesamt 412 Sondenrei-

hen, deren Expression in Anwesenheit von Pheromon mindestens zweifach induziert oder re-

primiert war. Diese unterteilten sich in 169 pheromoninduzierte sowie 243 reprimierte Sonden-

reihen (Abb. 11A; siehe 6.1). Als erste Validierung wurden die gewonnenen Daten verglichen

mit den Ergebnissen früherer transkriptomweiter Analysen, in denen die Pheromonreaktion des

Stammes FB1 u.a. im Rahmen einer Zeitkinetik untersucht wurde(Eichhorn, 2004). Da in der

vorliegenden Arbeit Transkriptionsprofile lediglich nach75 Minuten Pheromonexposition er-

stellt wurden, wurden alle zu diesem Zeitpunkt für FB1 erhobenen Daten für die Auswertung

herangezogen. Von insgesamt 172 Genen, welche nach dieser Auswertung in FB1 als nach

75 Minuten differentiell reguliert gefunden wurden, konnten 137 (80%)̈ubereinstimmend als
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induziert bzw. reprimiert bestätigt werden (Abb. 11B). Die fehlenden 35, welcheüber ihre An-

notation z.T. mit der Pheromonantwort in Verbindung gebracht werden k̈onnen, lagen mit weni-

gen Ausnahmen in beiden Experimenten nahe der Ausschlussgrenze von zweifacher Expressi-

ons̈anderung. Die neu hinzugekommenen Gene verteilten sich in ihrer abgeleiteten Funktion auf

alle enthaltenen Kategorien. Dass sich dabei insbesonderedie Gruppe metabolischer Faktoren

in ihrem Umfang nahezu vervierfachte (nicht gezeigt), ist wahrscheinlich auf unterschiedliche

Nährstoffbedingungen in beiden Ansätzen zur̈uckzuf̈uhren, da f̈ur die Experimente mit FB1 ein

Vollmedium verwendet wurde (siehe 3.3.1).

Abbildung 11: Die transkriptomweite Analyse der Pheromonantwort von FB1prf1ce. (A)
Schematische Darstellung der 412 nach Pheromonexposition differentiell regulierten Sondenrei-
hen. Im oberen Teil angeben sind die jeweils verglichenen Stämme und deren Behandlung. In der
ovalen Fl̈ache dargestellt ist die Anzahl der differentiell regulierten Sondenreihen. Angegeben sind
desweiteren die Anzahl der reprimierten bzw. induzierten Sondenreihen(hervorgehoben; gekenn-
zeichnet durch einen abwärts bzw. aufẅarts gerichteten Pfeil) und der korrespondierenden Gene,
in deren Promotoren PRE-Elemente gefunden werden konnten (siehe Text), sowie deren prozen-
tualer Anteil (in Klammern).(B) Schematische Darstellung derÜberschneidung der Listen phero-
monregulierter Sondenreihen aus Experimenten mit FB1 und FB1prf1ce (Eichhorn, 2004). Hell-
bzw. dunkelgraue Teilbereiche entsprechen Sondenreihen, welche nur in FB1prf1ce bzw. FB1 ge-
funden wurden, diëUberschneidung ist in einem mittleren Grauton dargestellt.(C) Graphische
Darstellung eines multiplen Sequenzvergleichsüber den Bereich der PRE-Elemente aus den Pro-
motoren von insgesamt 50 pheromonregulierten Genen (siehe Text; http://weblogo.berkeley.edu;
Crookset al., 2004). Die Ḧohe der Buchstabensäule repr̈asentiert den Grad der Sequenzkonservie-
rung an der jeweiligen Position, wobei die relative Höhe der einzelnen Buchstaben der Häufigkeit
der jeweiligen Base an dieser Position entspricht.

Um den Anteil von Prf1 an der Regulation der identifizierten Gene einscḧatzen zu k̈onnen,

wurden basierend auf der vorläufigen Annotation desUstilago maydis-Genoms (MUMDB,
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http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago) die stromaufwärts gelegenen Bereiche aller identi-

fizierten Gene nach PRE-Sequenzen durchsucht. Da frühere Untersuchungen der Prf1-

Bindung gezeigt hatten, dass Punktmutationen innerhalb derPRE-Sequenz teilweise tole-

riert werden (Hartmannet al., 1996), wurde mit Hilfe der MEME-Anwendung ein varia-

blerer PRE-Konsensus in Form einer positionsspezifischen Matrix ermittelt (siehe 4.3.4).

Aufgrund der Gr̈oßenbeschränkung des Eingabedatensatzes wurden 1 kb-Abschnitte strom-

aufwärts des annotierten Startkodons von insgesamt 50 zufällig geẅahlten pheromon-

regulierten Genen für die Definition der PRE-Matrix verwendet (Abb. 11C; Bailey und

Elkan, 1994; http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html; siehe 4.3.4). Anschließend wurden die

stromaufẅarts gelegenen Bereiche aller pheromonregulierten Gene mitHilfe der MAST-

Anwendung nach dieser neu definierten PRE-Sequenz durchsucht (Bailey und Gribskov, 1998;

http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html). Gefunden wurden insgesamt 204 PRE-Sequenzen,

welche sich auf die Promotoren von 91 vorhergesagten Genmodellen mit maximal neun Wieder-

holungen verteilten (siehe 6.2; im Folgenden als
”
PRE-assoziiert“ bezeichnet). Diese Gen-

modelle waren durch insgesamt 93 Sondenreihen auf dem Microarray repr̈asentiert. In den PRE-

assoziierten Genen kodiert fanden sich u.a. Enzyme aller Schritte der Pheromonreifung und

-sekretion, welche bereits in FB1 als pheromoninduziert gefunden wurden (Eichhorn, 2004),

sowie z.B. die MAP-Kinase Kpp6, für welche eine Prf1-vermittelte Regulation nach Pheromon

beschrieben wurde (Brachmannet al., 2003). Dar̈uberhinaus waren darunter z.B.rbf1, welches

für einen essentiellen Regulator b-abhängiger Prozesse kodiert (M. Scherer und J. Kämper,

pers̈onliche Mitteilung), undbE1. Dass nur eines der beiden divergent transkribierten Gene des

b-Lokus mit den angewendeten Suchmethoden als PRE-assoziiert gefunden wurde, erklärt sich

in diesem Fall aus der besonderen Lage der PRE-Sequenzen, welche nicht in der unmittelbaren

Promotorregion liegen, sondern im stromabwärts gelegenen Bereich (bE) bzw. in Introns und

kodierender Sequenz (bW) (Urbanet al., 1996).

Von den 93 korrespondierenden Sondenreihen waren 73 als pheromoninduziert und 20 als repri-

miert gefunden worden (43% bzw. 8% aller pheromoninduzierten bzw. -reprimierten Sonden-

reihen; Abb. 11A). Diese Beobachtung unterstrich die Vermutung, dass es sich bei Prf1 um

einen Transkriptionsfaktor mit vorwiegend aktivierenderFunktion handelt. Diese Liste aller

pheromonregulierten und insbesondere der zusätzlich PRE-assoziierten Gene diente als Grund-

lage der folgenden Analysen, welche auf den Anteil von MAPK-wie auch PKA-Modifikation

auf Prf1 an dieser transkriptionellen Antwort abzielten.
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2.2.7 Die Bestimmung der MAPK-abh ängig regulierten Sondenreihen

Zur Bestimmung jener Gene, deren Expressionsverhalten nachPheromonexposition durch eine

MAPK-Phosphorylierung auf Prf1 bestimmt wird, wurden die Expressionsdaten des Stam-

mes FB1prf1ceMA mit denen von FB1prf1ce verglichen. Da die Alanin-Substitutionen derartige

Modifikation verhindern sollten, waren in diesem Experiment jene Gene von Interesse, deren

Expression in FB1prf1ceMA gegen̈uber FB1prf1ce beeintr̈achtigt war.

Abbildung 12: Die MAPK- und PKA-abh ängig regulierten Sondenreihen. (A)Schemati-
sche Darstellung der 62 MAPK-abhängig regulierten Sondenreihen. Im oberen Teil angeben sind
die jeweils verglichenen Stämme und deren Behandlung. In der ovalen Fläche dargestellt sind
die Anzahl der differentiell regulierten Sondenreihen sowie deren Unterteilung nach pheromon-
reprimierter bzw. -induzierter Expression (gekennzeichnet durch einen abẅarts bzw. aufẅarts ge-
richteten Pfeil). Angegeben ist jeweils die Anzahl der enthaltenen Sondenreihen (hervorgehoben)
und der korrespondierenden Gene, in deren Promotoren PRE-Elementegefunden werden konnten
(siehe Text), sowie deren prozentualer Anteil (in Klammern).(B) Schematische Darstellung der 27
PKA-abḧangig regulierten Sondenreihen. Darstellung wie in (A).(C) Schematische Darstellung
derÜberschneidung (grau) der MAPK- und PKA-abhängig regulierten Sondenreihen (linkes bzw.
rechtes Oval). Angegeben ist jeweils die Anzahl der enthaltenen Sondenreihen (hervorgehoben)
und der korrespondierenden Gene, in deren Promotoren PRE-Elementegefunden werden konnten
(siehe Text), sowie deren prozentualer Anteil (in Klammern).
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Zunächst wurde ein Vergleich der Expressionsprofile der unbehandelten Kulturen von

FB1prf1ceMA und FB1prf1ce durchgef̈uhrt, welcher eine Abschätzung des Einflusses basaler

MAPK-Aktivit ät auf das basale Transkriptionsniveau der pheromonregulierten Gene erlau-

ben sollte. Dass in diesem Vergleich nur 13 pheromonregulierte Sondenreihen ein verändertes

Expressionsniveau zeigten (nicht gezeigt), diente als Hinweis darauf, dass eine basale MAPK-

Phosphorylierung in der Grundaktivität von Prf1 von minderer Bedeutung ist. Dieser Aspekt

wurde daher in den folgenden Analysen nicht berücksichtigt.

Nach Pheromonexposition zeigten die Profile beider Stämme dagegen eine mindestens zwei-

fache Expressionsänderung in insgesamt 99 Sondenreihen (siehe 6.3), von welchen 62 zuvor

als pheromonreguliert gefunden worden waren. Diese wurdenin einer MAPK-abḧangig phe-

romonregulierten Regulationsklasse zusammengefasst (im Folgenden als
”
MAPK-abḧangig re-

guliert“ bezeichnet). Als MAPK-abḧangig induziert bzw. -reprimiert wurden jene Sondenrei-

hen betrachtet, welche in FB1prf1ce als pheromoninduziert bzw. -reprimiert gefunden worden

waren. Entsprechend zeigten 49 der MAPK-abhängig regulierten Sondenreihen eine Induktion

nach Pheromon, ẅahrend die verbleibenden 13 reprimiert wurden (Abb. 12A). In die MAPK-

Regulationsklasse fielen zudem insgesamt 36 der PRE-assoziierten Gene, welche mit einer Aus-

nahme durchwegs unter den Pheromoninduzierten zu finden waren.

Einen weiteren Aspekt in der Beurteilung des MAPK-Signals bildete das Expressions-

verhalten der pheromonregulierten Sondenreihen in FB1prf1ceMA. Verglichen wurden dazu

die Expressionsprofile von FB1prf1ceMAmit und ohne Pheromonzugabe. Dabei wurde unter-

schieden, inwieweit eine Sondenreihe in ihrer Pheromonreaktion lediglich eingeschränkt war,

jedoch weiterhin als differentiell reguliert gefunden wurde oder in FB1prf1ceMA keine rele-

vante Expressionsänderung zeigte. Ist eine Reaktion auf Pheromon in FB1prf1ceMA nachweis-

bar, spricht dies f̈ur eine Beteiligung weiterer Aktivierungswege, welche auchnach Inaktivie-

rung der MAPK-Phosphorylierungsstellen in Prf1 funktionsfähig bleiben. Im Vergleich der

Expressionsprofile des Stammes FB1prf1ceMA ohne und mit Pheromon zeigte sich, dass 24

der 62 MAPK-abḧangig regulierten Sondenreihen in ihrer Pheromonantwort lediglich vermin-

dert waren, welche daher als
”
teilweise MAPK-abḧangig reguliert“ bezeichnet wurde (Tab. 2).

Die Pheromonregulation der entsprechenden Gene scheint somit durch zus̈atzliche Faktoren be-

einflusst zu sein. Die verbleibenden 38, für welche keine relevante Expressionsänderung mehr

sichtbar war, wurden hingegen als
”
strikt MAPK-abḧangig reguliert“ bezeichnet (Tab. 3). Inner-

halb dieser Kategorie befanden sich z.B. das Gen des kleinen G-Proteins Rho2 oder des Homo-

logs desS. cerevisiae-Cyclins Ssn8p (Srb11p; Kuchinet al., 1995). Mit diesen gruppiert in der

bioinformatischen Auswertung darüberhinaus das Gen der Hygromyzin-Phosphotransferase,
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dessen Genprodukt Resistenz gegen dieses Antibiotikum vermittelt. Dieses wird als phero-

moninduziert gefunden, da zur Expression inU. maydisPromotor- wie auch Terminatorbe-

reiche des endogenen Gensums2verwendet (um03791), welches für das Hitzeschockprotein

Hsp70 kodiert und nach Pheromongabe zweifach induziert ist(siehe 6.2). Dassums2nicht

gleichfalls in die MAPK-abḧangig regulierte Regulationsklasse fällt, erklärt sich durch leichte

Expressionsschwankungen, die gerade bei niedrigen Induktionswerten leicht zum Ausschluss

einer Sondenreihe führen k̈onnen.

Tabelle 2: Die teilweise MAPK-abḧangig regulierten Sondenreihen
Anzahl

Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation1 Pheromon2 MAPK 3 PREs

W25um110G*4 um00577 bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 60 10 1
W60um134G um05104 putative protein 47 209 -
C20um110G* um00578 b locus protein W1 35 6 -5

CLUSTER67*6 um11658 HMG-box protein Hmg3 22 4 4
C20um077G* um03317 related to PRM1 - Pheromone-regulated

multispanning membrane protein
18 6 4

C70um145G* um04386 hypothetical protein 17 3 6
W10um286G* um00530 conserved hypothetical protein 17 4 4
C25um007G um05356 hypothetical protein 12 3 6
W70um083G um03144 probable clathrin-associated adaptor com-

plex medium chain
11 4 5

C100um020G* um00860 conserved hypothetical protein 10 2 4
C23um007G um05356 hypothetical protein 10 4 6
W10um155G* um04954 hypothetical protein 8 3 1
C5um012G um02104 probable Regulator of G-Protein Signaling

Protein
8 4 2

C117um228G* um01902 conserved hypothetical protein 2 26 -
W35um256G um05785 Acyl transferase-like protein -11 -4 -
C30um256G um11585 related to capsular associated protein -12 -7 -
C15um235G um05153 related to MNT4 - putative alpha-1,3-

mannosyltransferase
-15 -4 -

C175um054G um00638 related to CDA2 - sporulation-specific chi-
tin deacetylase

-19 -2 -

W45um256G um05787 conserved hypothetical protein -22 -5 -
W20um235G um05152 conserved hypothetical protein -27 -4 -
EST01um1316 - - -29 -4 -
W35um022G um00118 probable UDP-glucose 6-dehydrogenase -30 -5 -
C25um256G um05783 related to UDP-galactose transporter -72 -5 -
C150um145G um04368 related to endo-1,3(4)-beta-glucanase -169 -10 -

1 http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.
2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulturen vonFB1prf1ce.
3 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulturen vonFB1prf1ceMA.
4 Mit * gekennzeichnete Sondenreihen wurden zugleich als PKA-abḧangig gefunden (Tab. 5).
5 Die mit bW assoziierten PRE-Sequenzen wurden in dieser Analyse nichtgefunden, da diese im Bereich
der kodierenden Sequenz liegen (siehe 2.2.6; Urbanet al., 1996.)

6 Die besondere Nomenklatur der Sondenreihen CLUSTER67 und EST01um131 bedeutet, dass
die korrespondierenden Gene zum Zeitpunkt der Microarray-Entwicklung lediglich über cDNA-
Sequenzinformationen vorhergesagt waren (siehe 1.1.2).
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Tabelle 3: Die strikt MAPK-abḧangig regulierten Sondenreihen
Anzahl

Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation1 Pheromon2 PREs

W42um283G um00306 hypothetical protein 69 -
C20um086G um06190 related to Chitinase 57 -
W44um283G um10093 putative protein 45 3
W11um240G um03172 Rbf1 - related to Zinc finger protein 27 3
C30um222G um01438 conserved hypothetical protein 16 -
W10um240G um03172 Rbf1 - related to Zinc finger protein 12 3
W25um077G um10838 hypothetical protein 10 4
W55um007G um05348 related to RAM1 - protein farnesyl-

transferase, beta subunit
7 3

W137um044G um11709 hypothetical protein 6 -
W110um003G um01959 putative protein 6 2
W120um002G um03924 repellent protein 1 precursor 6 -
C70um179G um01367 probable alpha-adaptin C 5 2
W85um010G um01262 DNA polymerase X - putative 5 -
hyg4 - - 4 -
W156um005G um11190 putative protein 4 1
C60um188G um04798 hypothetical protein 4 1
W50um130G um03704 conserved hypothetical protein 3 3
W40um003G um01974 conserved hypothetical protein 3 5
C65um165G um00434 putative protein 3 1
W30um258G um04411 related to CEF1 - required during G2/M

transition
3 1

W40um222G um01437 conserved hypothetical protein 3 -
C50um125G um05315 conserved hypothetical Ustilago-

specific protein
3 2

C25um219G um02494 Rho2 GTP binding protein 3 1
W85um085G um06212 related to SSN8 - DNA-directed RNA

polymerase II holoenzyme and SRB
subcomplex subunit, cyclin C homolog

3 1

C230um010G um01234 putative protein 3 -
C10um140G um03783 conserved hypothetical protein 3 3
C75um055G um03982 hypothetical protein 3 -
C70um055G um03980 conserved hypothetical protein 3 2
W35um225G um02151 related to 2,5-diketo-D-gluconic acid

reductase
3 -

C45um130G um10492 hypothetical protein 3 1
C83um085G*3 um11228 related to CAAX prenyl protease 2 3 1
W96um166G um00394 putative protein 2 1
C135um044G um02336 conserved hypothetical protein 2 2
C15um258G um04415 conserved hypothetical protein 2 1
C130um220G um10765 related to Ribonuclease H 2 2
C110um222G um01422 probable Lipase B precursor -3 2
C145um074G um01804 related to kynurenine/alpha-

aminoadipate aminotransferase
mitochondrial precursor

-4 -

W12um235G um10186 putative protein -32 -

1 http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.
2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulturen vonFB1prf1ce.
4 Das Gen der Hygromyzin-Phosphotransferase steht unter Kontrolle des pheromonreguliertenums2-
Promotors (siehe Text).

3 C83um085G wurde zugleich als PKA-abhängig gefunden (Tab. 5)
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2.2.8 Die Bestimmung der PKA-abh ängig regulierten Sondenreihen

Für die Identifikation PKA-abḧangig regulierter Sondenreihen wurde das Expressions-

profil einer DMSO-behandelten Kultur von FB1prf1cePD/MA mit entsprechenden Daten von

FB1prf1ceMA verglichen. Von den 73 Sondenreihen, die sich dabei als differentiell reguliert zeig-

ten (siehe 6.3), waren 27 zuvor als pheromonreguliert gefunden worden (Tab. 4, 5; Abb. 12B).

Diese unterteilten sich in 7 pheromonreprimierte sowie 20 -induzierte Sondenreihen, wobei nur

unteren letzteren insgesamt 13 mit PRE-assoziierten Genen korrespondierten. Die Frage nach

weiterer Induzierbarkeit konnte zunächst nicht beantwortet werden, da die Erstellung entspre-

chender Expressionsprofile von FB1prf1cePD/MA noch aussteht. Auffallend war jedoch, dass

die transkriptionelle Reaktion auf Pheromon in FB1prf1ce bzw. auf die Aspartat-Substitutionen

in Prf1 in FB1prf1cePD/MA für einige Sondenreihen gegenläufig ausfiel (in Tab. 4 durch * ge-

kennzeichnet). Diese entsprachen zum Großteil pheromonreprimierten Genen, welche jedoch in

FB1prf1cePD/MA als induziert gefunden wurden. Ein derartiges Regulationsverhalten ist m̈ogli-

cherweise Ausdruck negativer Rückkopplungsprozesse, um eineüberm̈aßige Aktivierung PKA-

vermittelter Prozesse auszugleichen (siehe 3.3.3).

Tabelle 4: Die PKA-abḧangig regulierten Sondenreihen
Anzahl

Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation1 Pheromon2 PKA3 PREs

W51um130G um10491 putative protein 61 3 6
C140um075G um06071 related to Para-nitrobenzyl

esterase
17 3 6

W35um030G um10529 conserved hypothetical protein 14 3 -
W15um280G*4 um00384 hypothetical protein 12 -2 5
C111um212G um04581 putative protein 5 2 -
W105um049G um00102 conserved hypothetical protein 5 2 -
W125um228G um01900 conserved hypothetical protein 3 3 -
W5um026G* um02390 related to alpha,alpha-trehalose-

phosphate synthase, 115 KD
subunit

2 -2 1

C60um177G um06495 putative protein 2 2 -
W30um110G um00576 conserved hypothetical protein 2 2 9
W130um021G* um10636 conserved hypothetical protein -3 3 -
C115um021G* um03116 conserved hypothetical protein -4 6 -
C45um260G* um02585 related to TPO1 - Vacuolar

polyamine-H+ antiporter
-4 2 -

C30um201G* um11256 related to D-arabinitol 2-
dehydrogenase

-5 3 -

W180um086G* um06157 related to Spherulin 4 precursor -6 2 -
W55um146G* um05951 conserved hypothetical protein -6 2 -
W85um192G um10053 related to carbonic anhydrase -12 -2 -

1 http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.
2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulture von FB1prf1ce.
3 Abgleich der DMSO-behandelten Kulturen von FB1prf1cePD/MAgegen FB1prf1ceMA.
4 Sondenreihen, welche bei erhöhterprf1-Expression ein gegenläufiges Verhalten zu dem nach Pheromon-
exposition zeigen, sind durch * gekennzeichnet.
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Bei genauerer Betrachtung bestand eine starkeÜberschneidung der MAPK- und PKA-abhängig

regulierten Sondenreihen (Abb.12C). Insgesamt 10 pheromonregulierte Sondenreihen zeigten

eine doppelte Abḧangigkeit von sowohl MAPK- als auch PKA-Phosphorylierung und wurden

daher zu einer Untergruppe dualer Regulation zusammengefasst (Abb. 12C; Tab. 5). In Bezug

auf die MAPK-Regulation unterlagen diese größtenteils einer teilweisen MAPK-Abhängigkeit.

Für die teilweise MAPK-anḧangig regulierten Sondenreihen hatte sich eine Regulation durch

weitere Faktoren bereits aufgrund der verbleibenden Pheromonregulation in FB1prf1ceMA an-

gedeutet. Unter dualer Regulation befanden sich u.a. die Gene desb-Lokus sowie z.B.prm1,

dessen Homolog inS. cerevisiaefür ein Transmembranprotein mit Funktion in pheromonver-

mittelter Zellfunsion kodiert (siehe 3.3.3).

Tabelle 5: Die dual regulierten Sondenreihen
Anzahl

Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation1 Pheromon2 PKA3 MAPK 4 PREs

W25um110G um00577 Mating-type locus allele B1
protein

60 21 10 1

C20um110G um00578 b locus protein W1 35 14 6 -5

CLUSTER676 um11658 HMG-box protein Hmg3 22 3 4 4
C20um077G um03317 related to PRM1 - Pheromone-

regulated multispanning mem-
brane protein

18 7 6 4

C70um145G um04386 hypothetical protein 17 6 3 6
W10um286G um00530 conserved hypothetical protein 17 2 4 4
C100um020G um00860 conserved hypothetical protein 10 2 2 4
W10um155G um04954 hypothetical protein 8 2 3 1
C83um085G um11228 related to CAAX prenyl pro-

tease 2
3 3 - 1

C117um228G um01902 conserved hypothetical protein 2 4 26 -

1 http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.
2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulturen vonFB1prf1ce.
3 Abgleich der DMSO-behandelten Kulturen von FB1prf1cePD/MAgegen FB1prf1ceMA.
4 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulturen vonFB1prf1ceMA.
5 Die mit bW assoziierten PRE-Sequenzen wurden in dieser Analyse nichtgefunden, da diese im Bereich
der kodierenden Sequenz liegen (siehe 2.2.6; Urbanet al., 1996).

6 Die besondere Nomenklatur der Sondenreihe CLUSTER67 bedeutet, dass das korrespondierende Gen
hmg3zum Zeitpunkt der Microarray-Entwicklung lediglicḧuber cDNA-Sequenzinformationen vorherge-
sagt war (siehe 1.1.2).

Da eine ver̈anderbare Spezifität bei Transkriptionsfaktoren häufig durch Wechselwirkung

mit weiteren Aktivatoren zustande kommt, wurden mit Hilfe der MEME-Anwendung

die 1 kb-Promotorbereiche der korrespondierenden Gene innerhalb der drei Regulations-

klassen nach wiederkehrenden Sequenzmotiven durchsucht (Bailey und Elkan, 1994;

http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html; siehe 4.3.4). Diese k̈onnten als Bindestellen m̈oglicher

Koaktivatoren dienen und dadurch Einfluss auf die Promotorerkennung und -diskriminierung

nehmen. Zwar wurden für alle Datens̈atze mehrere Nukleotidabfolgen als angereichert vorge-
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schlagen, die sich jedoch bei anschließender Suche in den jeweils anderen Gruppen mit ver-

gleichbarer Ḧaufigkeit wiederfinden ließen und daher nicht an der Vermittlung der Spezifiẗat

beteiligt sein d̈urften (nicht gezeigt). Auf DNA-Sequenzebene konnten damit zun̈achst keine

Hinweise auf die Beteiligung sequenzspezifischer Koaktivatoren gewonnen werden.

Durch transkriptomweite Charakterisierung unterschiedlicherprf1-Allele konnten eine PKA-

und eine MAPK-abḧangige Regulationsklasse sowie eine dual regulierte Untergruppe defi-

niert werden, deren Expressionsverhalten eindeutig vom Phosphorylierungszustand der MAPK-

bzw. PKA-Stellen abhing. Zusammengefasst standen 79 Sondenreihen unter einer phosphory-

lierungsvermittelten Kontrolle duch Prf1. Besonders Größe und Mitglieder der Klasse MAPK-

abḧangig regulierter Sondenreihen sowie deren häufig strikte Phosphorylierungsabhängigkeit

deuteten auf eine wichtige Rolle dieser Modifikation in der Koordination der Pheromonantwort

hin.

2.2.9 Die Auswirkung transkriptioneller Induktion von prf1

Auffallend war, dass die Sondenreihen von 51 der PRE-assoziierten Gene nicht in den zuvor

bestimmten phosphorylierungsabhängigen Regulationsklassen wiederzufinden waren. Dieser

Umstand deutete an, dass weitere Aktivierungswege auf Prf1existieren m̈ussten, welche für

die Regulation der verbleibenden Gene verantwortlich sind.In diesem Hinblick interessant

war die Beobachtung, dass Prf1 in Reaktion auf Pheromon nicht nur posttranslationell akti-

viert wird, sondern zugleich dieprf1-Expression deutlich induziert ist (Hartmannet al., 1996).

Die Expression vonprf1 unter Kontrolle eines regulierbaren Promotors bot eine Möglich-

keit, durch transkriptomweite Analysen den Anteil derprf1-Induktion an der transkriptionellen

Pheromonantwort einzuschätzen. Verwendet wurde hierfür der tetrazyklinregulierbare Stamm

FB1Tc:prf1, welcher in Abwesenheit des Antibiotikums eine deutlich erḧohteprf1-Expression

zeigte (siehe 2.1.3). Verglichen wurden je eine Kultur mit 100 bzw. 0µg/ml Tetrazyklin, um die

maximalen Unterschiede einzuschätzen. Als Kontrolle wurde FB1 unter gleichen Bedingungen

mitbehandelt. Die veränderte Expression vonprf1 wurden durch fluorimetrische Bestimmung

der Reporteraktiviẗat überpr̈uft (nicht gezeigt). F̈ur die Analyse wurden pro Stamm und Behand-

lung zwei biologische Replikate angefertigt, von welchen jedoch vorl̈aufig nur jeweils eines

verwendet wurde. Probenaufbereitung und Auswertung erfolgten wie zuvor beschrieben (siehe

2.2.6 und 4.4.2-4).

Im Vergleich der Transkriptome beider Kulturen fielen 117 Sondenreihen auf, deren Expression

nachprf1-Induktion mehr als zweifach verändert war. Im Vergleich mit der Liste pheromon-

regulierter Sondenreihen zeigte sich eineÜbereinstimmung von insgesamt 35 Sondenreihen,
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von denen insgesamt 14 bereits in die zuvor definierten Regulationsklassen eingeteilt wor-

den waren (Abb. 13; Tab. 6). Die korrespondierenden Gene derSondenreihen, welche nach

Pheromonexposition wie auchprf1-Induktion differentiell reguliert waren, kodierten u.a.für

beide Genprodukte desb-Lokus sowie Komponenten aller Schritte der Pheromonreifung und

-sekretion. Mit Ausnahme vonbW (siehe 2.2.6) sowie um11682, welches für ein Homolog

der Methyltransferase Ste14p ausS. cerevisiaekodiert, z̈ahlten diese zudem durchwegs zu den

insgesamt 15 PRE-assozierten pheromonregulierten Genen. Auffallend war desweiteren, dass

die 15 PRE-assozierten Gene mit einer Ausnahme in Reaktion sowohl auf Pheromonexpositi-

on als auch auf eine erhöhteprf1-Expression durchwegs in ihrer Expression induziert wurden,

wodurch die vorwiegend transkriptionell aktivierende Funktion von Prf1 erneut unterstrichen

wurde.

Abbildung 13: Schematische Darstellung der 35 nachprf1-Induktion differentiell regulier-
ten Sondenreihen. Im oberen Teil angeben sind die jeweils verglichenen Stämme und deren
Behandlung. In der ovalen Fläche dargestellt sind die Anzahl der differentiell regulierten Son-
denreihen sowie deren Unterteilung nach pheromonreprimierter bzw. -induzierter Expression (ge-
kennzeichnet durch einen abwärts bzw. aufẅarts gerichteten Pfeil). Angegeben ist jeweils die An-
zahl der Sondenreihen (hervorgehoben) und der korrespondierenden Gene, in deren Promotoren
PRE-Elemente gefunden werden konnten (siehe Text), sowie deren prozentualer Anteil (in Klam-
mern).

Dass nur 30% der differentiell regulierten Sondenreihen durch ihre pheromonregulierte

Expression indirekt mit Prf1 in Verbindung gebracht werdenkonnten, warf die Frage nach

unspezifischen Auswirkungen des Tetrazyklinsystems auf das Transkriptom der Zellen auf.

Dabei ist allerdings zu berücksichtigen, dass Pheromonregulation hier ein unzureichendes Kri-

terium darstellt, da eine tetrazyklinvermittelteprf1-Regulation der Situation im Rahmen der

Pheromonantwort nur bedingt vergleichbar ist. Dies gilt insbesondere, da bei der Ermittlung der

pheromonregulierten Sondenreihen in FB1prf1ce der Aspekt transkriptionellerprf1-Induktion

durch Verwendung konstitutiverprf1-Expression bewusst ausgeblendet wurde. Um Hinweise

auf einen Zusammenhang der verbleibenden Sondenreihen mitPrf1 zu erlangen, wurden die
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Promotorbereiche der korrespondierenden Gene wie zuvor beschrieben nach PRE-Sequenzen

untersucht (siehe 2.2.6). Dabei konnten insgesamt 55 PRE-Sequenzen in den Promotoren von

39 Genen gefunden werden, darunter u.a. den bekannten Prf1-Zielgenemfa1und pra1 sowie

prf1 (nicht gezeigt). Diese waren in der vorliegenden Arbeit ausunterschiedlichen Gründen

nicht als pheromonreguliert gefunden worden: Diemfa1-Induktion nach Pheromon (Urbanet

al., 1996) wird in den Microarray-Analysen nicht erfaßt, da aufgrund der starken Basalexpres-

sion dieses Genes die Hybridisierung der entsprechenden Sondenreihe bereits ohne Pheromon

nahe der S̈attigungsgrenze liegt. Die Pheromoninduktion vonpra1 liegt Microarray-Analysen in

nahe der Ausschlussgrenze mindestens zweifacher Expressions̈anderung, weshalb dieses Gen

in FB1 als zweifach induziert gefunden wurde (Eichhorn, 2004), während es im Datensatz der

vorliegenden Arbeit ausgeschlossen wurde (siehe 6.3).prf1 zeigte in FB1 ebenfalls eine zwei-

fache Induktion, die jedoch aufgrund der konstitutiven Expression in FB1prf1ce verloren ging.

Zusammengefasst konnten 74 der nachprf1-Induktion differentiell regulierten Sondenreihen

durch ihre pheromonabhängige Regulation und/oder das Vorhandensein von PRE-Sequenzen

im Promotorbereich des korrespondierenden Gens mit Prf1 inVerbindung gebracht werden.

Durch transkriptionsweite Charakterisierung tetrazyklinregulierterprf1-Expression konnte eine

weitere Untergruppe von Genen innerhalb der transkriptionellen Pheromonantwort bestimmt

werden, deren Expression unmittelbar durch dieprf1-Transkriptmenge bzw. die resultierende

Prf1-Verfügbarkeit bestimmt wurde.
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Tabelle 6: Die nachprf1-Induktion differentiell regulierten Sondenreihen1

prf1- Anzahl
Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation2 Induktion 3 Pheromon4 PREs

W25um110GM/P 5 um00577 bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 67 60 1
W40um030G um10528 related to STE6 - ABC transporter6 51 6 7
C20um110GM/P um00578 b locus protein W1 14 35 -7

C70um145GM/P um04386 hypothetical protein 10 17 6
W15um272G um03615 related to Glucose oxidase 4 3 1
C20um077GM/P um03317 related to PRM1 - Pheromone-regulated

multispanning membrane protein
4 18 4

W115um227G um11672 related to Protein farnesyltransferase
alpha subunit

3 5 2

W15um280GP um00384 hypothetical protein 3 12 5
W30um110GP um00576 conserved hypothetical protein 3 2 9
UG14-15c10-91c88 um11682 related to STE14 - farnesyl cysteine

carboxyl-methyltransferase
3 4 -

W55um007GM um05348 related to RAM1 - protein farnesyl-
transferase, beta subunit

3 7 3

C10um043G um02804 conserved hypothetical protein 3 -6 -
C165um175G um02703 probable FBP1 - fructose-1,6-

bisphosphatase
3 -3 -

W120um091G um02410 hypothetical protein 2 12 5
W15um043G um02803 related to beta-1,3-glucan binding protein 2 -84 -
W35um026G um10139 probable pantoate–beta-alanine ligase 2 3 7
C105um144G um04060 probable DIC1 - mitochondrial dicar-

boxylate carrier
2 -12 -

W2um212G um10988 probable clathrin coat assembly protein
ap17

2 4 1

C95um161G um02508 indole-3-acetaldehyde dehydrogenase 2 -3 -
W65um126G um02201 conserved hypothetical protein 2 -7 -
UG16-16l20-80e127 - - 2 4 -
hyg9 M - - 2 4 -
C83um085GM/P um11228 related to CAAX prenyl protease 2 2 3 1
C60um188GM um04798 hypothetical protein 2 4 1
C60um164G um00465 hypothetical protein -2 -4 -
C100um172G - - -2 -5 -
C117um228GM/P um01902 conserved hypothetical protein -2 2 -
C25um155G um11554 related to Glucose oxidase -2 -2 -
ncp1 um04000 DNA binding protein Ncp1 -2 3 -
W85um192GP um10053 related to carbonic anhydrase -2 -12 -
UG16-1i3-50e27 - - -3 -9 -
C65um280G um00374 probable DAL5 - Allantoate and ureido-

succinate permease
-3 -3 -

C175um054GM um00638 related to CDA2 - sporulation-specific
chitin deacetylase

-3 -19 -

W125um228GP um01900 conserved hypothetical protein -3 3 -
C85um257G um05764 related to Malic acid transport protein -6 -2 1

1 Aufgeführt sind nur Sondenreihen, welche zuvor als pheromonreguliert beschrieben wurden.
2 http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago
3 Abgleich von FB1Tc:prf1 bei 0 gegen 100µg/ml Tetrazyklin.
4 Abgleich von Pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulturen vonFB1prf1ce.
5 Gekennzeichnet sind jene 14 Sondenreihen, welche zuvor in die MAPK (M)-, PKA (P)-abḧangig oder dual
regulierte (M/P) Regulationsklasse eingeteilt wurden.

6 Faktoren der Pheromonreifung und -sekretion sind hervorgehoben.
7 Die mit bW assoziierten PRE-Sequenzen wurden in dieser Analyse nichtgefunden, da diese im Bereich
der kodierenden Sequenz liegen (siehe 2.2.6; Urbanet al., 1996).

8 Die besondere Nomenklatur dieser Sondenreihen bedeutet, dass die korrespondierenden Gene zum Zeit-
punkt der Microarray-Entwicklung lediglicḧuber cDNA-Sequenzinformationen vorhergesagt bzw. im Fall
vonncp1bereits weitergehend charaktersiert waren (siehe 1.1.2; Hartmannet al., 1999).

9 Das Gen der Hygromyzin-Phosphotransferase steht unter Kontrolle des pheromonreguliertenums2-
Promotors (siehe 2.2.7).
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3 Diskussion

Die Weiterleitung des Pheromonstimulus erfolgt inU. maydisüber verschiedene Signalwege,

deren Aktivierung sich an mehreren Punkten zuüberschneiden scheint (Feldbrügge et al.,

2004). In diesem Netzwerk bildet Prf1 einen wichtigen Knotenpunkt, an dem unterschiedli-

che Signale integriert werden können. Ein wichtiger Aspekt dieser Integration ist die direkte

Prf1-Phosphorylierung durch die terminalen Kinasen PKA und MAPK, deren Funktion in der

vorliegenden Arbeit n̈aher untersucht wurde. Den entscheidenden Beitrag dieser posttranslatio-

nellen Modifikation an der pheromonvermittelten Aktivierung von Prf1 unterstrichen die Ergeb-

nisse einer Entkopplung funktioneller Module, die subzelluläre Lokalisation sowie der Einsatz

durch genetische Manipulation aktivierter Mutanten. Microarray-Analysen erm̈oglichten die

Bestimmung phosphorylierungsabhängiger Regulationsklassen, deren Zusammensetzung und

Charakteristika R̈uckschl̈usseüber Art und physiologische Funktion der komplexen Steuerung

dieses Transkriptionsfaktors erlauben. Darüberhinaus konnte mit der Etablierung heterologer

tetrazyklinvermittelter Genexpression ein neuer regulierbarer Promotor f̈ur Fragestellungen in

U. maydisbereit gestellt werden, dessen Funktionsfähigkeit und Effizienz in der Untersuchung

Prf1-abḧangiger Transkription bereits zum Einsatz kamen.

3.1 Tetrazyklinregulierbare Genexpression in U. maydis

Mit Veröffentlichung der nahezu vollständigen Genomsequenz (Kämperet al., 2006) steigt in

U. maydisdie Bedeutung revers genetischer Ansätze (siehe z.B. Bechtet al., 2005; Schuchardt

et al., 2005). Neben einem effizienten Deletionssystem ist die Verfügbarkeit regulierbarer Pro-

motoren dabei eine wichtige Voraussetzung. Dies gilt insbesondere f̈ur die Charakterisierung

von Genen, deren Deletion einen letalen oder stark pleiotropen Pḧanotyp hervorruft. Das in

dieser Arbeit f̈ur U. maydisoptimierte tetrazyklinabḧangige System wird bereits in einer Viel-

zahl eukaryontischer Organismen verwendet, kam in Pilzen bisher jedoch nur in einigen Asco-

myzeten wie z.B.S. cerevisiae, Candida albicansoderAspergillus fumigatuszum Einsatz (Garı́

et al., 1997; Nakayamaet al., 2000; Park und Morschhäuser, 2005; Vogtet al., 2005).

Erste Versuche der Etablierung tetrazyklinvermittelter Genexpression inU. maydisscheiterten

u.a. an fr̈uhzeitiger Polyadenylierung (Zarnack, 2002; Zarnacket al., 2006). Dieses Problem

wie auch die hohe Basalaktivität des tetrazyklinregulierten Promotors konnten bereits in früher-

en Ans̈atzen durch Herstellung des synthetischen GenstetR* unter Anwendung einer kontext-

abḧangigen Kodonverteilung sowie durch Beseitigung kryptischer Enhancer-Elemente aus Re-

gionen zwischen den Tet-Operatoren behoben werden (Zarnack, 2002; Zarnacket al., 2006).
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Ein nächstes Hindernis stellte die zytotoxische Wirkung der VP16-Transaktivierungsdom̈ane in

U. maydisdar. Scḧadliche Effekte dieser starken viralen Domäne wurden bereits in anderen Or-

ganismen beobachtet (Bergeret al., 1990; Kelleheret al., 1990) und beruhen wahrscheinlich auf

einer Beeintr̈achtigung genereller Genexpression durch das Austitrieren wichtiger Komponen-

ten der Transkriptionsmaschinerie (Gill und Ptashne, 1988). Um diese Problematik zu umge-

hen, wurden in tTA* sogenannte F-Domänen als Transaktivierungsdomänen verwendet, welche

bereits in Hefe zur Optimierung tetrazyklinregulierbarerGenexpression eingesetzt wurden (Ba-

ron et al., 1997). Das Konstrukt wurde zusätzlich um einen Abschnitt desλ-Proteins cI als

flexibles Verbindungsstück erweitert, durch welches das Transaktivierungspotential von tTA in

S. cerevisiaegesteigert werden konnte (Garı́ et al., 1997).

Die optimierten Komponenten erlaubten die Konstitution eines effizienten Expressionssystems,

dessen Eigenschaften zunächst durch Regulation des heterologen Reportergensgfp bestimmt

wurden. Dabei konnte ein vollständiges Abschalten der Gfp-Expression durch Konzentrationen

von 100µg/ml Tetrazyklin bzw. 10µg/ml Doxyzyklin erreicht werden, welche keinen Einfluss

auf Wachstum oder Morphologie der Zellen zeigten. Die Beobachtung, dass Doxyzyklin in

U. maydiseine ḧohere Wirksamkeit zeigt, entspricht den Daten aus anderen Modellsystemen,

wie z.B. S̈augerzelllinien (Gossen und Bujard, 2002; Gossenet al., 1995), und erkl̈art sich u.a.

durch die ḧohere Affiniẗat dieser Substanz gegenüber TetR (Degenkolbet al., 1991). Eine maxi-

male Inhibition bei 10µg/ml Doxyzyklin ist vergleichbar mit Beobachtungen ausS. cerevisiae

oderA. fumigatus, wo 10 bzw. 30µg/ml des Antibiotikums ben̈otigt wurden (Mnaimnehet al.,

2004; Vogtet al., 2005). Transkriptom-Analysen inS. cerevisiaekonnten dar̈uberhinaus eine

Veränderung des globalen Expressionsprofils bei 40µg/ml Doxyzyklin ausschließen (Wishart

et al., 2005). Dass in Microarray-Analysen einer tetrazyklinvermittelten Expression vonprf1

über 60% der identifizierten Gene direkt oder indirekt mit Prf1 in Verbindung gebracht werden

konnten, spricht auch inU. maydisgegen pleiotrope Nebenwirkungen der Komponenten des

Tetrazyklinsystems. DiëUberpr̈ufung entsprechender Kontrollprofile steht noch aus.

Ein Richtwert f̈ur die Effizienz einer Inhibition ist die Konzentration, welche f̈ur halbmaxi-

male Wirksamkeit ben̈otigt wird. Dem entspricht in diesem Ansatz eine Reduktion der gfp-

Expression auf 50%. Die dafür in U. maydisben̈otigte Konzentration von 50 ng/ml Doxyzyklin

liegt auf gleichem Niveau wie inS. cerevisiaeoder S̈augerzellen (Bornkammet al., 2005; Gaŕı

et al., 1997). In der Zeitkinetik erwies sich die Reaktion auf die Zugabe von Tetrazyklin oder

Doxyzyklin als gleichermaßen schnell und effizient. Da der Nachweis der Aktiviẗat nur in-

direkt über die Gfp-Fluoreszenzintensität erfolgte, lassen sich aus den Daten nach Medien-

wechsel keine absoluten Reaktionszeiten ableiten. Unter Berücksichtigung einer durchschnitt-
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lichen Gfp-Halbwertszeit von mehr als zwei Stunden inU. maydis(Brachmann, 2001) ist die

Abschaltgeschwindigkeit jedoch durchaus mit der z.B. in Säugerzellen vergleichbar (Gossen

und Bujard, 1992).

Zur besseren Anwendbarkeit wurden alle Komponenten in einer Ein-Schritt-Promotor-

austauschkassette zusammengefasst, deren flankierendeSfiI-Erkennungsstellen mit dem

Kassettensystem für U. maydiskompatibel sind (Brachmannet al., 2004). Derartige Kon-

strukte kamen bereits in anderen Pilzen, wie z.B.S. cerevisiaeoder C. albicanserfolgreich

zum Einsatz (Belliet al., 1998; Park und Morschhäuser, 2005), da sie einen effizienten Ein-

satz in verschiedensten Stämmen erm̈oglichen. Als endogenes Gen wurdeprf für die Regu-

lation ausgeẅahlt, dessen Aktiviẗat leicht nachweisbar ist. Als Prf1-abhängige Prozesse un-

tersucht wurden die Pheromonwahrnehmung, nachweisbar durch Behandlung mit syntheti-

schem Pheromon in Flüssigkultur, sowie Pheromonsekretion und Paarungsfähigkeit, bestimmt

durch Ko-Inokulation mit entsprechenden Partnern auf Festmedium. Alle Prozesse konnte durch

antibiotikavermittelte Repression vonprf1 unterdr̈uckt werden, was auf eine hohe Effizienz des

Systems inU. maydishindeutet. Dass die benötigten Antibiotika-Konzentrationen im Vergleich

zu vorausgegangenen Experimenten leicht erhöht schien, konnte in späteren Experimenten

durch eine erḧohte Expression des Transaktivatorproteins in diesem Stamm erkl̈art werden

(nicht gezeigt). Diese ist eventuell auf den Einfluss des UAS-Elements im stromaufẅarts er-

haltenenprf1-Promotor zur̈uckzuf̈uhren (J. Hohenner, persönliche Mitteilung; Hartmannet al.,

1999).

Die Microarray-Experimente geben Einblick in die vielseitige Anwendbarkeit tetrazyklinver-

mittelter Expression.̈Ahnliche Ans̈atze wurden z.B. in menschlichen Zelllinien beschrieben,

wo mit Hilfe dieses Systems u.a. der Anteil des Transkriptionsfaktors NF-κB an der transkrip-

tionellen TNF-Antwort bestimmt wurde (Tianet al., 2005). Die Aktivierung erfolgte dabei

indirekt durch regulierte Expression des Inhibitors I-κB, wobei 74 Gene unterhalb des TNF-

Signals als NF-κB-abḧangig identifiziert werden konnten. Auch inU. maydisbietet dieses

System eine wichtige Ergänzung des verfügbaren Promotorrepertoires und eröffnet in der Zu-

kunft die Möglichkeit einer Vielzahl von Anwendungen. Erste vielversprechende Ergebnisse er-

brachte u.a. die Tetrazyklin-vermittelte Regulation des RNA-bindenden Proteins Khd4, dessen

Funktion aufgrund eines sehr pleiotropen Deletionsphänotyps bisher nicht einschätzbar war

(E. Vollmeister, pers̈onliche Mitteilung; Vollmeister, 2005; Bechtet al., 2005). Dar̈uberhinaus

wird es von großem Interesse sein, inwieweit eine tetrazyklinvermittelte Regulation auch inner-

halb der Pflanze m̈oglich ist. Es bleibt abzuwarten, ob eine Applikation des Antibiotikums z.B.

über das Gießwasser ausreicht, um entsprechende Konzentrationen innerhalb des eindringenden
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Pilzgewebes zu geẅahrleisten. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass u.a. in Tabak

eine entsprechende Regulation pflanzeneigener Gene in Zellkultur wie auch in ganzen Pflanzen

bereits gezeigt wurde (Weinmannet al., 1994). In Kombination mit Komponenten des rever-

sen TetR-Systems könnte dadurch m̈oglicherweise eine feinregulierte Expression von Genen

während der gesamten Infektion erreicht werden (Gossenet al., 1995; Urlingeret al., 2000).

Mit der Etablierung tetrazyklinvermittelter Expression steht inU. maydisein neuer regulierbarer

Promotor zur Verf̈ugung, der im Vergleich zu den bisher Nutzbaren nicht auf einer globalen

Änderung der N̈ahrstoffbedingungen beruht und für verschiedenste Anwendungen geeignet ist.

Die Kompatibiliẗat mit dem zuvor etabliertenSfiI-Kassettensystem erlaubt dabei einen schnellen

und effizienten Einsatz in der Bearbeitung unterschiedlichster Fragestellungen (Brachmannet

al., 2004).

3.2 Die Auswirkung posttranslationeller Modifikationen auf Prf1

Während der Pheromonantwort und anschließenden Kreuzungsreaktion ist die Aktivierung des

Transkriptionsfaktors Prf1 von essentieller Bedeutung (Hartmannet al., 1996). Kontrolliert wird

diese u.a. auf posttranslationeller Ebene (Hartmannet al., 1999), wobei verschiedene funktio-

nelle Aspekte als Angriffspunkte dieser Modifikationen in Frage kommen. Dazu zählen generel-

le Eigenschaften wie Stabilität, Lokalisierung oder Aktiviẗat, welche die allgemeine Verfügbar-

keit beeinflussen, wie auch die Spezifität, welche z.B. durch Interaktion mit wechselnden Ko-

faktoren ver̈andert werden kann (Whitmarsh und Davis, 2000).

Verschiedene Ans̈atze zielten darauf, den Anteil unterschiedlicher Regulationsebenen an der

Pheromon-Aktivierung von Prf1 zu untersuchen. Die Entkopplung funktioneller Module durch

Komponenten des Tetrazyklinsystems sollte das möglicherweise pheromonregulierte Transak-

tivierungspotential von Prf1 sichtbar machen. Eine phosphorylierungsvermittelte Regulation

der Transaktivierungsdom̈ane wurde z.B. f̈ur HSF1 oder NFAT1 gezeigt, in welchen Modifi-

kationen an unterschiedlichen Positionen sowohl verstärkende als auch reprimierende Wirkung

aus̈uben k̈onnen. Die kritischen Phospho-Akzeptorstellen liegen dabei häufig im Bereich der

Transaktivierungsdom̈ane (Holmberget al., 2002; Sharrockset al., 2000). In Prf1 scheint die

Transaktivierungsdom̈ane dagegen kein prim̈arer Angriffspunkt zu sein, da der transaktivie-

rende Proteinanteil Prf1199−840, welcher alle 11 MAPK- und PKA-Phosphorylierungsstellen

entḧalt, in heterologer Umgebung ohne Stimulus starke Aktivität zeigte und sich dieser Effekt

zudem durch Pheromongabe nicht verändern ließ. Ein minderer Beitrag kann jedoch nicht aus-

geschlossen werden, da z.B. eine basale Phosphorylierung experimentell nicht ber̈ucksichtigt
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wurde. Dar̈uber hinaus gibt es beispielweise Berichte aus der Charakterisierung verschiedener

Myb-Transkriptionsfaktoren, wonach sich Aktivität wie auch Spezifität dieser Faktoren durch

die Fusion an heterologe Domänen deutlich veränderten, was die Verwendung von Hybrid-

proteinen generell in Frage stellt (Leiet al., 2004).

3.2.1 Die regulierte Aktivit ät von Prf1

Um subzellul̈are Lokalisation und Stabilität von Prf1 untersuchen zu können, war der Nachweis

des Proteins eine wichtige Voraussetzung. Daher wurde Prf1durch Fusion an Gfp fluoreszenz-

markiert. Dass das Protein erst durch Verwendung von Dreifach-Gfp sichtbar gemacht werden

konnte, entspricht den Erfahrungen aus Arbeiten an anderenFaktoren wie z.B. Pho4p oder

Pac1p ausS. cerevisiae(Komeili und O’Shea, 1999; Leeet al., 2003). Obwohl eine regulierte

Lokalisation f̈ur eine Vielzahl von Faktoren beschrieben wurde (Holmberget al., 2002; Shar-

rockset al., 2000), blieb die deutliche Kernakkumulation von Prf1ce-Gfp3 oder entspechenden

Substitutionsvarianten unverändert. Dass zudem die Intensität des Signals̈uber alle Experimen-

te hinweg konstant schien, legt die Vermutung nahe, dass derPhosphorylierungsstatus weder

für die Lokalisation noch f̈ur die Stabiliẗat von Prf1ce-Gfp3 entscheidend ist. Da das Signal

jedoch generell sehr schwach war, könnte der Nachweis auch durch das Detektionsminimum

verhindert worden sein. Beide Ansätze erbrachten somit erste Einblicke in unterschiedliche

Regulationsebenen von Prf1, erlaubten jedoch keine gesicherten R̈uckschl̈usse auf den Aktivie-

rungsmechanismus.

In diesem Zusammenhang interessant sind die Ergebnisse dertetrazyklinvermitteltenprf1-

Induktion. Dabei wurde die Menge anprf1 derart eingestellt, dass die Auswirkung einer starken

Prf1-Expression bestimmt werden konnte. Bei Betrachtung deridentifizierten Sondenreihen ist

überraschend, dass diese nur einen Bruchteil der zuvor identifizierten PRE-assoziierten Gene

abdecken. Dass die starke Expression vonprf1 keine weiter gef̈acherten Auswirkungen hervor-

ruft, ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass Prf1 auf posttranslationelle Aktivierungsmechanis-

men angewiesen ist, um seine volle Aktivität zu entfalten.

Nachdem die transaktivierende Funktion nicht den primären Angriffspunkt darzustellen scheint,

könnte eine Regulation der DNA-Bindung die Beobachtungen erklären. Dazu passend wäre,

dass die Aktiviẗat von TetR-Prf1199−840 durch Pheromonstimulation nicht verändert werden

konnte. Einer̈ahnlichen Regulation unterliegt der menschliche Transkriptionsfaktor Ets-1, in

welchem die schrittweise Phosphorylierung an drei Serineneine graduelle Regulation der

DNA-Affinit ät erlaubt (Pufallet al., 2005). Anders als bei Ets-1, wo dieser Effekt aus-

schließlich auf einer veränderten intramolekularen Dynamik beruht (Pufallet al., 2005),
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kann auch eine Interaktion mit Kofaktoren die DNA-Affintät erḧohen. Dies zeigt sich z.B.

in der kooperativen Bindung von AP1 mit anderen Faktoren unterhalb der Ras-Raf-Erk-

Signaltransduktionskaskade (Wisdom, 1999). Dass ein derartiges Zusammenspiel durch den

Phosphorylierungsstatus eines oder beider Proteine bestimmt werden kann, dokumentieren z.B.

die Rekrutierung des Koaktivators CBP an CREB (Mayr und Montminy,2001) oder die In-

teraktion der Transkriptionsfaktoren Pho4p und Pho2p in der Phosphatmangelregulation in

S. cerevisiae(siehe 3.3.5; Komeili und O’Shea, 1999; Liuet al., 2000). Die Lage der Phos-

phorylierungsstellen außerhalb der DNA-Bindedomäne sowie die Tatsache, dass die HMG-Box

von Prf1 in Gelretardierungs-Experimenten eine deutlichesequenzspezifische DNA-Affinität

zeigt (Hartmannet al., 1996), m̈ussen dabei nicht als Widerspruch gelten, da derartige Regu-

lationsmechanismen häufig auf globalen Veränderungen der Proteinstruktur basieren (Cohen,

2000; Salazar und Ḧofer, 2003) oder in einer artifiziellenin vitro-Situation nicht nachgewie-

sen werden k̈onnen. Zur Absicherung ist jedoch ein direkter Nachweis unerläßlich, welcher

z.B. durchin vivo-Chromatin-Koimmunopr̈azipitation geschehen könnte (Sikder und Kodadek,

2005). Diese Methode erm̈oglicht die in vivo-Identifikation erkannter Zielpromotoren sowie

die Untersuchung von differentieller Promotorabdeckung und Bindungskinetik und bildet eine

wichtige Grundlage in der Charakterisierung verschiedenster Transkriptionsfaktoren (Sikder

und Kodadek, 2005). Eine entsprechende Untersuchung mit Prf1 scheiterte jedoch bisher u.a.

an Schwierigkeiten des biochemischen Nachweises von Prf1 sowie das Fehlen eines spezifi-

schen Antik̈orpers.

Zusammenfassend belegten diese Ansätze den hohen Stellenwert posttranslationeller Modifi-

kationen in der Aktivierung von Prf1. Nach den vorliegendenDaten k̈onnte die pheromonver-

mittelte Phosphorylierung dabei u.a. die DNA-Bindeeigenschaften des Transkriptionsfaktors

beeinflussen. Ein Beitrag weiterer Angriffspunkte ist jedoch nicht unwahrscheinlich.

3.2.2 Die Auswirkung konstitutiver Phosphorylierung von Prf 1

Die Aktivierung von Prf1 erfolgẗuber mindestens zwei Signalwege, deren terminale Kinasen

PKA und MAPK den Faktor unmittelbar phosphorylieren können (Kaffarniket al., 2003). Ge-

netische Analysen dieser Modifikationen gaben erste Hinweise darauf, dass beide Phospho-

rylierungsarten unterschiedlichen Einfluss auf die Prf1-Aktivit ät nehmen k̈onnten. ZurÜber-

prüfung dieser Hypothese wurden die phosphorylierten Aminosäuren in den funktionell wich-

tigen MAPK- und PKA-Erkennungsstellen durch Aspartate ersetzt. Diese sollten durch die ne-

gative Ladung ihrer Seitenkette eine Phosphorylierung an dieser Stelle imitieren. Die Wahl der

ver̈anderten Positionen richtete sich nach vorausgegangenen Experimenten, in denen von den
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MAPK-Erkennungsstellen eine Phosphorylierung der drei zentralen Positionen für Funktiona-

lit ät ausreichend schien, während im Falle der PKA-Stellen jede zusätzlich Inaktivierte eine

vermehrte Sẗorung bewirkte (Kaffarniket al., 2003). Die Anwendung von Aspartat-Substitution

zur Generierung konstitutiver Aktivierung kam inU. maydisbei anderen Signaltransduktions-

komponenten bereits erfolgreich zum Einsatz, wobei z.B. Aspartate in aktivierenden Positionen

der MAPKK Fuz7 eine konstitutive Aktivierung dieser Kinasebewirkten (M̈uller et al., 2003b).

Eine Anwendung dieser Strategie auf einen Transkriptionsfaktor geschah z.B. für Pho4p aus

S. cerevisiaeoder c-Jun aus humanen Zellen (Komeili und O’Shea, 1999; Mortonet al., 2003).

Im Fall der MAPK-Erkennungsstellen führte die Substitution durch Aspartat zu keinem eindeu-

tigen Ergebnis. Zwar unterschied sich Prf1eMD im resultierenden Pḧanotyp von der entsprechen-

den Alanin-Mutante, in welcher Weise diese Veränderungen in die Prf1-Funktion eingreifen,

konnte jedoch nicht abschließend geklärt werden. Dabei ließen sich die beobachteten Defek-

te wie der Verlust von Kreuzungskompetenz und Pathogenität sowie die verminderte Induktion

der Prf1-Zielgenemfa1undbEzumindest teilweise durch die stark reduzierte Expressiondieses

Allels erklären. Dass jedoch z.B. der Kreuzungsdefekt auch durch konstitutive Expression nicht

ausgeglichen werden konnte, spricht für weiterreichende Auswirkungen der Mutationen.

Zugleich legten diese Experimente einige Nachteile von CL13offen. Zun̈achst sind Aus-

gangsniveau wie auch Pheromoninduktion aufgrund der Kombination kompatiblerb-Allele im

Vergleich zu FB1 deutlich reduziert, da die Anwesenheit eines aktiven bE/bW-Heterodimers die

basale Expression vonprf1 reprimiert (Hartmannet al., 1999). Dass dieses zugleich die Induk-

tion von prf1 verhindert, belegen Microarray-Analysen des solopathogenen Stammes SG200,

in welchen eine starke Expression vonprf1 auf der Pflanzenoberfläche nur in einem entspre-

chendenb-Deletionsstamm, nicht aber in SG200 selbst zu beobachten war (M. Vraněs und

J. Kämper, pers̈onliche Mitteilung). Beide Beobachtungen sind deutliche Anzeichen f̈ur die

Existenz eines negativen Rückkopplungsmechanismus, der für ein Abflauen Prf1-vermittelter

Prozesse nach erfolgreicher Kreuzung auf der Pflanzenoberfläche verantwortlich sein könnte.

Auch erscheint die Verwendung des filamentösen Wachstums als Indikator derb-Genexpression

fraglich, da die Transkriptmenge nicht in allen Fällen mit der Morphologie der Zellen kor-

relierte. Als Ausl̈oser dieses Verhaltens in Frage kommen u.a. einige Regulatoren innerhalb

der b-abḧangigen Regulationskaskade, deren Expression filamentöses Wachstum bedingt (M.

Scherer, M. Vraněs, C. Pothiratana und J. Kämper, pers̈onliche Mitteilung). Ein entsprechender

Pḧanotyp wurde z.B. nacḧUberexpression vonrbf1 beschrieben (M. Scherer, persönliche Mit-

teilung). Dass dabei einige b-regulierte Gene auch direktüber Prf1 induziert werden können,

zeigen Beispiele wierbf1 oder kpp6 (Brachmannet al., 2003; M. Scherer und J. K̈amper,
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pers̈onliche Mitteilung).

Einleitende Experimente mit der Aspartat-Variante Prf1ePD ergaben, dass diese Mutationen

Kreuzung und Pathogenität im haploiden Stammhintergrund unterstützen k̈onnen. In CL13M

zeigte sich zudem eine konstitutive Aktivität von Prf1ePD in Bezug aufmfa1-Expression wie

auch filamenẗoses Wachstum. Ein direkter Einfluss der PKA auf die Regulation von Prf1 hatte

sich zwar u.a. in der Charakterisierung nicht-phosphorylierbarer Mutanten bereits angedeutet

(Kaffarnik et al., 2003), stand jedoch unter dem Vorbehalt des nahezu vollständigen Funktions-

verlustes, den diese Mutationen mit sich brachten. Dass dasImitieren einer dauerhaften PKA-

Phosphorylierung eine konstitutive Aktivierung bewirkte, kann somit als erster positiver Nach-

weis dieses Zusammenhangs angesehen werden.

Dass eine Induktion dermfa1-Expression durch Pheromon in Gegenwart von Prf1ePD wei-

terhin m̈oglich war, deutet einen Einfluss weitererÜbertragungswege an. Interessant ist, dass

dieser Effekt auch nach Inaktivierung der MAPK Kpp2 erhalten blieb. Eine Erkl̈arung hierf̈ur

wäre die Beteiligung anderer MAP-Kinasen, welche die Phosphorylierung von Prf1 zumin-

dest teilweisëubernehmen k̈onnten. In Frage k̈ame u.a. die pheromoninduzierte MAPK Kpp6,

für welche eine Interaktion mit Prf1 in Zweihybrid-Experimenten nachgewiesen werden konn-

te (A. Mendoza-Mendoza, persönliche Mitteilung). Geht man dagegen davon aus, dass in

CL13Mprf1ePD/kpp2K50R PKA- und MAPK-Aktivierung von Prf1 vollsẗandig ausgeschöpft

bzw. verhindert sind, k̈onnten diese Beobachtungen auch als Hinweis auf einen weiteren

Übertragungsweg gedeutet werden. Eine Beteiligung z.B. Ca2+-vermittelter Prozesse an der

Signalweiterleitung ist dabei nicht unwahrscheinlich (siehe 3.3.3). Erste Hinweise könnte eine

Behandlung dieses Stammes mit spezifischen Inhibitoren Ca2+-anḧangiger Komponenten erge-

ben, deren Wirksamkeit inU. maydisz.T. bereits gezeigt wurde (Adamikovaet al., 2004).

3.3 Die Regulation der Spezifit ät von Prf1 durch MAPK- und

PKA-Phosphorylierung

Nach den Ergebnissen früherer Studien zeigte Prf1 Anzeichen einer phosphorylierungsabḧangi-

gen Promotordiskriminierung (Kaffarniket al., 2003). In der vorliegenden Arbeit war es

möglich, diese Annahme durch den Einsatz verschieden mutierter Prf1-Allele n̈aher zu unter-

suchen. Die Kombination mit Microarray-Analysen erlaubtedie Definition einer MAPK- bzw.

PKA-abḧangigen sowie einer dual regulierten Regulationsklasse innerhalb der transkriptionel-

len Pheromonantwort. Die funktionelle Annotation der abgeleiteten Proteine aus den einzelnen

Klassen geẅahrte einen ersten Einblick in die physiologische Funktionverschiedener Phospho-
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rylierungsmuster auf Prf1.

3.3.1 Die transkriptomweite Untersuchung der Pheromonantw ort

Als Rahmenbedingung dieser Analyse wurde die transkriptionelle Antwort auf die Anwesen-

heit von Pheromon geẅahlt, in welcher die Aktivierung von Prf1 eine entscheidende Rolle

spielt. Die Behandlung des Vergleichsstammes FB1prf1ce mit synthetischem Pheromon führ-

te zur Identifikation von insgesamt 412 pheromonregulierten Sondenreihen. Die in den kor-

respondierenden Genen kodierten Proteine enthalten erwartungsgem̈aß bekannte Faktoren der

Pheromonantwort ausU. maydis, z.B. Kpp2, bzw. die Homologe entsprechender Proteine

aus S. cerevisiae, z.B. Ste6p oder Ste14p (Bardwell, 2005). Entsprechend der morphologi-

schen Antwort in Form der Konjugationshyphenbildung, welche in U. maydisvon einem G2-

Zellzyklusarrest begleitet wird (Garcı́a-Museet al., 2003), kodieren sie zudem für etliche Fak-

toren des Zytoskeletts und der Zellwandbiosynthese sowie der Zellzyklusregulation. Ein̈ahnli-

ches Bild zeichneten transkriptomweite Analysen derα-Faktorreaktion inS. cerevisiae, welche

nach Stimulation in G1 arretieren (Bardwell, 2005). Der größte Teil der annotierten Faktoren in

U. maydisentstammt jedoch metabolischen Prozessen (nicht gezeigt), welche wahrscheinlich

im Rahmen des Wechsels von saprophytischer auf biotrophe Lebensweise in Vorbereitung des

folgenden Infektionsprozesses umgestaltet werden.

Der Validierung der Daten diente zudem ein Vergleich mit Ergebnissen einer transkriptom-

weiten Charakterisierung der transkriptionellen Pheromonantwort in FB1 (Eichhorn, 2004).

Dabei ist zu ber̈ucksichtigen, dass in der vorliegenden Arbeit mit Prf1 einer der zentra-

len transkriptionellen Regulatoren der Pheromonantwort inseiner Abundanz verändert wur-

de, was Unterschiede des Expressionsprofils nach Pheromonexposition nicht unwahrscheinlich

macht. Auch die Verwendung unterschiedlicher Nährmedien sollte Einfluss auf den Verlauf der

Pheromonantwort nehmen. So konnte z.B. gezeigt werden, dassverschiedene Kohlenstoff- und

Stickstoffquellen dasprf1-Expressionsniveau verändern (Hartmannet al., 1999). Unter diesen

Gesichtspunkten betrachtet sollte die Tatsache, dass 80% der in FB1 differentiell regulierten

Sondenreihen in diesem Experiment bestätigt werden konnten, als Beleg der Verläßlichkeit der

erhobenen Daten gewertet werden.

Zusammenfassend legte die transkriptomweite Charakterisierung der Pheromonantwort in

Kombination mit der Bestimmung PRE-assoziierter Gene nahe, dass knapp ein Viertel der

transkriptionellen Reaktion auf einer direkten Regulation durch Prf1 beruhen k̈onnte. Eine

Möglichkeit der Regulation des verbleibenden Teils wären sekund̈are Effekte durch Indukti-

on weiterer Transkriptionsfaktoren. So wurde z.B. für 96 der Gene eine Regulation durch das
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Zinkfingerprotein Rbf1 beschrieben (23%; M. Scherer und J. Kämper, pers̈onliche Mitteilung;

siehe 3.3.2), dessen Transkriptniveau nach Pheromonexposition mehr als zehnfach erhöht ist.

Zum Anderen wurde z.B. für die Ausbildung der Konjugationshyphen gezeigt, dass diese mor-

phologische Pheromonreaktion in Abwesenheit von Prf1 ablaufen kann, wenn ausreichende

Pheromonrezeptormengen durch konstitutivepra1-Expression geẅahrleistet werden (M̈uller et

al., 2003b). Somit ist es nichtüberraschend, dass Prf1 nicht, wie z.B. Ste12p in Hefe, alleine die

transkriptionelle Induktion nach Pheromon kontrolliert (Robertset al., 2000), sondern vielmehr

verschiedenëUbertragungswege auf Ebene der Transkriptionsregulationbeteiligt sind.

3.3.2 Die MAPK-Regulationsklasse

Die Untergruppe der MAPK-abhängig regulierten Sondenreihen stellt die größte und am klar-

sten definierte Prf1-Regulationsklasse innerhalb der Pheromonantwort dar, deren Mitglieder

unter Verwendung desprf1ceMA-Allels identifiziert werden konnten. Dass̈uber 60% dieser

Gene eine strikte MAPK-Abḧangigkeit, d.h. den Verlust jeglicher Pheromonregulationnach

Inaktivierung der MAPK-Erkennungsstellen in Prf1, zeigten, unterstreicht den hohen Stellen-

wert dieser Modifikation. Diese Beobachtung steht im Einklang mit für Kpp2 erhobenen Daten

(Eichhorn, 2004). Microarray-Analysen nach Aktivierung der übergeordneten MAPKK Fuz7

ermöglichten die Identifikation von 387 Kpp2-abhängig regulierten Genen, von welchen 121

sich in der Pheromonregulationsliste wiederfinden lassen.40% der MAPK-abḧangig regulier-

ten Sondenreihen der vorliegenden Arbeit waren Teil dieserKpp2-abḧangigen Gene, wobei

für 16% eine zus̈atzliche Abḧangigkeit dieser Regulation von Prf1 gezeigt wurde (Eichhorn,

2004). Dass nicht mehr Sondenreihen in beiden Experimentenübereinstimmend identifiziert

wurden, k̈onnte teilweise auf die unterschiedliche Art der Bestimmungzurückzuf̈uhren sein. In

der folgenden Diskussion der Mitglieder der MAPK-Regulationsklasse werden dual regulierte

Sondenreihen zunächst ausgeklammert (siehe 3.3.3).

Auff ällig ist das Auftreten einiger interessanter Regulatoren innerhalb der MAPK-abḧangig

regulierten Gene. Dazu gehört zun̈achst Rbf1 (um03172), dessen beide korrespondieren-

den Sondenreihen̈ubereinstimmend als MAPK-abhängig reguliert gefunden wurden. Dieser

selbst b-induzierte Zinkfinger-Transkriptionsfaktor gilt als zentrale Komponente der transkrip-

tionellen Regulationskaskade unterhalb des b-Heterodimers und ist f̈ur den Großteil der b-

vermittelten Expressionsänderungen zuständig. Die Deletion vonrbf1 führt zu einem vollsẗandi-

gen Verlust des b-abhängigen Filamentwachstums und der Pathogenität (M. Scherer und J.

Kämper, pers̈onliche Mitteilung). Da die Expression vonrbf1 zugleich pheromoninduziert ist

und zudem PRE-Sequenzen im Promotor vorliegen, wurdeüber eine Prf1-vermittelte Regula-
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tion bereits spekuliert. Unklar ist allerdings, welche Funktion Rbf1 in dieser Situation̈uber-

nimmt (M. Scherer und J. K̈amper, pers̈onliche Mitteilung). Die Ergebnisse dieser Arbeit zei-

gen, dass es sich beirbf1 nicht nur um ein Prf1-abḧangig induziertes Gen handelt, sondern dass

diese Induktion dar̈uberhinaus an eine funktionierende MAPK-Phosphorylierung des Proteins

gebunden ist. Entsprechend könnte die Expression aller Gene der MAPK-Regulationsklasse,

welche zugleich als b-reguliert gefunden wurden, auf die Induktion dieses Transkriptionsfak-

tors zur̈uckzuf̈uhren sein. Dass die meisten der Promotoren der insgesamt 20Gene, auf die

diese Beschreibung zutrifft (M. Scherer und J. Kämper, pers̈onliche Mitteilung), trotzdem rudi-

menẗare PREs enthalten, könnte andeuten, dass Teile der Prf1-abhängigen Regulation im Laufe

der Zeit von Rbf1übernommen wurden. Dass eine MAPK-Phosphorylierung auf Prf1 unab-

dingbare Voraussetzung für die Expression vonrbf1 ist, wird zus̈atzlich unterstrichen durch die

Beobachtung, dass diese auf eine rein transkriptionelleprf1-Induktion keine Reaktion zeigt.

Diese enge Regulation deuten darauf hin, dass Rbf1 schon vor Konstitution eines aktiven b-

Heterodimers eine entscheidende Funktionübernehmen k̈onnte, deren Entdeckung vielleicht in

der Zukunft einen genaueren Einblick in die Vernetzung prä- und postfusion̈arer Regulations-

prozesse inU. maydiserlauben wird.

Die transkriptionelle Antwort indirekt beeinflussen könnte auch die MAPK-abḧangige In-

duktion von um06212, welches für ein Protein mit Homologie zu dem C-Typ-Zyklin Ssn8p

(Srb11p) ausS. cerevisiaekodiert (Kuchinet al., 1995). In Hefe bestimmt dieses Zyklin die

Aktivit ät der zyklinabḧangigen Kinase Ssn3p (Srb10p), welche u.a. die Aktivität verschiede-

ner Transkriptionsfaktoren in Reaktion auf Nährstoffbedingungen und andere physiologische

Prozesse reguliert (Chiet al., 2001). Interessanterweise wurde die stickstoffmangelregulierte

Abwesenheit von Srb10p als entscheidender Schritt in der Initiation des filamenẗosen Dif-

ferenzierungsprozesses beschrieben, da die Stabilität von Ste12p einer negativen Regulation

durch den aktiven Srb10p/Srb11p-Komplex unterliegt (Nelson et al., 2003). Entscheidend ist

dabei die Modifikation von zwei Serinresten innerhalb der Transaktivierungsdom̈ane, deren

Mutation das filamentöse Wachstum diploider Zellen deutlich verstärkt, jedoch keinen Ein-

fluss auf die Funktion von Ste12p in der Pheromonantwort zeigt. In Bezug auf die Situation in

U. maydismuss erẅahnt werden, dass für die Sondenreihe, welche mit dem Gen des Srb10p-

Homologs um03131 korrespondiert, sowohl mit als auch ohne Pheromon kein Signal detektiert

werden konnte. Da dieses auch unter anderen experimentellen Bedingungen der Fall war, zu-

gleich jedoch mindestens sechs korrespondierende EST-Sequenzen bekannt sind (MUMDB;

http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago), könnte die mangelnde Detektion allerdings auch auf ein

fehlerhaftes Design der Sonden zurückzuf̈uhren sein, weshalb eine Expression von um03131
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nicht g̈anzlich ausgeschlossen werden sollte (M. Vraneš, pers̈onliche Mitteilung).Über die

Funktion dieses Komplexes in der Pheromonantwort vonU. maydiskann hingegen nur speku-

liert werden. So k̈onnte ein aktiver Zyklin/CDK-Komplex z.B. im Rahmen einer negativen

Rückkopplung an der Inaktivierung von Prf1 oder weiteren Faktoren beteiligt sein.

Zudem scheinen verschiedene MAPK-abhängig durch Prf1 induzierte Faktoren auch in zyto-

plasmatische Prozesse innerhalb der Pheromonantwort einzugreifen. So kodiert z.B. um02104

für ein Protein mitÄhnlichkeit zu sogenannten RGS-Proteinen (regulator of G protein signal-

ling), welche die Signallänge nach Aktivierung eines G-Proteins durch Stimulation der intrin-

sischen GTPase-Aktivität regulieren (Ross und Wilkie, 2000). So belegt z.B. Crg1 ausCrypto-

coccus neoformans, das n̈achsẗahnliche Homolog von um02104, eine Schlüsselposition in der

pheromonvermittelten Paarung und Virulenz dieses Humanpathogens (Wanget al., 2004). Das

S. cerevisiae-Homolog Sst2p steuert u.a. die Pheromon-Desensibilierung nach einem fehlge-

schlagenen Paarungsversuch (Dohlmannet al., 1996). Eine Beteiligung von um02104 an der

Weiterleitung des Pheromonsignals inU. maydisist somit wahrscheinlich. Dass entsprechen-

de Deletionssẗamme dennoch keine Störung dieser Prozesse aufwiesen, deutet jedoch auf das

Vorhandensein redundanter Funktionen hin (Eichhorn, 2004). Zudem k̈onnte die Sensitiviẗat

der zur Charakterisierung der Mutanten verwendeten Tests nicht ausreichend sein, um z.B. eine

erḧohte Pheromonsensibilisierung nachzuweisen.

Ebenfalls unter strikt MAPK-abḧangiger Kontrolle durch Prf1 befindet sich das Gen des kleinen

G-Proteins Rho2 (um02494). Die Aufgaben von Rho GTPasen umfassen allgemein das̈Uber-

wachen und Steuern morphologischer Veränderungen, der Zellwandintegrität wie auch der

Polymerisation des Aktinzytoskeletts (Bishop und Hall, 2000). Durch das entsprechende Ho-

molog Rho1p inS. cerevisiaeundS. pombewird u.a. die Biosynthese der zentralen Zellwand-

komponenten Chitin und (1,3)β-D-Glukan kontrolliert (Arellanoet al., 1996; Calongeet al.,

2000; Qadotaet al., 1996). Dar̈uberhinaus ist Rho1p inS. cerevisiaean der Reorganisation des

Aktinzytoskeletts im Rahmen der Shmoo-Ausbildung beteiligt (Drgonovaet al., 1999). Da auch

die Ausbildung der Konjugationshyphen inU. maydisauf ein intaktes Aktinzytoskelett ange-

wiesen ist (Fuchset al., 2005), empfiehlt sich Rho2 als wichtiger Regulator der morphologi-

schen Pheromonantwort. Interessanterweise ist der Einfluss einer Rho-GTPase nicht unbedingt

alleine posttranslationeller Natur, da z.B. die transkriptomweite Analyse derRHO1-Induktion

in S. cerevisiaezugleich eine transkriptionelle Regulation von Komponenten der Chitin- und

Glukan-Synthese zeigte (Robertset al., 2000). Ob eine derartige Regulationsschleife auch in

U. maydisexistiert, ist bisher nicht bekannt. Es ist jedoch nicht unwahrscheinlich, dass Teile der

transkriptionellen Ver̈anderung innerhalb dieser funktionellen Kategorie auf dierho2-Induktion
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zurückzuf̈uhren sind.

In diesem Zusammenhang interessant ist auch die Induktion von um04411, welches für ein

Protein mit Homologie zu der Polo-ähnlichen Kinase Cdc5p (Cef1p) ausS. cerevisiaezeigt.

Diese weit verbreitete Familie von Serin/Threonin-Kinasen spielt eine entscheidende Rolle

in der Zellproliferation u.a. durch Regulation zahlreicherSchl̈usselkomponenten des G2/M-

Zellzyklusphasen̈ubergangs (Leeet al., 2005). In Hefe wurde zudem eine Funktion in der Ver-

bindung des Zellzyklusverlaufs mit zytoskelettabhängigen Zytokineseprozessen beschrieben

(Yoshidaet al., 2006). Dabei kontrolliert Cdc5p die Ausbildung des kontraktilen Aktinrings

amÜbergang von Mutter- und Tochterzelle durch Rekrutierung des zuvor beschriebenen Regu-

lators Rho1p. Desweiteren zeigten Experimente inS. pombeeine Beteiligung der homologen

Kinase Plo1 am stressinduzierten polaren Wachstum (Petersen und Hagan, 2005). Die Funktion

von um04411 inU. maydiswurde bisher nicht untersucht. Da sowohl Morphologie als auch

Proliferationsverhalten im Rahmen der Pheromonantwort starke Ver̈anderungen durchlaufen,

ist die Beteiligung einer Polo-ähnlichen Kinase an diesen Prozessen allerdings durchaus denk-

bar.

Zusammenfassend ermöglicht die Phosphorylierung der MAPK-Erkennungsstellenin Prf1 die

Kontrolle wichtiger regulatorischer Prozesse innerhalb der Pheromonantwort (Abb. 14). Neben

der Aktivierung einer m̈oglicherweise stromabẅarts agierenden Kaskade transkriptioneller Re-

gulation deutet die funktionelle Annotation u.a. auf eine intensive Reorganisation der Zellwand

wie auch des Zytoskeletts hin, wobei neben entscheidenden Enzymen der Zellwandbiosynthese

auchübergeordnete Regulatoren dieser Kontrolle unterliegen.

3.3.3 Die PKA-Regulationsklasse und deren Überschneidung mit

MAPK-abh ängig regulierten Genen

Die Ermittlung der PKA-abḧangig regulierten Gene erfolgte durch Verwendung desprf1-Allels

prf1cePD/MA, in welchem eine konstitutive Phosphorylierung durch Aspartat-Substitutionen der

PKA-Erkennungsstellen imitiert wurde. Der Ansatz erlaubte die Identifikation von 16 PKA-

abḧangig regulierten Sondenreihen, von denen 10 mit der MAPK-Regulationsklassëuberlap-

pen. Unter den verbleibenden korrespondierenden Genen befindet sich u.a. um02390, dessen

GenproduktÄhnlichkeit zu einer Trehalose-6-phosphat-Synthase (TPS) zeigt. Dieses Enzym

bildet eine Kernkomponente in der Synthese des Disaccharids Trehalose, welches neben seiner

Rolle als Kohlenstoffspeicher auch als Signalmolekül in metabolischen Regulationsprozessen

sowie als Schutz vor Zellstress Verwendung findet (Gancedo und Flores, 2004). Interessanter-

weise bewirkte die Deletion der TPS-Homologe inC. albicansund Magnaporthe griseaeine
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deutliche Sẗorung bzw. den Verlust der Infektivität (Zaragozaet al., 1998; Fosteret al., 2003).

Eine Verbindung des Trehalose-Metabolismus mit cAMP-vermittelter Signaltransduktion wur-

de bisher vorwiegend auf Ebene des trehaloseabbbauenden Enzyms Trehalase z.B. inS. cere-

visiaeoderBotrytis cinereabeschrieben (Souzaet al., 2002; Doehlemannet al., 2006). Auch

in Pflanzen stellen Trehalose bzw. die Vorstufe Trehalose-6-phosphat wichtige Signale in der

Entwicklung und Differenzierung dar. So ist z.B. die Trehalose-6-phosphat-Phosphatase RA3

gemeinsam mit anderen Wachstumsfaktoren wie Auxinen und Zytokinen an der Regulation der

Blütenarchitektur in Mais beteiligt (Satoh-Nagasawaet al., 2006). Unbekannt ist hingegen die

Relevanz von Trehalose als Speicher- oder auch Signalmolekül während der Pheromonantwort

und anschließenden Infektion vonU. maydis.

Aufgrund der geringen Anzahl betroffener Gene ist eine weitergehende Beurteilung der physio-

logischen Funktion einer PKA-Modifikation auf Prf1 zunächst schwierig. Bezieht man jedoch

alle in Reaktion auf Prf1cePD/MA differentiell regulierten Sondenreihen unabhängig von deren

Pheromonregulation in diese Betrachtung ein, zeigt sich einhoher Anteil metabolischer Fak-

toren (27%), ẅahrend z.B. Komponenten der Zellzyklusmaschinerie oder derZellwandbiosyn-

these nicht betroffen scheinen (nicht gezeigt). Aus dieserübergreifenden Betrachtung könnte

somit eine Funktion der PKA-Phosphorylierung von Prf1 in der Stoffwechselregulation vermu-

tet werden, sekundäre Effekte in Reaktion auf die konstitutive Aktivierung sind jedoch nicht

ausgeschlossen (siehe unten).

Mehrere Sondenreihen innerhalb dieser Gruppe zeigten einegegenl̈aufige Reaktion ihrer

Expression auf Prf1cePD/MA bzw. Pheromonexposition. Eine mögliche Erkl̈arung bieten u.a. ne-

gative R̈uckkopplungsprozesse, welche auch die insgesamt geringe Anzahl identifizierter Gene

erklären k̈onnten. Das Vorhandensein derartiger Mechanismen in der cAMP-vermittelten Phe-

romonsignaltransduktion deutete sich bereits in der transkriptionellen Reaktion vonprf1 auf

verschiedene extrazelluläre cAMP-Konzentrationen an (Hartmannet al., 1999). Dabei f̈uhr-

te die Zugabe von 6 mM cAMP zu einer deutlichenprf1-Induktion, ẅahrend bei 15 mM

ein gegenl̈aufiger Effekt zu beobachten war. Hinweise auf eine transiente Natur des cAMP-

Signals lieferten auch Microarray-Experimente nach Induktion des Gens der katalytischen

PKA-Untereinheit Adr1, in welchen die differentiell regulierten Gene zu verschiedenen Zeit-

punkten ein z.T. entgegengesetztes Verhalten zeigten (Eichhorn, 2004). Auch f̈ur die konsti-

tutive Aktivierung der Gα-Untereinheit Gpa3 mit Hilfe des Allelsgpa3ql wurde eine fort-

schreitende Abschẅachung der Auswirkung z.B. auf diemfa1-Expression beobachtet (Re-

genfelderet al., 1997; M. Feldbr̈ugge, pers̈onliche Mitteilung). Ein Signalweg, der in an-

deren Organismen häufig in den Ablauf cAMP-abḧangigen Prozesse eingreift, basiert auf
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der Wirkung Ca2+-abḧangiger Phosphatasen, welche u.a. die aktivierende Autophosphorylie-

rung der PKA entfernen k̈onnen (Liauw und Steinberg, 1996). Darüberhinaus wurden Ca2+-

sensitive Varianten der Adenylatzyklase wie auch des cAMP-abbauenden Enzyms Phospho-

diesterase beschrieben (Willoughby und Cooper, 2006; Kakkar et al., 1999). In S̈augerzellen

erfolgt das Abfangen länger anhaltend erhöhter PKA-Aktivität zudem unterhalb der PKA u.a.

durch Inaktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (Mayr und Montminy, 2001). Um die

Verfälschung durch derartige Rückkopplungsmechanismen zu minimieren, sollten zur Bestäti-

gung der PKA-Regulationsklasse ergänzende Experimente mit einem Alanin-substituierten

prf1-Allel in Erwägung gezogen werden. Wenngleich dieser Ansatz zunächst zur̈uckgestellt

wurde, da die vermindertemfa1-Expression eine generelle Abschwächung der Pheromonant-

wort bef̈urchten ließ (Kaffarniket al., 2003), zeigt ein entsprechender Stamm nach Pheromon-

behandlungen eine dem Wildtyp vergleichbare Konjugationshyphenbildung (nicht gezeigt). Die

transkriptomweite Analyse dieses Stammes nach Pheromongabe sollte eine Bestätigung der

PKA-abḧangig regulierten Gene unter weniger störenden Bedingungen und damit eine verläßli-

chere Beurteilung der PKA-Funktion auf Prf1 ermöglichen.

Auff ällig ist die großeÜberschneidung der PKA-Regulationsgruppe mit den zuvor beschrie-

benen MAPK-abḧangig regulierten Genen, sowie dass innerhalb dieser dual regulierten Klasse

die Induktion durch Prf1cePD/MA durchwegs mit dem Verhalten nach Pheromon korrelierte.

Darin kodiert finden sich u.a. beide Proteine desb-Lokus sowie Hmg3 und um03317, das

Homolog von Prm1p ausS. cerevisiae(siehe unten). Dass sowohl PKA- als auch MAPK-

Phosphorylierung von Prf1 die Expression dieser Gene induzieren, entspricht den Beobach-

tungen aus Microarray-Analysen nach genetischer Aktivierung beider Signaltransduktions-

kaskaden (Eichorn, 2004).

Bei Hmg3 handelt es sich um einen HMG-Box-Transkriptionsfaktor, dessen Deletion keinen

Effekt auf die Konjugationshyphenbildung und eine nur geringe Reduktion der Paarungskom-

petenz zeigte (Brefortet al., 2005), wobei eine weitergehende Charakterisierung bishernicht

vorgenommen wurde. Das um03317-Homolog Prm1p ausS. cerevisiaeist ein F̈unftransmem-

branprotein, welches an der Spitze der Shmoo-Auswüchse lokalisiert und dort die Fusion der

Plasmamembranen bei der Paarung zweier Hefezellen unterstützt (Heiman und Walter, 2000;

Jinet al., 2004). Interessanterweise wurde inU. maydisfür Komponenten sowohl der PKA- als

auch der MAPK-Kaskade ein Einfluss auf die Zellfusion beschrieben. So zeigen Stämme mit

Deletion der Gα-Untereinheit Gpa3 oder der MAPK Kpp2 eine deutliche Reduktion der Fusi-

onskompetenz (Mayorga und Gold, 1999; Müller et al., 2004). Dass die Deletion weder von

PRM1in S. cerevisiaenoch von um03317 inU. maydiseine deutliche Störung des Kreuzungs-
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prozesses bewirkt, deutet jedoch auf das Vorhandensein redundanter Prozesse hin (Heiman und

Walter, 2000; M. B̈olker, pers̈onliche Mitteilung).

Gemeinsam ist einigen Genen aus derÜberschneidung von MAPK- und PKA-abhängiger Prf1-

Regulation somit die Tatsache, dass ihre Funktion erst spät im Kreuzungsprozess eine Rolle

spielen sollte. Interessant ist in diesem Zusammenhang daszeitliche Induktionsverhalten dieser

Gene (Eichhorn, 2004). Bei Verfolgen der Pheromon-Reaktion von FB1über insgesamt 360

Minuten zeigte ein Großteil der induzierten Gene eine kurzes Aktivierungsmaximum nach 75

Minuten Pheromonexposition, während nur 33 Gene ein verlängertes Induktionsplateau aufwie-

sen (11% der in diesem Experiment als induziert gefundenen Gene). Diese umfassenbE1, bW1

und um03317 sowie zwei weitere Gene (um00860 und um00530, keine Annotation) aus der

Gruppe dual regulierter Gene (H. Eichhorn, persönliche Mitteilung). Dass die Mitglieder dieser

Untergruppe auf beide Aktivierungsarten reagieren, könnte somit die langanhaltende Induktion

dieser Gene geẅahrleisten. Zus̈atzlich k̈onnten Mechanismen negativer Rückkopplung, welche

speziell im Fall der PKA-Aktivierung wirksam zu sein scheinen, f̈ur diese Gene außer Kraft

gesetzt sein.

Das Vorhandensein PKA-abhängig regulierter Gene unterstreicht eine Funktion dieserpost-

translationellen Prf1-Modifikation in der Pheromonantwort von U. maydis. Dabei deutet sich

ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Regulationsmechanismen an, dessen Aufklärung

ein interessantes Ziel zukünftiger Ans̈atze sein sollte.

3.3.4 Die Regulation der verbleibenden PRE-assoziierten Gen e

Nach Abzug der Mitglieder der PKA- und MAPK-Regulationsklasse verbleiben 52 PRE-

assoziierte Gene innerhalb der Pheromonantwort, deren Regulation unter den angelegten Be-

dingungen nicht durch diese posttranslationellen Modifikationen auf Prf1 beeinflusst scheint.

Interessanterweise reagierten nur 7 dieser Gene auf die tetrazyklinvermittelte Induktion von

prf1. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die Pheromonregulation der verbleiben-

den PRE-assoziierten Gene eventuell einer weiteren, bishernicht ber̈ucksichtigten Aktivierung

von Prf1 bedarf. Dabei ist allerdings zu bedenken, dass das Vorhandensein einer PRE-Sequenz

nicht unbedingt eine ausreichende Voraussetzung für eine Aktivierung durch Prf1 darstellen

muß. Wenngleich auch die Bestimmung MAPK- und PKA-abhängig regulierter Gene unter

den gegebenen Bedingungen nicht umfassend gewesen sein dürfte, ist ein Einfluss weiterer

Signalwege dennoch nicht unwahrscheinlich. So führt z.B. die Deletion des Ca2+-Transporters

Eca1, welche in einer Erhöhung des zytoplasmatischen Ca2+-Spiegels und einer Aktivierung

Ca2+/Calmodulin-abḧangiger Kinaseaktiviẗat resultiert, zu einer Induktion dermfa1-Expression
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(Adamikovaet al., 2004; L. Adamikova, pers̈onliche Mitteilung). Eine genauere Untersuchung

dieses Zusammenhangs steht jedoch aus. Eine Regulation von Prf1 könnte z.B. aucḧuber

eine Proteinkinase C erfolgen, für welche ebenfalls einige Erkennungsstellen in Prf1 vorher-

gesagt werden (nicht gezeigt). Eine regulatorische Phosphorylierung durch eine Proteinkinase

C wurde z.B. f̈ur die humanen Transkriptionsfaktoren CREB und p53 gezeigt (Holmberget

al., 2002). Mit Ukc1 wurde inU. maydiseine Kinase dieses Typs beschrieben, deren Deleti-

on das Paarungs- wie auch Pathogenitätsverhalten erheblich beeinträchtigt (D̈urrenberger und

Kronstad, 1999). Da dies jedoch von einem gravierenden Wachstums- und Morphologiedefekt

begleitet wird, ist die Spezifität des beobachteten Phänotyps fraglich. Da zudem kein direkter

Zusammenhang mit der Pheromonantwort gezeigt werden konnte, wurde die Bedeutung der

PKC-Erkennungsstellen in Prf1 bisher nicht untersucht.

In den Ergebnissen der tetrazyklinvermittelten Induktionvon prf1 deutete sich an, dass die

Gene der Pheromonherstellung inU. maydiseinem gesonderten Kontrollmechanismus unter-

liegen (Abb. 14). Wenngleich der erhöhteprf1-Spiegel f̈ur eine Regulation der meisten PRE-

assoziierten Gene nicht ausreichte, da diese in ihrer Expression auf eine posttranslationel-

le Prf1-Aktivierung angewiesen zu sein scheinen, war die Expression der Homologe ent-

scheidender Komponenten der Pheromonreifung und -sekretion ausS. cerevisiaedeutlich

erḧoht. Die Pheromoninduktion der entsprechenden Gene war größtenteils bereits in einer

transkriptomweiten Analyse der transkriptionellen Peromonantwort von FB1 beschrieben wor-

den (Eichhorn, 2004). Neben dem Pheromonvorläufer Mfa1 sowie dem Pheromonrezeptor

Pra1 kodieren diese für die Homologe beider Untereinheiten einer Proteinfarnesyltransfera-

se (um11672 und um05348), einer CAAX-Prenylprotease (um11228) sowie der Carboxyl-

methyltransferase Ste14p (um11682), welche inS. cerevisiaeentscheidende Schritte der N-

und C-terminalen Pheromonreifung katalysieren (Brizzioet al., 1996; Daveyet al., 1998).

Die anschließende Sekretion erfolgt inS. cerevisiaedurch den pheromonspezifischen ABC-

Transporter Ste6p, dessen Homolog um10528 inU. maydisebenfalls induziert war. Dieses

Expressionsverhalten ist m̈oglicherweise Ausdruck einer positiven Rückkopplung der unmittel-

baren Pheromonantwort unabhängig von weiteren Regulationszyklen. Da die transkriptionelle

Regulation vonprf1 u.a. durch N̈ahrstoff- und Umweltsignale bestimmt wird, erlaubt diese di-

rekte Kopplung an dasprf1-Transkriptionsniveau unter geeigneten Bedingungen zudemeine

erḧohte Paarungsbereitschaft der Zellen bereits vor einem Pheromonkontakt.
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3.3.5 Das Netzwerk phosphorylierungsabh ängiger Regulation

Im Rahmen der Pheromonantwort inU. maydiswird der Transkriptionsfaktor Prf1̈uber ein

komplexes Netzwerk posttranslationeller Veränderungen aktiviert. Dies geschieht möglicher-

weise u.a. auf Ebene der generellen DNA-Bindeeigenschaften, insbesondere scheint jedoch

die Zielpromotorwahl von Prf1 durch posttranslationelle Modifikationen ver̈anderbar. Die

Phosphorylierung durch die Kinasen MAPK oder PKA beeinflusst dabei unterschiedliche

Aspekte der transkriptionellen Pheromonantwort, deren Bestimmung R̈uckschl̈usse auf die

Art und mögliche physiologische Funktion dieser Modifikation erlaubt. Während die MAPK-

Phosphorylierung Einfluss auf die Expression regulatorischer Faktoren der Zellmorphologie

sowie die Regulation nachfolgender Transkriptionsprozesse nehmen k̈onnte, scheinen nach dem

bisherigen Kenntnisstand eventuell spätere Prozesse im Zentrum der PKA-vermittelten Akti-

vierung zu stehen (Abb. 14). Neben der Spezifität könnte das Zusammenspiel beider Signal-

transduktionswege darüberhinaus auch Zeitpunkt und Dauer der Aktivierung von Prf1 beein-

flussen.

Abbildung 14: Übersicht über die Auswirkungen unterschiedlicher Phosphorylierungs-
muster von Prf1. Schematische Darstellung verschieden modifizierter Prf1-Proteine und de-
ren Anteil an der Pheromonantwort inU. maydis. Phosphorylierung durch MAPK (orange), PKA
(blau) sowie die Modifikation durch einen noch unbekannten Regulator (???; grau) sind als kleine
Kreise dargestellt.

Die modifikationsregulierte Zielgenspezifität eines Transkriptionsfaktors ermöglicht die Ver-

wendung eines einzelnen Proteins in der Regulation mehrstufiger Aktivierungsprozesse. Indem

unterschiedlich phosphorylierte Versionen von Prf1 spezifische Unterklassen der pheromon-

regulierten Gene aktivieren, ergeben sich differenzierteFunktionaliẗaten in Reaktion auf̈uber-

geordnete Signaltransduktionsprozesse. Darüberhinaus bietet dieses Zusammenspiel verschie-

dener Aktivierungsmechanismen der Zelle die Möglichkeit, unterschiedliche Kriterien in die

transkriptionelle Antwort auf einen extrazellulären Pheromonstimulus zu integrieren. Dabei ist
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es jedoch nicht unwahrscheinlich, dass weitere, bisher unbekannte Kofaktoren an deren Ver-

mittlung beteiligt sind.

Komplexe posttranslationelle Modifikationsprozesse bilden auch die Grundlage der pheromon-

vermittelten Aktivierung von Ste12p, dem zentrale Transkriptionsfaktor der Pheromonantwort

in S. cerevisiae. Die grunds̈atzliche Aktivierung von Ste12p erfolgt zunächst durch Phospho-

rylierung des Proteins selbst sowie der Inhibitoren Dig1p und Dig2p, welche im unmodifi-

zierten Zustand Ste12p durch Bindung an unterschiedliche Bereiche des Proteins inhibieren

(Olsonet al., 2000; Chouet al., 2006). Die DNA-Bindung von Ste12p erfolgt einerseitsüber

die PRE-Sequenzen, in Kombination mit den Koaktivatoren Mcm1p und Tec1p werden jedoch

auch zusammengesetzte Erkennungssequenzen erkannt (Madhani und Fink, 1997; Zeitlinger

et al., 2003). Da Ste12p sowohl in der Pheromonantwort als auch in der filamenẗosen Diffe-

renzierung zum Einsatz kommt, ist eine Regulation der Zielgenspezifiẗat von entscheidender

Bedeutung. Dabei scheint jedoch nicht die Spezifität von Ste12p selbst prim̈arer Angriffspunkt,

sondern vielmehr die Verfügbarkeit von Tec1p, welches als spezifischer Kofaktor in der fila-

menẗosen Differenzierung wirkt. Um eine Kreuzaktivierung zu verhindern, phosphoryliert die

MAP-Kinase Fus3p im Rahmen der Pheromonantwort Tec1p, welches daraufhin durch Ubi-

quitinierung f̈ur den proteolytischen Abbau markiert wird (Baoet al., 2004; Br̈uckneret al.,

2004; Chouet al., 2004). Zus̈atzlich gibt es Berichtëuber eine Modifikation von Ste12p wie

auch Tec1p durch das Ubiquitin-ähnliche Protein SUMO, welche die Stabilität beider Proteine

gegenl̈aufig zu beeinflussen scheint (Wang und Dohlman, 2006). Die Spezifität dieses zentra-

len Transkriptionsfaktors wird somit vorrangigüber die Verf̈ugbarkeit des Koaktivators Tec1p

reguliert.

Mit Pho4p existiert inS. cerevisiaeein weiteres Beispiel für einen Transkriptionsfaktor, dessen

Spezifiẗat posttranslationell durch unterschiedliche Phosphorylierungsstadien beeinflusst wird.

Die Aktivit ät dieses Faktors, welcher maßgeblich für die transkriptionelle Antwort der Hefe auf

Phosphatmangelbedingungen ist, wird in Abhängigkeit von der Phosphatverfügbarkeit durch

den Zyklin/CDK-Komplex Pho80p/Pho85p reguliert (O’Neillet al., 1996; Komeili und O’Shea,

1999). Die Phosphorylierung erfolgt dabei an vier funktionell wichtigen Serinen. Ẅahrend die

Modifikation der ersten Positionen eine Kernlokalisation des Proteins und damit die Expression

aller Zielgene verhindert, bewirkt eine alleinige Phosphorylierung an der vierten Position eine

intermedïare Reaktion, welche die Inhibition nur eines Teils der Zielgene beinhaltet (Komei-

li und O’Shea, 1999; Springeret al., 2003). Interessanterweise zeigt der Pho80p/Pho85p-

Komplex eine deutliche Preferenz für die vorrangige Phosphorylierung dieses Aminosäure-

restes (Jefferyet al., 2001), weshalb bei mittlerer Phosphatverfügbarkeit und entsprechend nur
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teilweiser Aktivierung des Zyklin/CDK-Komplexes eine Anreicherung partiell phosphorylier-

ter Pho4p-Molek̈ule stattfindet (Springeret al., 2003). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass

die Modifikation dieser Position die Interaktion mit dem Koaktivator Pho2p verhindert, welcher

an der Aktivierung einiger Pho4p-Zielgene beteiligt ist (Liu et al., 2000; Bhoiteet al., 2002).

In diesem Protein scheint somit durch Phosphorylierung diespezifische Interaktion mit einem

Koaktivator und darausfolgend die selektive Auswahl von Zielpromotoren kontrolliert.

Der Transkriptionsfaktor Prf1 zeigt eine durch den Phosphorylierungsstatus regulierte Ziel-

genspezifiẗat, welche eine transkriptionelle Integration verschiedener Signalwege in der Phero-

monantwort vonU. maydisermöglicht. Das Auftreten negativer Rückkopplungsmechanismen

sowie die m̈ogliche Beteiligung weiterer Signalwege gewähren einen Einblick in die hohe Kom-

plexität dieses regulatorischen Netzwerkes. Insbesondere die Charakterisierung partiell modi-

fizierter Varianten k̈onnte einen Einstieg in das Verständnis zugrunde liegender Mechanismen

eröffnen.

3.3.6 Ausblick

Im Zentrum zuk̈unftiger Ans̈atze wird die weitere Entschlüsselung der regulierbaren Zielpro-

motorspezifiẗat von Prf1 stehen. Einen wichtigen Aspekt sollte der direkte Nachweis der dif-

ferentiellen Promotorabdeckung z.B. durchin vivo-Chromatin-Koimmunopr̈azipitation darstel-

len. Im Anschluss bieten sich verschiedene Möglichkeiten zur Kl̈arung der zugrunde liegenden

Prozesse. Dazu könnten z.B. die DNA-Bindeeigenschaften unterschiedlich phosphorylierter

bzw. mutierter Prf1-Varianten durchin vitro-DNA-Bindestudien an verschiedene Zielpromotor-

fragmente charakterisiert werden. Vorrangig wäre jedoch die Suche nach Interaktionspartnern,

welche spezifisch an der Expression der Regulationsklassen beteiligt sind. Vielversprechende

Kandidaten ẅaren hier z.B. Proteine, die in einer Zwei-Hybrid-Analyse selektiv an aspartatsub-

stituierte Versionen von Prf1 binden. So bietet die weitereUntersuchung der posttranslationellen

Prf1-Aktivierung inU. maydisin Zukunft die Möglichkeit, diese komplexen Regulationsprozes-

se in einem erschließbaren Umfeld bekannter Komponenten weiter zu entschl̈usseln.

Neben Erkenntnissen̈uber die phosphorylierungsabhängige Regulation von Prf1 bieten die

Ergebnisse dieser Arbeit jedoch auch die Möglichkeit, die Positionierung und Funktion strom-

aufwärts agierender Signaltransduktionskomponenten inU. maydisgenauer zu untersuchen.

Für deren Einordnung ẅare es hilfreich,̈uber Markergene zu verfügen, deren Expression als

spezifischer Indikator der Aktivität des MAPK- oder PKA-Signalweges gewertet werden kann.

Zudem er̈offnet sich dar̈uber die M̈oglichkeit, neue Wege der Kreuzvernetzung innerhalb dieses

regulatorischen Netzwerks aufzudecken. So wurde in früheren Arbeiten z.B. das Genfrb34,
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dessen Expression auf die Aktivierung beider Signalwege ingegenl̈aufiger Richtung reagiert,

als derartiger Reporter empfohlen (Brachmannet al., 2001; Müller et al., 2003a). Die Verwen-

dung getrennter Marker für die verschiedenen Wege wäre jedoch von Vorteil, um unterschied-

liche Aktivierungsmuster besser auflösen zu k̈onnen. So erf̈ullt z.B. rbf1 alle Merkmale eines

MAPK-spezifischen Reporters.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Medien, L ösungen, Enzyme und Kits

Chemikalien:

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren p.a. Qualit ät und wurden von den Firmen

Ambion, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Riedel-de-Han, Gerbu, Seakem, Duchefa, Difco, Serva,

BioRad, Amersham, Pharmacia, Invitrogen und Carl-Roth bezogen. Für weitere Einzelheiten:

siehe Brachmann, 2001.

Puffer und L ösungen:

Standard-Puffer und L̈osungen wurden nach Ausubelet al. (1987) und Sambrooket al. (1989)

hergestellt. Spezielle Puffer und Lösungen sind unter den jeweiligen Methoden aufgeführt sein.

Medien:

Für die Kultivierung vonE. coli wurden dYT-Fl̈ussigmedium und YT-Festmedium verwendet

(Ausubelet al., 1987; Sambrooket al., 1989), welche 5 min bei 121◦C autoklaviert wurden.

Ampicillin wurde in einer Konzentration von 100µg/ml eingesetzt (YT-Amp).

Für die Kultivierung vonU. maydiswurden folgende Medien verwendet, die wenn nicht anders

angegeben, 5 min bei 121◦C autoklaviert wurden.

CM Vollmedium

(Holliday, 1974; Banuett und Herskowitz, 1989):

1,5 g NH4NO3

2,5 g Casamino Acids

0,5 g DNA

1 g Yeast Extract

10 ml Vitamin-Lösung (siehe unten)

62,5 ml Salz-L̈osung (siehe unten)

1 ml Spurenelement-L̈osung (siehe unten)

20 g Bacto Agar (f̈ur Platten)

mit H2O auf 980 ml aufgef̈ullt,

pH-Wert auf 7,0 mit NaOH eingestell und auto-

klaviert.

nach dem Autoklavieren:

20 ml 50% (w/v) Glukose-L̈osung (f.c. 1% CM-

Glk)

CM-CC aktivkohlehaltiges Vollmedium

(Holliday, 1974; Banuett und Herskowitz, 1989):

6 g NH4NO3

10 g Casamino Acids

1 g DNA

2 g Yeast Extract

20 ml Vitamin-Lösung (siehe unten)

250 ml Salz-L̈osung (siehe unten)

10 g Aktivkohle

20 g Bacto Agar (f̈ur Platten)

mit H2O auf 960 ml aufgef̈ullt und autoklaviert.

nach dem Autoklavieren:

40 ml 50% (w/v) Glukose-L̈osung (f.c. 2% CM-

Glk)
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YEPSL-Medium, modifiziert nach (Tsukudaet

al., 1988):

10 g Yeast Extract

10 g Pepton

10 g Saccharose

mit H2O auf 1 l aufgef̈ullt.

MM Array-Minimalmedium (Scherer et al.,

2006):

62,5 ml Salz-L̈osung (siehe unten)

30 mM L-Glutamin

mit H2O auf 980 ml aufgef̈ullt pH-Wert auf 7,0

mit NaOH eingestellt und sterilfiltriert.

nach dem Sterilfiltrieren:

20 ml 50% (w/v) Glukose-L̈osung (f.c. 1%)

Salz-Lösung(Holliday, 1974):

16 g KH2PO4:

4 g Na2SO4

8 g KCl

4 g MgSO4 x 7 H2O

1,32 g CaCl2 x 2 H2O

8 ml Spurenelement-L̈osung

mit H2O auf 1 l aufgef̈ullt und sterilfiltriert.

Spurenelement-L̈osung(Holliday, 1974):

60 mg H3BO3

140 mg MnCl2 x 4 H2O

400 mg ZnCl2
40 mg NaMoO4 x 2 H2O

100 mg FeCl3 x 6 H2O

40 mg CuSO4 x 5 H2O

Mit H2O auf 1 l aufgef̈ullt und sterilfiltriert.

Vitamin-L ösung(Holliday, 1974):

100 mg Thiamin

50 mg Riboflavin

50 mg Pyridoxin

200 mg Calciumpantothenat

500 mg p-Aminobenzoesäure

200 mg Nikotins̈aure

200 mg Cholinchlorid

1000 mg myo-Inositol

Mit H2O auf 1 l aufgef̈ullt und sterilfiltriert.

Regenerationsagar(Schulzet al., 1990):

(a) Top-Agar:

1,5% (w/v) Bacto-Agar

1 M Sorbitol

in YEPS-Medium (siehe oben)

(b) Bottom-Agar:

wie (a), zus̈atzlich 400 g/ml Hygromyzin oder 4

µg/ml Carboxin

oder 150 g/ml Nourseotricin (ClonNat)

NSY-Glycerin (Einfriermedium):

8 g Nutrient Broth

1 g Yeast Extract

5 g Saccharose

800 ml 87% (v/v) Glycerin

mit H2O auf 1 l aufgef̈ullt.

Enzyme:

Restriktionsenzyme wurden von NEB Biolabs bezogen, alleübrigen Enzyme von Roche mit

Ausnahme der reversen Transkriptasen (Invitrogen), der PhusionTMHigh-Fidelity DNA Poly-

merase (NEB) und Taq DNA-Polymerase (Laborpräparation).

Verwendete Kits und sonstiges Material:

RNeasy Kit (Qiagen) zur Präparation hochreiner Gesamt-RNA, JETquick Plasmid Miniprep

Kit (Genomed) zur Pr̈aparation hochreiner Plasmid-DNA, JETquick General DNA Clean-Up

Kit (Genomed) zur Aufreinigung von Plasmiden vor der Sequenzierung, TOPO TA Cloning

Kit (Invitrogen) zur Klonierung von PCR-Produkten, BioArray-HighYield-RNA Transcript La-
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belling Kit (Enzo), SuperScriptR© III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), Platinum

SYBRR© Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). Weiteres verwendetes Material ist unter

den jeweiligen Methoden beschrieben.

4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma metabion GmbH synthetisiert. Die Nukleotidse-

quenz ist jeweils vom 5-Ende in Richtung 3-Ende angegeben.

Für Klonierungen verwendete Oligonukleotide:

oMF6 AGCCCATGGCCACGCGTCGCACCGGCGTC
oMF7 CCGGGCCCGCTTTGCACGTGGCG
oMF10 GCCCATGGCCTCGTACGACGACCAGTCAC
oMF14 CGGGCCCGGGTGGACAAATC
oMF16 CGCCAAAAAGCTGGCCATCCGGCAGACGAGCCC
oMF18 GGCGTGAACTGTTGATGCTCCTG
oMF25 CCGGGCCCGCTTTGCACGTGGAGCTGACGGCTTGCC
oMF26 GTACCGGTCATGCACCCTTGCGCGCCAACGCTAGCCT
oMF703 CGTACGACGACCAGTCACTACCGGATCCGCAATCCTTTG
oMF704 GCTCGAGCTTGGATCCGAAGGCCATGC
oMF705 CTCGATGCTCATCGATCCCATGACAGCGTC
oMF706 GGCACGCAAGGCCGATCGCGCTTCCGTGGC
oMF707 TGACCGGTACAGAGTCTGACCGGCGTCCAAAC
oMF708 AGATCTGAGGAGACGCGACGACCTTGCACGATCTGGTC
oMF709 GCTAGCATGAAAAGGCGTCGCGACAAAATGGCACAGACGC
oMF780 GTCCCATGGGCTCGTCGCATCACCACCATCACCACTCGTCG
oMF781 GGTCTCGTGCCTCGTGGTTCGCACCGAGATCCAGGCTGCGCC
oMF782 GAACCACGAGGCACGAGACCCGACGAGTGGTGATGGTGGT
oMF905 GATCGGCCTGAGTGGCCCACCATGGGAGATCCAGGCTGC
oMF906 TTGAGCTGCCAGACTGCG
oMF907 AGCTGGCCATCTAGGCCATGGTAGTGGTGGAGGCG
oMF908 AAGCCACCAATCCGGCTC

Für Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide:

rev24 TTCACACAGGAAACAGCTATGACC
uni24 ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG
To2f AACAGCTATGACCATGATTACGCC
To2r GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTG

4.1.3 Stämme

E. coli-Stämme:

Für s̈amtliche Klonierungen wurde der Stamm DH5α (Hanahan, 1985) verwendet, bei dem es

sich um ein Derivat desE. coli-Stammes K12 mit folgenden genetischen Markern handelt: F,́

endA1, hsdR, hsdM, sup44, thi-1, gyrA1, gyrA96, relA1, recA1, lacZ, ∆M15. Für die Klo-

69



Material und Methoden

nierung von PCR-Amplifikaten in pCR2.1R©-TOPO mit dem TOPO TA Klonierungs-Kit (In-

vitrogen) wurde teilweise der Stamm TOP10 (Invitrogen) benutzt, ebenfalls einE. coli K12-

Derivat mit dem Genotyp: F−, mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80lacZ∆M15, ∆lacX74,

deoR, recA1, araD139,∆(ara-leu)7697,galU, galK, rpsL(StrR), endA1, nupG.

U. maydis-Stämme:

Die Sẗamme in Tabelle 7 dienten in dieser Arbeit als Ausgangs- und/oder Testsẗamme, die

in Tabelle 8 aufgef̈uhrten Sẗamme wurden in dieser Arbeit hergestellt. In allen hergestellten

Sẗammen wurden die homologen Rekombinationsereignisse durchSouthern-Analyse bestätigt.

Tabelle 7: Die verwendeten Ausgangs- bzw. Teststämme

Stamm Genotyp UMa Referenz

FB1 a1 b1 51 Banuett und Herskowitz, 1989
FB2 a2 b2 52 Banuett und Herskowitz, 1989
FBD12-17 a2 a2 b1 b2 65 Banuett und Herskowitz, 1989
FB1Ptef -gfp a1 b1 ipr[Ptef -gfp]ips 11 Zarnacket al., 2006
FB1Pmfa1-gfp a1 b1 ipr[Pmfa1-gfp]ips 9 Kaffarniket al., 2003
FB1prf1∆ a1 b1 prf1∆ 36 Müller et al., 1999
FB2prf1∆ a2 b2 prf1∆ 37 Müller et al., 1999
FB1prf1e a1 b1 prf1e 38 Müller et al., 1999
FB2prf1e a2 b2 prf1e 39 Müller et al., 1999
FB2prf1ce a2 b2 prf1ce 42 Kaffarniket al., 2003
FB1prf1ceMA a1 b1 prf1ceMAd 86 Kaffarniket al., 2003
FB2prf1ceMA a2 b2 prf1ceMAd 88 Kaffarniket al., 2003
CL13 a1 bE1bW2 66 Bölker et al., 1995
CL13Mprf1e a1 bE1bW2 ipr[Pmfa1-gfp]ips prf1e 234 Kaffarniket al., 2003
CL13Mprf1∆ a1 bE1bW2 ipr[Pmfa1-gfp]ips prf1∆ 235 Kaffarniket al., 2003
CL13Mprf1eMA a1 bE1bW2 ipr[Pmfa1-gfp]ips prf1eMAd 236 Kaffarniket al., 2003

Tabelle 8: Die in dieser Arbeit hergestellten Stämme

Stamm Genotyp UMa Integriertes Plasmid Lokus Ausgangsstamm Referenz

FB1PtetO-gfp a1 b1 ipr [PtetO-gfp]ips 243 pPtetO-gfp-cbx ip FB1 Zarnacket al., 2006
FB1PtetO-gfp/tTA* a1 b1 tTA* 363 pPtef -tTA*-hyg ektop. FB1PtetO-gfp Zarnacket al., 2006

ipr [PtetO-gfp]ips

FB1Tc:prf1 a1 b1 tc:prf1 351 pTc-prf1-hyg prf1 FB1Pmfa1-gfp Zarnacket al., 2006
ipr [Pmfa1-gfp]ips

FB1prf1ce-gfp a1 b1 prf1ce-gfp 293 pPrf1ce-gfp-hyg prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit
FB1prf1ce-gfp3 a1 b1 prf1ce-gfp3 314 pPrf1ce-gfp3-hyg prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit
FB1prf1cePD-gfp3 a1 b1 prf1cePD -gfp3 339 pPrf1cePD-gfp3 prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit

-hyg
FB1prf1eMD a1 b1 prf1eMD 281 pPrf1eMD-hyg prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit
FB2prf1eMD a2 b2 prf1eMD 283 pPrf1eMD-hyg prf1 FB2prf1∆ diese Arbeit
FB1prf1ePD a1 b1 prf1ePD 282 pPrf1ePD-hyg prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit
FB2prf1ePD a2 b2 prf1ePD 284 pPrf1ePD-hyg prf1 FB2prf1∆ diese Arbeit
FB1prf1ce a1 b1 prf1ce 289 pPrf1ce*-hyg prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit
FB1prf1cePD/MA a1 b1 370 pPrf1cePD/MA prf1 FB1prf1∆ diese Arbeit

prf1cePD/MA -hyg
CL13Mprf1eMD a1 bE1bW2 prf1eMD 285 pPrf1eMD-hyg prf1 CL13Mprf1∆ diese Arbeit

ipr [Pmfa1-gfp]ips

CL13Mprf1ePD a1 bE1bW2 prf1ePD 286 pPrf1ePD-hyg prf1 CL13Mprf1∆ diese Arbeit
ipr [Pmfa1-gfp]ips

CL13Mprf1ePD/kpp2K50R a1 bE1bW2 prf1ePD 302 pKpp2K50R-nat kpp2 CL13Mprf1ePD diese Arbeit
kpp2K50R

ipr [Pmfa1-gfp]ips
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Maisvarietäten (Zea mays spec.):

Für alle Pflanzeninfektionen wurde die Maisvarietät Early Golden Bantam (Olds Seed Compa-

ny, Madison, Wisconsin, USA) verwendet.

4.1.4 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

Alle verwendeten Plasmide tragen eine Ampicillin-Resistenzkassette zur Selektion inE. coli.

Alle Klonierungsschritte wurden durch Restriktionsanalyse überpr̈uft, alle eingebrachten PCR-

Amplifikate sequenziert.

Ausgangsplasmide und Klonierungsvektoren:

pCR2.1R©-TOPO (Invitrogen)

Vektor zum Klonieren von PCR-Produkten mittels Topoisomerase-Aktivität. Blau/Weiß-

Selektion auf Anwesenheit eines insertierten Fragments ist möglich.

pNEBUH (pUMa207; Brachmannet al., 2004)

Freireplizierendes Plasmid. Enthält eine Hygromyzin-Resistenzkassette sowie ein 363 bp

U. maydis-UARS-Fragment (Tsukudaet al., 1988).

pPtef -gfp-cbx (pUMa80; Zarnacket al., 2006)

Entḧalt dasegfp-Gen (Clontech) unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Ptef-Promotors (Spel-

lig et al., 1996) und des Terminators Tnos desnos-Gens ausAgrobacterium tumefaciens(Be-

van et al., 1983) sowie eine Carboxin-Resistenzkassette zur Integration in denip-Lokus von

U. maydis.

pPrf1e-hyg (pMF26; Müller et al., 1999)

Entḧalt dasprf1-Gen erweitert um die kodierende Sequenz eines N-terminalen His6-Tags sowie

eines C-terminalen Myc3-Tags als 2705 bpNcoI/Acc65I-Fragment sowie eine Hygromyzin-

Resistenzkassette. Dieprf1e-Expression steht unter Kontrolle des nativenprf1-Promotors sowie

eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators. Plasmid zur Integration in den endogenenprf1-

Lokus.

pPrf1ce-hyg (pMF29; Kaffarniket al., 2003)

Derivat von pPrf1e-hyg. Entḧalt dasprf1-Gen erweitert um die kodierende Sequenz eines N-

terminalen His6-Tags sowie eines C-terminalen Myc3-Tags als 2705 bpNcoI/Acc65I-Fragment

sowie eine Hygromyzin-Resistenzkassette. Dieprf1ce-Expression steht unter Kontrolle des kon-

stitutiv aktiven Ptef-Promotors (Spelliget al., 1996) sowie eines 971 bp Fragments desprf1-

Terminators. Plasmid zur Integration in den endogenenprf1-Lokus.
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pPrf1eMA-hyg (pMF33; Müller et al., 1999)

Derivat von pPrf1e-hyg, in welchem in der kodierten Prf1-Aminosäuresequenz die MAPK-

modifizierten Positionen S267, S375, S448, T473, S498 uns S812 sowie vier Positionen in

der putativen MAPK-Kontaktregion durch Alanine ersetzt wurden (Prf1eMA). Ohne die kodier-

te Aminos̈auresequenz weiter zu verändern, wurde eineNarI-Schnittstelle an Position T473A

konstruiert, welche eine Unterscheidung von der Ausgangssequenz wie auch von pPrf1ePD-hyg

in einem Restriktionsverdau erlaubt. Die Expression steht unter Kontrolle des nativenprf1-

Promotors sowie eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators. Plasmid zur Integration in den

endogenenprf1-Lokus.

pKpp2K50R-nat (pUMa585; M̈uller et al., 2003)

Entḧalt das Allel kpp2K50R, in welchem die Kinase-Dom̈ane der MAPK Kpp2 durch eine

Punktmutation inaktiviert ist, unter Kontrolle des nativen kpp2-Promotors sowie desmfa2-

Terminators zur Integration in den endogenenkpp2-Lokus.

In dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

pPtetO-gfp-cbx (pUMa47; Zarnacket al., 2006)

Entḧalt dasegfp-Gen (Clontech) unter Kontrolle eines 285 bpBamHIBstYI-Fragments aus dem

PTF-Promotor (B̈ohner und Gatz, 2001), welches sechs tetO-Wiederholungen trägt, gefolgt von

einem 108 bpBstYI/NcoI-Fragment desmfa1-Basalpromotors (B̈olker et al., 1992) sowie des

Terminators Tnos desnos-Gens ausAgrobacterium tumefaciens(Bevanet al., 1983). Plasmid

zur Integration in denip-Lokus.

pPtef -tTA*-hyg (pUMa468; Zarnacket al., 2006)

Entḧalt das GentTA* (tetR*-N-FF) der kodonoptimierten Version des TetR-Transaktivators als

863 bpNcoI/NotI-Fragment unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Ptef-Promotors (Spelliget

al., 1996) sowie des Terminators Tnos desnos-Gens ausAgrobacterium tumefaciens(Bevanet

al., 1983) sowie eine Hygromyzin-Resistenzkassette. Plasmid zur ektopischen Integration in

U. maydis.

pTetR-Prf1199−840-hyg (pUMa669)

Derivat von pNEBUH. Freireplizierendes Plasmid. Enthält eine Fusion destetR*-Gens als 623

bp NcoI/MluI-Fragment anprf1199−840 als 2046 bpMluI/Acc65I-Fragment, welches für den

Prf1-Abschnitt C-terminal der HMG-Box kodiert. Die Expression von tetR-prf1199−840 steht

unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Ptef-Promotors (Spelliget al., 1996) sowie eines 971 bp

Fragments desprf1-Terminators.
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pMF2-4h (pUMa680; Zarnacket al., 2006)

Trägt eine Promotoraustauschkassette, welche zu Vektoren und Flanken des bereits vorhande-

nen Genaustausch-Systems kompatibel ist (Brachmannet al., 2004). Entḧalt Ptef-tTA* als 1463

bp Sfiu/NotI-Fragment gefolgt von einer Hygromyzin-Resistenzkassette und PtetO als 403 bp

NotI/AseI-Fragment. Flankiert durch die SchnittstellenSfiu undSfid.

pTc-prf1-hyg (pUMa711; Zarnacket al., 2006)

Derivat von pMF2-4h. Entḧalt prf1-spezifische 1750 bzw. 1887 bp-Flanken stromauf- bzw.

abẅarts der Kassette, welche unter Verwendung der Oligonukleotide oMF907 und oMF908

bzw. oMF905 und oMF906 durch PCR auf pPrf1e-hyg-Plasmid-DNA bzw. genomischer DNA

generiert und̈uber die eingebrachten SchnittstellenSfiu undSfid an die Promotoraustauschkas-

sette in pMF2-4h kloniert wurden. Plasmid zur Integration in den endogenenprf1-Lokus.

pPrf1ce*-hyg (pUMa582)

Derivat von pPrf1ce mit einer kodonoptimierten Version des His6-Tags. Entstanden durch Aus-

tausch eines 656NcoI/MluI-Fragments. Die kodonoptimierte Version, in welcher zugleich das

endogene Startkodon zwischen His6-Tag undprf1-ORF deletiert wurde, entstand unter Verwen-

dung der Oligonukleotide oMF780-782 und oMF7 durch PCR auf pPrf1ce-hyg-Plasmid-DNA.

Plasmid zur Integration in den endogenenprf1-Lokus.

pPrf1ce-gfp-hyg (pUMa595)

Derivat von pPrf1ce*-hyg, in welchem dasegfp-Gen (Clontech) als 729XhoI/Acc65I-Fragment

C-terminal an denprf1-ORF kloniert wurde. Plasmid zur Integration in den endogenen prf1-

Lokus.

pMF5-4h (pUMa647)

Trägt eine Kassette für C-terminale Gfp3-Fusion, welche zu Vektoren und Flanken des bereits

vorhandenen Genaustausch-Systems kompatibel ist (Brachmannet al., 2004). Entḧalt eine drei-

fache Wiederholung desegfp-Gens (gfp3 ; Clontech) sowie eine Hygromyzin-Resistenzkassette.

Flankiert durch die SchnittstellenSfiu undSfid, wobeiSfiu die Fusion einen beliebigen ORF er-

laubt.

pPrf1ce-gfp3-hyg (pUMa655)

Derivat von pPrf1ce*-hyg, in welchem eine dreifache Wiederholung desegfp-Gens (gfp3 ; Clon-

tech) als 2171 bpSfiI/AscI-Fragment C-terminal an denprf1-ORF kloniert wurde.

pPrf1eMD-hyg (pUMa500)

Derivat von pPrf1e-hyg, in welchem in der kodierten Prf1-Aminosäuresequenz die MAPK-

modifizierten Positionen S448, T473 und S498 durch Aspartate ersetzt wurden (Prf1eMD).
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Entstanden durch Austausch eines 358 bpMscI/BsiWI-Fragments, welches in einer mehrstu-

figen PCR generiert wurden. Unter Verwendung der Oligonukleotide oMF703 und oMF704

bzw. oMF705 und oMF16 wurden die entsprechenden Mutationenin 100 bzw. 210 bp-lange

Zwischenstufen eingebracht, die in einer zweiten PCR als Primer für die Amplikation des

MscI/BsiWI-Fragments eingesetzt wurden. Dieprf1eMD -Expression steht unter Kontrolle des

nativenprf1-Promotors sowie eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators. Ohne die kodierte

Aminos̈auresequenz weiter zu verändern, wurden zweiBamHI-Schnittstellen an den Positionen

S448D und T473D konstruiert, welche eine Unterscheidung von der Ausgangssequenz wie auch

von pPrf1ePD in einem Restriktionsverdau erlauben. Plasmid zur Integration in den endogenen

prf1-Lokus.

pPrf1ePD-hyg (pUMa501)

Derivat von pPrf1e-hyg, in welchem in der kodierten Prf1-Aminosäuresequenz die PKA-

modifizierten Positionen T252, S366, S551, S512 und S659 durch Aspartate ersetzt wurden

(Prf1ePD). Entstanden durch den Austausch von insgesamt vier Fragmenten, in welche die

entsprechenden Mutationen z.T. in einer mehrstufigen PCR eingebracht wurden: ein 217 bp

MluI/ApaI-Fragment (T252D; unter Verwendung der Oligonukleotide oMF706 und oMF7 wur-

de eine 80 bp-Zwischenstufe generiert, die in einer zweitenPCR gemeinsam mit oMF6 als

Primer f̈ur die Amplikation eingesetzt wurde), ein 289 bpApaI/AgeI-Fragment (S366D; ge-

neriert duch PCR unter Verwendung der Oligonukleotide oMF14und oMF707), ein 358 bp

BsiWI/MscI-Fragment (S511D S512D; unter Verwendung der Oligonukleotide oMF708 und

oMF16 wurde eine 180 bp-Zwischenstufe generiert, die in einer zweiten PCR gemeinsam

mit oMF10 als Primer f̈ur die Amplikation eingesetzt wurde) und ein 421 bpMscI/BamHI-

Fragment (S659D; unter Verwendung der Oligonukleotide oMF709 und oMF18 wurde eine

230 bp-Zwischenstufe generiert, die in einer zweiten PCR gemeinsam mit oMF10 als Primer

für die Amplikation eingesetzt wurde). Dieprf1ePD -Expression steht unter Kontrolle des na-

tiven prf1-Promotors sowie eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators. Ohne die kodier-

te Aminos̈auresequenz weiter zu verändern, wurde einePvuI-Schnittstelle an Position T252D

konstruiert, welche eine Unterscheidung von der Ausgangssequenz wie auch von pPrf1eMD in

einem Restriktionsverdau erlaubt. Plasmid zur Integrationin den endogenenprf1-Lokus.

pPrf1cePD-hyg (pUMa651)

Derivat von pPrf1ce*-hyg, in welchem dasprf1cePD -Allel unter Kontrolle des konstitutiv aktiven

Ptef-Promotors (Spelliget al., 1996) sowie eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators steht.

Entstanden durch Austausch eines 2046 bpMluI/Acc65I-Fragments aus pPrf1ePD-hyg. Plasmid

zur Integration in den endogenenprf1-Lokus.
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pPrf1cePD/MA-hyg (pUMa781)

Derivat von pPrf1cePD-hyg, in welchem in der kodierten Prf1-Aminosäuresequenz die PKA-

modifizierten Positionen T252, S366, S551, S512 und S659 sowie die MAPK-modifizierten Po-

sitionen S267, S375, S448, T473, S498 uns S812 durch Aspartate ersetzt wurden (Prf1cePD/MA).

Entstanden durch den Austausch von insgesamt drei Fragmenten, in welche die entsprechen-

den Mutationen z.T. in einer mehrstufigen PCR eingebracht wurden: ein 217 bpMluI/ApaI-

Fragment (T252D S267A; generiert unter Verwendung der Oligonukleotide oMF6 und oMF25

durch PCR auf pPrf1ePD-Plasmid-DNA), ein 573 bpAgeI/MscI-Fragment (S511D S512D

S375A S448A T473A S498A unter Verwendung der Oligonukleotide oMF708 und oMF16 wur-

de durch PCR auf pPrf1ePD-Plasmid-DNA eine 180 bp-Zwischenstufe generiert, die in einer

zweiten PCR gemeinsam mit oMF26 als Primer in einer PCR auf pPrf1eMA-Plasmid-DNA ein-

gesetzt wurde) und ein 546 bpBamHI/Acc65I-Fragment (S812A) aus pPrf1eMA-hyg. Die Ex-

pression steht unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Ptef-Promotors (Spelliget al., 1996) sowie

eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators steht. Plasmid zur Integration in den endogenen

prf1-Lokus.

pPrf1cePD-gfp3-hyg (pUMa688)

Derivat von pPrf1ce-gfp3-hyg, in welchem in der kodierten Prf1-Aminosäuresequenz die PKA-

modifizierten Positionen T252, S366, S551, S512 und S659 durch Aspartate ersetzt wur-

den (Prf1cePD-gfp3). Entstanden durch Austausch eines 1500 bpMluI/BamHI-Fragments aus

pPrf1ePD. Die Expression steht unter Kontrolle des konstitutiv aktiven Ptef-Promotors (Spellig

et al., 1996) sowie eines 971 bp Fragments desprf1-Terminators steht. Plasmid zur Integration

in den endogenenprf1-Lokus.

4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden

4.2.1 Arbeiten mit E. coli

Kultivierung von E. coli:

E. coli-Sẗamme wurden entweder als Schüttelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien unter

aeroben Bedingungen bei 37◦C kultiviert. Übernachtkulturen wurden von YT-Amp-Festmedien

angeimpft. Die bei -80◦C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten erneut auf

YT-Amp-Festmedien ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte beiE. coli:

Die Zelldichte von Fl̈ussigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec II Photometer

(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhängigkeit sicherzustellen, wur-
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den f̈ur die Messung der OD600 die Kulturen durch entsprechende Verdünnung auf einen Wert

unterhalb von 0,8 verd̈unnt. Als Nullwert wurde die OD600 des jeweiligen Kulturmediums ver-

wendet. Eine OD600 von 1,0 entspricht etwa 109 Zellen/ml.

RbCl-Transformation von E. coli:

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohenet al.(1972). Zur Herstellung transformationskom-

petenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium, dem je 10 mMMgCl2 und MgSO4 zu-

gesetzt war, mit 1 ml einer frischen DH5α-Übernachtkultur angeimpft und bis zu einer OD600

≈ 0,5 bei 37◦C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugieren für 15 min

bei 3.000 Upm und 4◦C pelletiert und in 33 ml eiskalter RF1-Lösung resuspendiert. Nach 30

bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (15 min, 3.000 Upm,

4◦C), derÜberstand abgenommen, die Zellen in 5 ml eiskalter RF2-Lösung resuspendiert und

15 min inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je 100µl aliquotiert, in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80◦C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, jeweils 50µl mit 10 µl Plasmidl̈osung

(1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hit-

zeschock von 2 min bei 42◦C wurde der Transformationsansatz zur phänotypischen Expression

der durch das eingebrachte Plasmid vermittelten Antibiotika-Resistenz mit 800µl dYT-Medium

versetzt und 30 min bei 500 Upm und 37◦C in einem Eppendorf- Ẅarmeblock inkubiert. 200

µl des Transformationsansatzes wurde auf YT-Platten mit 100µg/ml Ampicillin ausplattiert

und über Nacht bei 37◦C inkubiert. Auf diese Weise konnte eine Transformationsrate von 106

Transformanten pro 1µg eingesetzter Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-Lösung:

100 mM RbCl

50 mM MnCl2 x 4 H2O

30 mM K-Acetat

10 mM CaCl2 x 2 H2O

15% (v/v) Glycerin

in H2Obid.

mit Essigs̈aure auf pH 5,8 einstellen und sterilfil-

trieren.

RF2-Lösung:

10 mM MOPS

10 mM RbCl

75 mM CaCl2 x 2 H2O

15% (v/v) Glycerin

in H2Obid.

mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrie-

ren.

4.2.2 Arbeiten mit U. maydis

Kultivierung von U. maydis:

U. maydis-Sẗamme wurden entweder als Schüttelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien

unter aeroben Bedingungen bei 28◦C kultiviert, sofern nicht anders vermerkt.Übernachtkultu-

ren wurden von Kulturen auf Festmedien, die weniger als einen Monat bei 4◦C gelagert wurden,
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angeimpft. Die bei -80◦C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeiten immer zu-

erst auf Festmedien ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte beiU. maydis:

Die Zelldichte von Fl̈ussigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec II Photometer

(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineare Abhängigkeit sicherzustellen, wur-

den f̈ur die Messung der OD600 die Kulturen durch entsprechende Verdünnung auf einen Wert

unterhalb von 0,8 verd̈unnt. Als Nullwert wurde die OD600 des jeweiligen Kulturmediums ver-

wendet. Eine OD600 von 1,0 entspricht etwa 1-5 x 107 Zellen/ml.

Transformation von U. maydis:

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schulzet al. (1990) und Gillissenet al. (1992). Von einer

auf Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEPS-Flüssigkultur angesetzt und für 8-10 h

bei 28◦C gescḧuttelt. Diese Vorkultur wurde anschliessend 1/300 in 50 ml frischem YEPSL-

Medium verd̈unnt und bei 28◦C bis zu einer Zelldichte von 1-2 x 107 Zellen/ml (bis maximal

OD600 = 1,0) gescḧuttelt. Nach Erreichen des optimalen Zelltiters wurden dieZellen durch Zen-

trifugieren (3.200 Upm, 10 min, 4◦C) geerntet, einmal mit 25 ml SCS gewaschen und in 2 ml

SCS mit 2,5 bis 5 mg/ml Novozym resuspendiert. Die in diesem Puffer bei Raumtemperatur ab-

laufende Protoplastierung kann mikroskopisch verfolgt werden, da die zigarrenförmigen Zellen

nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form einnehmen. Waren etwa 1/3 der Zellen abgerundet

(5-15 min), wurden 10 ml eiskaltes SCS zugegeben und die Protoplasten durch 10min̈utige Zen-

trifugation bei 2.300 Upm (4◦C) pelletiert. Um das Novozym vollständig zu entfernen, wurde

dieser Waschgang zweimal wiederholt. Anschliessend wurdemit eiskaltem 10 ml STC gewa-

schen und das Pellet danach in einem Volumen von 0,5 ml eiskaltem STC aufgenommen. Die

so behandelten Protoplasten können 3-4 h auf Eis oder aliquotiert bei -80◦C mehrere Monate

aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 50µl Protoplasten mit 1-5µl linearisierter Plasmid-

DNA (ca. 5 µg) und 1µl Heparin-L̈osung f̈ur 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von

0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere Inkubation von 15 min auf Eis. Anschliessend wurde der

gesamte Transformationsansatz auf einer kurz zuvor mit Top-Agar überschichteten Regenerati-

onsagarplatte ausgestrichen. Nach 2 bis 5 Tagen Inkubationbei 28◦C wurden die gewachsenen

Kolonien mit Zahnstochern auf antibiotikahaltigen PD-Platten vereinzelt.

SCS:

20 mM Na-Citrat, pH 5,8

1 M Sorbitol

in H2Obid., sterilfiltriert.

STC:

10 mM Tris-Cl, pH 7,5

100 mM CaCl2
1 M Sorbitol

in H2Obid., sterilfiltriert.

STC/PEG:

15 ml STC

10 g PEG4000
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Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit:

Für das Erstellen einer Wachstumskinetik wurden Zellen einer exponentiellenÜbernachtkul-

tur (OD600 ≈ 1,0) pelletiert (8.500 Upm, 5 min, RT), in frischem Medium auf eine OD600

≈ 0,05 resuspendiert und erneut bei 28◦C und 200 Upm inkubiert. Die Messung der OD600 im

28◦C-Raum erfolgte stündlichüber einen Zeitraum von mindestens 7 h. Für die Berechnung der

Wachstumsgeschwindigkeit wurde eine Ausgleichsgerade durch die halblogarithmische Dar-

stellung der Meßwerte gelegt. Die Verdopplungszeit (in Minuten) entspricht dem Kehrwert der

Steigung dieser Geraden.

Test auf filamentöses Wachstum:

U. maydis-Sẗamme wurden in CM-Flüssigmedium bei 28◦C bis zu einer OD600 ≈ 1,0 ange-

zogen. Die Zellen wurden pelletiert (13.000 Upm, 1 min, RT) und in H2Obid. so aufgenom-

men, dass die Zelldichte bei OD600 ≈ 3,0 lag. Bei Ko-Inokulationen wurden gleiche Volu-

mina beider Kreuzungspartner in einem Eppendorf-Reaktionsgef̈aß gemischt. F̈ur die Stimu-

lation des filamenẗosen Wachstums von CL13 und entsprechenden Derivaten durch syntheti-

sches a2-Pheromon wurde dieses mit H2Obid. auf 5µg/ml verd̈unnt, und diese L̈osung in einem

Eppendorf-Reaktionsgefäß 1:1 mit der Pilzsuspension vermischt. Von jedem Ansatz wurden 3-

5 µl auf eine CM-CC-Platte getropftDie Platte wurde für 24-48 h bei 21◦C unter Luftabschluss

inkubiert.

Pheromonstimulation in Flüssigkultur:

Für die Behandlung mit synthetischem Pheromon wurden die Zellen in CM-Fl̈ussigmedium

bis zu einer OD600 ≈ 0,8 angezogen. Jeweils 3 ml Kultur wurden in einem 15 ml-Röhrchen

(Greiner) pelletiert (8.500 Upm, 5 min, RT) und in 3 ml frischem CM-Medium mit 2,5µg/ml

synthetischem Pheromon (in DMSO) bzw. 0,1 % (v/v) DMSO resuspendiert. Die Inkubation

erfolgte f̈ur 4-6 h bei 28◦C und 20 Upm auf einem Drehrad (Eppendorf).

Behandlung mit externem cAMP:

Für die Stimulation mit externem cAMP wurde eine CM-Übernachtkultur 1:1000 in reines bzw.

cAMP-haltiges CM-Mediumüberimpft (6 mM cAMP, in CM gel̈ost und sterilfiltriert). Die

Inkubation erfolgte f̈ur 18 h bei 28◦C und 200 Upm.

Fluorimetrische Messung in Ganzzell-Suspensionen:

Da z.B. Tetrazyklin und seine Derivate eines starke Autofluoreszenz aufweisen, wurden die

Zellen zun̈achst einmal mit H2Obid. gewaschen und anschließend in H2Obid. auf eine OD600 ≈

0,3 resuspendiert. Gemessen wurde die Fluoreszenz von jeweils 200µl Zellsuspension in einer

96er-Mikrotiterplatte (Greiner) an einem TECAN Saphire Fluoreszenzscanner (Anregungswel-

lenlänge 485 nm, Emissionswellenlänge 520 nm, Bandweite 7,5 nm bei Anregung und Emis-
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sion). Die Daten wurden nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz einer H2Obid.-Kontrolle auf

die OD600 normalisiert. Soweit nicht anders vermerkt, entsprechen die angebildeten Werte den

Mittelwerten bzw. Standardabweichung aus Triplikatbestimmungen.

Infektionsexperimente:

Als Pathogeniẗatstest wurde eine Spritzinfektion verwendet, bei der 200-250µl einer Pilzsus-

pension in das Innere des Blattwirtels 7 Tage alter Maispflanzen injiziert wurde. Die entspre-

chenden Sẗamme wurden in YEPSL-Flüssigmedium bis zu einer OD600 ≈ 0,8 angezogen, durch

Zentrifugation (3000 Upm, 5 min, RT) pelletiert und in H20bid. aufgenommen (OD600 ≈ 3,0).

Die kompatiblen Sẗamme wurden vor der Infektion 1:1 gemischt. Die Bonitur erfolgte 7 und 14

Tage nach Infektion.

Mikroskopie und Bildverarbeitung:

Die zellmorphologische Betrachtung vonU. maydiserfolgte an einem Lichtmikroskop (Axio-

phot, ZEISS) mittels Nomarski-Optik. Für Licht (DIC)- und Fluorszenz-Mikroskopie wurde

ein 100faches Plan-Apochromat Objektiv (ZEISS) mit 1,4 numerischer Apertur verwendet. 5

µl einer exponentiell wachsenden Kultur (OD600 ≈ 0,3) wurden zur Analyse auf Objektträger

getropft. F̈ur die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden Filter mit folgendem Anregungs- und Emis-

sionsspektrum eingesetzt: Gfp, 450-490 nm und 515-565 nm. Digitale Aufnahmen wurden mit

einer hochaufl̈osenden CCD-Kamera (CoolSNAP-HQ, Photometrics) aufgenommen, welche

durch das Programm MetaMorph (Universal Imaging) gesteuert wurde. Die Nachbearbeitung

der Bilder (Bildausschnitt, Kontrastverstärkung, Maßstabsskalierung) erfolgte mit MetaMorph

und Photoshop 6.0 (Adobe).

4.3 Molekularbiologische Standard-Methoden

Standardtechniken, wie z.B. Aufreinigung, Fällung und elektrophoretische Auftrennung von

DNA, oder Klonierungstechniken sind bei Ausubelet al. (1987) und Sambrooket al. (1989)

beschrieben.

4.3.1 Die Bestimmung der Konzentration von Nukleins äuren

Die Konzentration von Nukleinsäuren wurde photometrisch bestimmt. Bei einer Schichtdicke

von 1 cm entspricht OD260 = 1 einer Konzentration von 50µg/ml doppelstr̈angiger DNA, 33

µg/ml einzelstr̈angiger DNA, bzw. 40µg/ml RNA. Als Maß f̈ur die Reinheit der Desoxyri-

bonukleins̈auren diente der Quotient aus A260 zu A280. Für reine DNA und RNA sollte er
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bei etwa 1,8 liegen. Niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen mit Proteinen hin, höhe-

re Werte auf Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern. Die Messungen erfolgten in einem

BioSpec UV-Spektralphotometer (Amersham) bzw. NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

(NanoDrop-Technologies).

4.3.2 Die Isolierung von Nukleins äuren

Präparation von Plasmid-DNA ausE. coli:

Die Isolierung erfolgte durch
”
Lyse durch Kochen“ nach Sambrooket al. (1989). 1,5 ml einer

E. coli-Übernachtkultur wurden pelletiert (13.000 Upm, 30 sec, RT). Das Zellpellet wurde in

300 µl STET resuspendiert, nach Zugabe von 20µl Lysozym-Lösung kr̈aftig gescḧuttelt und

anschliessend 40 sec bei 95◦C in einem Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierten Zellenre-

ste und die denaturierte genomische DNA wurden 15 min bei 13.000 Upm abzentrifugiert und

danach mit einem sterilen Zahnstocher aus der wässrigen L̈osung entfernt. Die Reinigung der

Plasmid-DNA erfolgte durch F̈allung mit 40µl 3 M Na-Acetat, pH 5,3 und 400µl Isopropanol

bei RT für 5 min und anschliessender Zentrifugation für 5 min bei 13.000 Upm. Das Pellet wur-

de mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trocknen in 200µl TE-Puffer mit 20µg/ml RNase A

aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es routinemässig, aus 1,5 ml̈Ubernachtkultur etwa

50µg Plasmid-DNA zu isolieren.

STET:

50 mM Tris-Cl, pH 8,0

50 mM Na2-EDTA

8% (w/v) Saccharose

5% (v/v) Triton X-100

in H2Obid.

Lysozym-L̈osung:

10 mg/ml Lysozym

10 mM Tris-Cl, pH 8,0

in H2Obid.

DNA-Isolierung aus U. maydis:

Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman und Winston, (1987). Dabei wurden 1,5 ml einer

Übernachtkultur in YEPSL-Flüssigmedium wurden zusammen mit 0,3 g Glasperlen in einem 2

ml Eppendorf-Reaktionsgefäss pelletiert (13.000 Upm, 30 sec, RT), derÜberstand abgegossen

und das Pellet in 400µl Ustilago-Lysispuffer und 400µl TE-Phenol/Chloroform aufgenommen.

Die Proben wurden für 10 min auf einem Vibrax-VXR Scḧuttler (IKA) gescḧuttelt. Nach Pha-

sentrennung (13.000 Upm, 5 min, RT) wurden 400µl desÜberstands in ein neues Eppendorf-

Gef̈assüberf̈uhrt und mit 1 ml Ethanol gefällt. Nach Zentrifugation (13.000 Upm, 30 sec, RT)

wurde das Pellet in 50µl TE mit 20µg/ml RNAse A aufgenommen, bei 50◦C resuspendiert und

bei -20◦C aufbewahrt.
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Ustilago-Lysispuffer:

50 mM Tris-Cl, pH 7,5

50 mM Na2-EDTA

1% (w/v) SDS

in H2Obid.

TE-Phenol/Chloroform:

Mischung aus gleichen Teilen Phenol (mit TE-

Pufferäquilibriert) und Chloroform

RNA-Isolierung nach der Trizol R©-Methode:

Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Invitrogen und wurde zur Präparation von

Gesamt-RNA ausU. maydis-Flüssigkulturen verwendet: 2 ml Zellkultur (OD600 ≈ 0,5) wurden

pelletiert (3.500 Upm, 5 min, RT), der̈Uberstand verworfen und das Pellet in flüssigem Stick-

stoff schockgefroren (ggf. Aufbewahrung bei -80◦C). Auf das tiefgefrorene Zellpellet wurde 1

ml Trizol pipettiert, dieser Ansatz kurz gevortext und nachZugabe von ca. 0,3 g Glasperlen

(150212 microns; Sigma) für 5 min auf einer Retsch-Kugelm̈uhle bei 30 Hz aufgeschlossen.

Nach Inkubation bei RT f̈ur 5 min wurden 200µl Chloroform zugegeben. Die Ansätze wurden

anschließend kurz gevortext und 2-3 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 Upm,

4◦C, 15 min) wurde die ẅassrige Phase abgenommen, in ein frisches Reaktionsgefäßüberf̈uhrt

und nach Zugabe von 500µl Isopropanol 10 min bei RT gefällt. Nach einer erneuten Zentri-

fugation (13.000 Upm, 4◦C, 10 min) wurde die pelletierte RNA mit 75% Ethanol gewaschen

und erneut zentrifugiert (13.000 Upm, 4◦C, 5 min). DerÜberstand wurde verworfen und das

Pellet f̈ur 5 min bei RT getrocknet, anschliessend in 50µl Nuclease-freiem H2O (Ambion)

aufgenommen und für 10 min bei 55◦C resuspendiert. Eine Quantitäts- und Qualiẗatskontrol-

le erfolgte durch photometerische Messung am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer sowie

durch Analyse auf einem Agilent 2100-BioanalyzerR© (siehe Angaben des Herstellers).

4.3.3 Auftrennung und Nachweis von Nukleins äuren

Transfer von DNA (Southern-Blot):

Diese Methode ist modifiziert nach Southern, (1975). Der Transfer der aufgetrennten DNA-

Fragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-Blot. Hier-

bei wird die Transfer-L̈osung (20x SSC) aus einem Pufferreservoirüber Kapillarkr̈afte durch

das Gel hindurch in einen auf dem Gel platzierten Stapel Papierhandẗucher gesaugt. Die DNA-

Fragmente werden durch den Pufferstrom aus dem Gel eluiert und binden an die darüberlie-

gende Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Pharmacia Biotech). Vor dem Transfer wurde

das Agarosegel für jeweils 20 min in 0,25 M HCl, DENAT- und RENAT-L̈osung inkubiert,

um u.a. einen Teil der Purine abzuspalten und damit den Transfer großer DNA-Fragmente

zu erleichtern. Der Kapillar-Blot erfolgte in der Regelüber Nacht, mindestens jedoch für 4

h. Anschließend wurde die Membran 15 min getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung
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(1200mJcm−2) in einem StratalinkerR© (Stratagene) fixiert.

20x SSC:

3 M NaCl

0,3 M Na-Citrat*2H2O

in H2Obid.

pH-Wert mit HCl auf 7,0 einstellen.

DENAT-Lösung:

1,5 M NaCl

0,4 M NaOH

in H2Obid.

RENAT-Lösung:

1,5 M NaCl

282 mM Tris-HCl

218 mM Tris-Base

in H2Obid.

Der spezifische Nachweis immobilisierter Nukleins̈auren:

Genspezifische Sonden wurden durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP (DIG) ẅahrend

einer PCR markiert. Ein PCR-Ansatz enthielt 10- 100 pg Plasmid-DNA oder 100 ng genomi-

sche DNA, 5µl PCR-Puffer, 5µl PCR-DIG-Labeling-Mix (Roche, siehe Herstellerangaben),

jeweils 20 pmol der beiden Oligonukleotide und 0,5µl Taq-DNA-Polymerase (mit H2Obid. auf

50µl aufgef̈ullt). Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler PTC200 (MJResearch) analog

einem Standard-PCR-Ansatz.

Die Hybond-N+-Membranen (Amersham Pharmacia Biotech) wurden zur Absättigung der un-

spezifischen Bindungsstellen mit Southern-Hybridisierungspuffer f̈ur 20 min bei 62◦C pr̈ain-

kubiert. Nach Wechsel der Hybridisierungslösung wurde die f̈ur 5 min bei 95◦C denaturierte

Sonde zugegeben undüber Nacht bei 62◦C hybridisiert. Im Anschluß wurden die Filter für je

15 min bei 62◦C mit 2xSSPE+0,1%SDS, 1xSSPE+0,1%SDS und 0,1xSSPE+0,1%SDS gewa-

schen.

Für die Detektion wurde die Membran bei Raumtemperatur unter langsamem Schwenken in

folgenden L̈osungen inkubiert: 5 min DIG-Waschpuffer, 30 min DIG2-Lösung, 30 min DIG2-

Antikörper-L̈osung (1:20.000 Anti-Digoxigenin-AB Fab-Fragmente (Roche) in DIG2-Lösung)

und zweimal 20 min in DIG-Waschpuffer. Danach wurde die Membran für 5 min in DIG3-

Lösungäquilibriert und anschließend für 5 min in Chemilumineszenz-Lösung (1:100 CDP-Star

(Roche) in DIG3-L̈osung) inkubiert. Die Membran wurde luftblasenfrei in einen Plastikbeutel

eingeschweißt und gemeinsam mit einem Film in einer lichtdichten Kassette verschlossen. Nach

einer Expositionszeit von durchschnittlich 10 min wurde der Film entwickelt.

Southern-Hybridisierungspuffer:

50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0

50 mM PIPES

100 mM NaCl

1 mM Na2-EDTA

5% (w/v) SDS

in H2Obid.

Southern-Waschpuffer:

1x SSC

0,1% (w/v) SDS

in H2Obid.
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DIG1-Lösung:

0,1 M Maleins̈aure

0,15 M NaCl

in H2Obid.

pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellen.

DIG2-Lösung:

2% (w/v) Magermilchpulver

in DIG1-Lösung

DIG-Waschpuffer:

0,3% Tween-20

in DIG1-Lösung

DIG3-Lösung:

0,1 M Tris-HCl

0,1 M NaCl

in H2Obid.

pH-Wert mit NaOH auf 9,5 einstellen.

4.3.4 Sequenz- und Strukturanalyse

Sequenzierung von DNA:

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Zentralabteilung DNA am Max-Planck-Institut f̈ur

Züchtungsforschung (MPIZ) in K̈oln durchgef̈uhrt. Verwendet wurden dort Sequenzierauto-

maten AbiPrism 377, 3100 und 3730 (Applied Biosystems) sowiedas Sequenzier-Kit BigDye-

Terminator v3.1 (Applied Biosystems).Die erhaltenen Datenwurden mit den Programmen SE-

QUENCHER4.1 (Genecodes) oder CLONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Central)

ausgewertet.

Sequenz- und Strukturanalyse:

SEQUENCHER 4.1 (Genecodes) zur Bearbeitung von Sequenz-Rohdaten und zumVergleich

von DNA-Sequenzen.

DNA-STRIDER 1.3 (Douglas, 1995) zur Erstellung und zur Bearbeitung von Plasmid- und

genomischen Sequenzen; wichtig vor allem zur Vorbereitungvon Klonierungsschritten.

CLONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Central) zur Erstellung und Bearbeitung

von Plasmid- und genomischen Sequenzen, zum erstellen von Primern und zeichnen von gene-

tischen Karten. BLAST2 (Altschul et al., 1990; Altschulet al., 1997; Gish und States, 1993)

zur Identifikationähnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in denöffentlichen Datenbanken.

PESTFIND (https://emb1.bbc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/) zurIdentifikation von

PEST-Sequenzen. SCANPROSITE (http://www.expasy.org/tools/scanprosite/) zur

Identifikation putativer Modifikationsstellen. MEME (Bailey und Elkan, 1994;

http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html) zur Identifikation wiederkehrender Sequenz-

motive. MAST (Bailey und Gribskov, 1998; http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html)

zur Suche nach vorgegebenen Sequenzmotiven. MFOLD (Zuker, 2003;

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/dna/form1.cgi/) zur Bestimmung von Sekun-

darstrukturen in qPCR-Amplifikaten. WEBLOGO (Version 2.8.2) zur graphischen Abbildung

eines Sequenzvergleichs.
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Die durch MEME ermittelte positionsspezifische Matrix (Position-specific scoring matrix) der

PRE-Konsensussequenz, welche für die anschließende MAST-Analyse verwendet wurde, lau-

tet:
ALPHABET= ACGT

log-odds matrix: alength= 4 w= 15
-16 33 72 -261

-203 -367 33 129
-62 -35 -367 134

-1229 188 -367 -261
-1229 191 -267 -1229
-1229 197- 1229 -1229
-1229 -1229 -1229 203
-1229 -1229 -1229 203
-1229 -1229 -1229 203
-1229 -367 194 -1229
-162 -1229 -1229 191
-203 14 -67 103
-361 137 -109 -29

19 -35 -109 71
-29 3 -167 91

4.3.5 PCR-Techniken

Standard-PCR-Ans̈atze:

Die Methode ist modifiziert nach Inniset al. (1990). Ein typischer PCR-Ansatz enthielt etwa

10 ng Matrizen- DNA, zwei sequenzspezifische Oligonukleotide (f.c. 1µM) und 125µM (f.c.)

dNTPs (d.h. je 200µM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) in PCR-Puffer. Standardmäßig wurden

die Reaktionen in einem Volumen von 50µl durchgef̈uhrt, zur Vermeidung von Kontaminatio-

nen wurden Pipettenspitzen mit Filtereinsatz benutzt. Bei einer Amplifikatlänge von unter 1 kb

sah ein typisches Protokoll folgendermaßen aus:

Denaturierung bei 94◦C für 2 min, Zugabe von 1-2 U Taq Dna-Polymerase (Hot Start), De-

naturierung bei 94◦C für 1 min, 30 Zyklen mit jeweils 30 sec Denaturierung bei 94◦C, 30 sec

Anlagerung bei 65◦C und 1 min Elongation bei 72◦C, mit einer abschließenden Elongations-

phase von 10 min bei 72◦C. Bei der Herstellung längerer Amplifikate wurde die Elongationszeit

entsprechend angepasst. Die Reaktionen erfolgten im Thermocycler (PTC 100 oder PTC 200,

MJ Research).

qPCR:

Für eine qPCR wurde Gesamt-RNA zunächst mit Turbo DNase I (TURBO DNA-freeTM-Kit,

Ambion; siehe Herstellerprotokoll) für 30 min bei 37◦C behandelt und anschließend nach

RNeasy-Protokoll (Qiagen, siehe 4.3.3) aufgereinigt, um DNA-Kontaminationen zu entfernen.

Quantifzierung und Qualitätskontrolle erfolgten photometrisch mit einem NanoDrop ND-1000

Spectrophotometer (NanoDrop-Technologies) bzw. auf einem Agilent 2100-BioanalyzerR©.
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Für die anschließende Reverse Transkription wurde das SuperScript R© III First-Strand Synthe-

sis SuperMix-Kit (Invitrogen) nach Herstellerprotokoll verwendet. Eingesetzt wurden 0,5-1µg

DNaseI-behandelter RNA sowie 1µl einer 1:1-Mischung der enthaltenen Oligonukleotide Oli-

go(dT)20 und Random Hexamers (siehe Herstellerprotokoll).Die Inkubation erfolgte 10 min

bei 25◦C, 50 min bei 42◦C und 5 min bei 85◦C in einem Thermocycler (PTC 100 oder PTC

200, MJ Research). Nach Zugabe von 1µl RNaseH (2U/µl) wurde die Reaktion nochmals für

20 min bei 37◦C inkubiert. Die synthetisierte cDNA wurde mit Nuklease-freiem H20 (Ambion)

1:5 verd̈unnt und bei 20◦C gelagert.

qPCR-Experimente wurden mit Hilfe des Platinum SYBRR© Green qPCR SuperMix-

UDG-Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben durchgeführt. Das Design der verwende-

ten Primer erfolgte nach Anleitung der Firma BioRad, wobei möglicherweise sẗoren-

de Sekund̈arstrukturen der Amplikate mit Hilfe der MFOLD-Anwendung (Zuker, 2003;

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/dna/form1.cgi/) ausgeschlossen wurden. Um si-

cherzustellen, dass die qPCR-Reaktion in einem linearen Amplifikationsbereich ablaufen, wur-

den jeweils 5µl von insgesamt drei 1:5-Verdünnungsstufen der cDNA eingesetzt. Als Referenz-

farbstoff diente 1µM (f.c.) Fluorescein (BioRad). Die Reaktionen erfolgten in einem BioRad-

iCycler-System unter der Verwendung des folgendes Programms: 95◦C für 2 min, 45 Zyklen

für 30 s bei 95◦C, 30 s bei 59◦C und 30 s bei 72◦C. Im Anschluß hieran wurde die Spezifität

der Amplifikation anhand einer Schmelzkurve durch schrittweise Steigerung der Temperatur

um jeweils 0,2◦C überpr̈uft.

Um die Ergebnisse verschiedener Experimente vergleichen zu können, wurde bei der Kalkula-

tion der Ct-Werte (Threshold Cycle) in allen Experimenten manuell der gleiche Ausschlusswert

festgelegt (100). Mit Hilfe der BioRad-Software Version 3.0awurde daraufhin f̈ur jede Re-

aktion die Zyklenzahl bestimmt, zu der die Fluoreszenz erstmals signifikanẗuber diesen Aus-

schlusswert steigt.

Die Berechnung der relativen Expressionswerte erfolgte manuell unter Anwendung folgender

Formel (Pfaffl, 2001): EZielgen

EReferenzgen

= eβ·CtReferenzgen−α·CtZielgen

EZielgen und EReferenzgen entsprechen dabei den Expressionswerten der nachgewiesenen Gene,α

undβ der Amplifikationseffizienz des jeweiligen Primerpaares und CtZielgen bzw. CtReferenzgen

den f̈ur die Gene erhaltenen Ct-Werten. Die Effizienz der jeweiligen Primerpaare wurde anhand

einer abgeleiteten Formel aus den verschiedenen Verdünnungsstufen berechnet:

α = ln
EVerdünnung1

EVerdünnung2

/CtVerdünnung2 − CtVerdünnung1
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ln
EVerdünnung1

EVerdünnung2
entspricht dabei dem natürlichen Logarithmus des Verdünnungfaktors (hier ln0,2)

und CtVerdünnung2 bzw. CtVerdünnung1 den f̈ur die Verd̈unnungsstufen erhaltenen Ct-Werten. Ab-

schließend wurde der Mittelwert der relativen Expressionswerte (EZielgen/EReferenzgen) der drei

cDNA-Verdünnungsstufen berechnet. Als Referenzgen diente das konstitutiv exprimierte Gen

ppi (Peptidylprolyl-Isomerase; Basseet al., 2002).

Folgende Oligonukleotide wurden für die qPCR verwendet:

für prf1:

RT-prf1-F (SL57; TCGGTAGAACGAGCTGTGATG)

RT-prf1-R (SL58; CTGTTGGACGATGTTGGAGTTG)

für bE:
RT-bE-F (GCACAACACCTTCCATTGAC)
RT-bE-R (ACTGCTCCCGAATGTACTG)
(M. Scherer, pers̈onliche Mitteilung)

für ppi:
RT-ppi-F (ACGCCGATTCACTTCGTC)
RT-ppi-R (TCTTGGCAGTCTTGGGAAC)
(M. Vraněs, pers̈onliche Mitteilung)

4.4 Microarray-Analysen

4.4.1 Wachstumsbedingungen

Alle Stämme, von denen Microarray-Analysen durchgeführt wurden, wurden dafür in Array-

minimalmedium angezogen und mit Tetrazyklin (A) bzw. synthetischem a2-Pheromon behan-

delt (siehe 4.1.1). Unbehandelten Kulturen wurden entsprechende Mengen des Lösungsmittels

EtOH bzw. DMSO zugesetzt, und die Zellen stets bei OD600 ≈ 0,3-0,4 geerntet. (A) F̈ur die

Tetrazyklin-Behandlung wurde Zellen einer exponentiell wachsenden Vorkultur (0 bzw. 100

µg/ml Tc; OD600 ≈ 0,1-0,2) pelletiert (8000 Upm, RT) und in 12 ml frischem Medium mit

entsprechender Antibiotika-Konzentration resuspendiert, wobei eine OD600 ≈ 0,25 eingestellt

wurde. Anschließend wurden die Zellen für weitere 6h bei 28◦C und 200 Upm inkubiert. Zur

Überpr̈ufung der Behandlung wurden 500µl der Kultur pelletiert (13.000 Upm, 1 min, RT),

in 1 ml H2Obid. resuspendiert und im Fluorimeter vermessen (siehe 4.2.2).(B) Für die Phe-

romonbehandlung wurden Zellen einer exponentiell wachsenden Vorkultur (OD600 ≈ 0,1-0,2)

pelletiert (8000 Upm, RT)und in 12 ml frischem Medium auf eine OD600 ≈ 0,1 resuspendiert.

Anschließend wurde die Zellen für weitere 6h bei 28◦C und 200 Upm inkubiert. Die Zugabe

von synthetischem a2-Pheromon bzw. DMSO erfolgte im 28◦C-Raum, wobei die Kultur zuvor

in 15 ml-Röhrchen (Greiner) auf 2x 4 ml aufgeteilt wurde (OD600 ≈ 0,3-0,4). Anschließend

wurden die Zellen f̈ur 75 min bei 28◦C auf einem Drehrad (20 Upm, Eppendorf) inkubiert.

Zur Überpr̈ufung der Behandlung wurde die beginnende Konjugationshyphenbildung der phe-

romonbehandelten Zellen lichtmikroskopisch bestätigt. (A) und (B) F̈ur die Zellernte wurden 2
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ml Kultur in Eppendorfreaktionsgefäßen zentrifugiert (13.000 Upm, 1 min, RT), derÜberstand

entfernt und das verbleibende Pellet in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Pellets bei -80◦C gelagert.

4.4.2 RNA-Isolierung und -Aufreinigung

RNA-Isolierung:

Für Microarray-Analysen wurde Gesamt-RNA stets nach der Trizol-Methode isoliert (siehe

Kapitel 4.3.2).

RNA-Aufreinigung nach RNeasy MinElute Cleanup-Protokoll (Qiagen):

100µl gelöste RNA wurden mit 350µl Puffer RLT und 250µl 100% EtOH gemischt. Dieser

Ansatz wurde auf eine RNeasy-Säule pipettiert und f̈ur 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifu-

giert. Nach Zugabe von 500µl Puffer RPE wurde die S̈aule erneut f̈ur 15 sec bei 10.000 Upm,

RT zentrifugiert. Nach Zugabe von 500µl 80%EtOH wurde die S̈aule f̈ur 2 min bei 10.000

Upm, RT zentrifugiert. Anschließend wurde die Säule mit gëoffnetem Deckel f̈ur 2 min bei

10.000 Upm, RT zentrifugiert, um das Säulenmaterial zu trocknen. Zur Elution der RNA wur-

den 14µl Nuclease-freies Wasser (Ambion) auf die Matrix pipettiert und die S̈aule f̈ur 1 min

bei 10.000 Upm zentrifugiert. Die Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Qiagen. Die

Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

4.4.3 Synthese und Aufreinigung von cDNA und cRNA

Alle nachfolgenden Amplifikationsschritte sind im
”
GeneChipR© Expression Analysis Technical

Manual“ der Firma Affymetrix beschrieben.

Ein-Schritt-Amplifikation:

Für die Synthese eines cDNA-Erststranges wurden 5µg gereinigte RNA (nach photometrischer

Konzentrationsbestimmung) und 100 pmol T7(dT)-Primer in einem Volumen von 20µl f ür 10

min bei 70◦C inkubiert. Nach Abzentrifugieren wurde der Ansatz auf Eisgestellt, mit 4µl 5x

Erststrang-Puffer, 2µl 0,1 M DTT und 1µl 10 mM dNTP-Mix versetzt und f̈ur 2 min bei 50◦C

inkubiert. Nach Zugabe von 2µl SuperScript II RT (Gibco) wurde die Mischung für 1 h bei

50◦C inkubiert. F̈ur die Zweitstrang-Synthese wurde der oben beschriebene Ansatz mit 91µl

H2O, 30µl 5 x Zweitstrang-Puffer, 3µl 10 mM dNTP-Mix, 1µl E. coli-DNA-Ligase (10 U/µl),

4 µl E. coli-DNA-PolymeraseI (10 U/µl) und 1µl E. coli-RNaseH (2 U/µl) versetzt und f̈ur 2

h bei 16◦C inkubiert. Anschließend wurden 2µl T4-DNA-Polymerase (5 U/µl) zugegeben, der

Ansatz f̈ur weitere 5 min bei 16◦C inkubiert und die Reaktion mit 10µl 0,5 M EDTA gestoppt.
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Diese Methode orientiert sich an den Protokollen der FirmenAffymetrix und Invitrogen. Die

Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem jeweiligen Protokoll hervor.

cDNA-Aufreinigung:

600 µl cDNA-Bindepuffer wurden zu 162µl cDNA gegeben, der Ansatz kurz gevortext und

auf eine cDNA-Reinigungssäule gegeben. Nach Zentrifugation für 1 min bei 10.000 Upm (RT)

wurde die S̈aule mit 750µl cDNA-Waschpuffer gewaschen und erneut für 1 min bei 10.000

Upm (RT) zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates wurde die S̈aule f̈ur 5 min bei 13.000

Upm (RT) zentrifugiert. Die Elution der cDNA erfolgte mit 14µl cDNA-Elutionspuffer und

einmin̈utige Zentrifugation bei 13.000 Upm (RT). Eine Qualitätskontrolle der cDNA erfolgte

auf einem Agilent 2100-BioanalyzerR©. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma

Qiagen. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Synthese/in vitro-Transkription:

Die in vitro-Transkription erfolgte mit dem BioArray-HighYield-RNA Transcript Labelling Kit

(Enzo). Dabei wurde 5µl cDNA mit 4 µl 10x HY-Puffer, 4µl 10x Biotin-markierten Ribo-

nukleotiden, 4µl 10x DTT, 4µl 10x RNase-Inhibitoren und 2µl 20x T7-RNA-Polymerase in

einem Gesamtvolumen von 40µl versetzt. Die Komponenten wurden kurz gevortext, abzentri-

fugiert und anschließend bei 37◦C für 16 h inkubiert. Nach jeweils 30 min wurde der Ansatz bei

750 Upm f̈ur 30 sec gescḧuttelt. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Enzo.

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

cRNA-Aufreinigung:

60µl H2O wurden zu derin vitro-Transkriptionsreaktion pipettiert und für 3 sec gevortext. Der

Ansatz wurde mit 350µl IVT-cRNA-Bindepuffer versetzt und erneut für 3 sec gevortext. An-

schließend wurden 250µl 100% EtOH zugegeben und die Lösung durch Pipettieren gemischt.

Dieser Ansatz wurde auf IVT-cRNA-S̈aulen aufgetragen und für 15 sec bei 10.000 Upm, RT

zentrifugiert. Nach Zugabe von 500µl IVT-cRNA-Waschpuffer wurden die S̈aulen erneut f̈ur

15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Es wurden dann 500µl 80% EtOH zugegeben und die

Säule erneut f̈ur 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates wurde

die S̈aule f̈ur 5 min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Zur Elution der cRNAwurden 11µl

H2O auf die Matrix pipettiert, die S̈aule f̈ur 1 min bei RT inkubiert, f̈ur 1 min bei 13.000 Upm,

RT zentrifugiert, erneut mit 10µl H2O versetzt, erneut für 1 min bei RT inkubiert und f̈ur 1

min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Eine Qualitätskontrolle der cRNA erfolgte auf einem

Agilent 2100-BioanalyzerR© und durch photometrische Messung. Diese Methode orientiert sich

am Protokoll der Firma Qiagen. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem

Protokoll hervor.
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cRNA-Fragmentierung:

Für die cRNA-Fragmentierungsreaktion wurden 20µg cRNA mit 8 µl Mg2+-haltigem 5x

Fragmentations-Puffer und Nuklease-freiem H2O (Ambion) in einem Gesamtvolumen von 40

µl gemischt. Dieser Ansatz wurde 35 min bei 94◦C inkubiert und anschließend auf Eis ge-

halten. Eine Qualiẗatskontrolle der fragmentierten cRNA erfolgte auf einem Agilent 2100-

BioanalyzerR©. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Affymetrix. Die Zusam-

mensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokoll hervor.

4.4.4 Microarray-Hybridisierung und Detektion

Array-Hybridisierung:

30 µl der fragmentierten cRNA wurden mit 5µl des Kontroll-Oligo B2, 15µl 20x Hybridi-

sierungskontrollen, 3µl Heringssperma-DNA (10 mg/ml), 3µl BSA (50 mg/ml), 150µl 2x

Hybridisierungpuffer und Nuklease-freiem H2O (Ambion) in einem Gesamtvolumen von 300

µl gemischt (
”
Standard Array“). Dieser Cocktail wurde für 5 min bei 99◦C erhitzt, dann f̈ur 5

min bei 45◦C inkubiert und 5 min bei 13.000 Upm, RT abzentrifugiert. 200µl davon wurden

in den Microchip pipettiert, der zuvor mit 200µl 1x Hybridisierungspuffer bei 45◦C für 10

min äquilibriert worden war. Nach Verschließen der Chip-Septenmit Klebepunkten wurde der

Chip bei 45◦C und 60 Upm f̈ur 16-18 h hybridisiert. Diese Methode orientiert sich am Protokoll

der Firma Affymetrix. Die Zusammensetzung der verwendetenPuffer geht aus dem Protokoll

hervor.

Array-Detektionsreaktionen:

Nach der Hybridisierung wurde der Chip entleert und mit 300µl Waschpuffer A bef̈ullt. Die

Nachweisreaktionen wurden mit einem SAPE-Mix, bestehend aus 300µl 2x MES-Puffer, 24µl

BSA (50 mg/ml), 6µl Streptavidin-Phycoerythrin (1 mgl/ml) und Nuklease-freiem H2O (Am-

bion) in einem Gesamtvolumen von 600µl, sowie einer Antik̈orper-Mischung, bestehend aus

300µl 2x MES-Puffer, 24µl BSA (50 mg/ml), 6µl Ziegen-IgG (10 mgl/ml), 3,6µl biotiny-

lierterm Antikörper (0,5 mg/ml) und Nuklease-freiem H2O (Ambion) in einem Gesamtvolumen

von 600µl durchgef̈uhrt. Es wurde das Programm EuGE-WS2v4 für s̈amtliche Wasch- und De-

tektionsschritte verwendet. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Affymetrix.

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem jeweiligen Protokoll hervor.

Datenanalyse:

Nach Abschluss der Wasch- und Markierungsschritte wurden die Arrays mit Hilfe eines Ge-

neArray Scanners (Agilent/Affymetrix) bzw. eines Affymetrix GeneChip Scanners (Affyme-

trix) eingelesen. Das resultierende Bild wurde zunächst durch Verwendung des Programms
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AFFYMETRIX MICROARRAY SUITE 5.0 (Affymetrix) ausgewertet, normalisiert und die

Expressionswerte kalkuliert. Eine Auswertung der Transkriptom-Vergleiche wurde mit Hilfe

des Programm dChip 2004 (Li und Hung Wong, 2001) durchgeführt. Bei der vergleichen-

den Analyse der experimentellen Arrays mit den Kontrollarrays wurden Gene herausgefiltert,

die mindestens zweifach induziert oder reprimiert waren. Bei der Berechnung der faktoriel-

len Ver̈anderung der Genexpression wurde ein Vertrauensinterval von 90% (
”
lower confidence

bound of fold change2“) vorgegeben (Li und Hung Wong, 2001).
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BECHT, P., VOLLMEISTER, E., UND FELDBRÜGGE, M. (2005). Role for RNA-binding proteins impli-

cated in pathogenic development ofUstilago maydis. Eukaryot Cell4, 121-133.

91



Literaturverzeichnis
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EICHHORN, H. (2004) Pathogenitätsrelevante Signalkaskaden inUstilago maydis: Identifikation von

Zielgenen, Dissertation, Philipps-Universität Marburg, Marburg/Lahn.

EICHHORN, H., LESSING, F., WINTERBERG, B., SCHIRAWSKI, J., KÄMPER, J., MÜLLER, P. UND
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J. (2004). The induction of sexual development and virulence in the smutfungus Ustilago maydis

depends on Crk1, a novel MAPK protein.Genes Dev18, 3117-3130.

GATZ , C., UND QUAIL , P. H. (1988). Tn10-encoded tet repressor can regulate an operator-containing

plant promoter.Proc Natl Acad Sci U S A85, 1394-1397.

GILL , G., UND PTASHNE, M. (1988). Negative effect of the transcriptional activator GAL4.Nature334,

721-724.

GILLISSEN, B., BERGEMANN, J., SANDMANN , C., SCHROEER, B., BÖLKER, M., UND KAHMANN ,
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MANNHAUPT, G., GÜLDENER, U., MÜNSTERKÖTTER, M., HAASE, D., MEWES, H.-W., MAUCELI ,

E. W., DECAPRIO, D., WADE, C. M., BUTLER, J., YOUNG, S., JAFFE, D. D., CALVO , S., NUS-

BAUM , C., GALAGAN , J., UND BIRREN, B. (2006). Living in pretend harmony: the genome of the

biotrophic fungus Ustilago maydis.Nature444, 97-101 .

KELLEHER, R. J., 3RD, FLANAGAN , P. M.,UND KORNBERG, R. D. (1990). A novel mediator between

activator proteins and the RNA polymerase II transcription apparatus.Cell 61, 1209-1215.

KOJIC, M., KOSTRUB, C. F., BUCHMAN , A. R., UND HOLLOMAN , W. K. (2002). BRAC2 homolog

required for proficiency in DNA repair, recombination, and genome stabiliyin Ustilago maydis. Mol Cell

10, 2945-2953.

KOJIC, M., YANG, H., KOSTRUB, C. F., PAVLETICH , N. P., UND HOLLOMAN , W. K. (2003). The

BRAC2-interacting protein DSS1 is vital for DNA repair, recombination, andgenome stabiliy inUstilago

maydis. Mol Cell 12, 1043-1049.
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6 Anhang

6.1 Liste der pheromonregulierten Sondenreihen

Gene, f̈ur die mit mehreren korrespondieren Sondenreihen existieren, sind mehrfach aufgeführt.

MUMDB: http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.

Abkürzungen: p.p.,putative protein; h.p.,hypothetical protein; c.h.p.,conserved hypothetical

protein.

Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um00001 W20um209G h.p. -2
um00053 C35um171G probable 3-dehydroquinate dehydratase -2
um00072 W124um171G c.h.p. -3
um00102 W105um049G c.h.p. 5
um00108 C135um049G related to D-arabinitol 2-dehydrogenase -3
um00109 W140um049G probable DAK2 - dihydroxyacetone kinase -5
um00115 W25um022G probable BAT2 - branched-chain-amino-acid

transaminase (cytosolic)
-2

um00118 W35um022G probable UDP-glucose 6-dehydrogenase -30
um00141 W45um098G h.p. -4
um00144 W55um098G p.p. -3
um00158 W110um098G c.h.p. -6
um00208 C115um192G related to SRC1 - involved in sister chromatid -5

segregation
um00211 W130um192G c.h.p. -20
um00283 W40um208G c.h.p. -3
um00303 W30um283G h.p. 5
um00306 W42um283G h.p. 69
um00309 W55um283G c.h.p. 2
um00374 C65um280G probable DAL5 - Allantoate and ureidosuccinate

permease
-3

um00375 W60um280G c.h.p. -14
um00384 W15um280G h.p. 12
um00385 C5um280G p.p. 2
um00394 W96um166G p.p. 2
um00434 C65um165G p.p. 3
um00441 W40um165G h.p. 13
um00442 C37um165G h.p. 21
um00442 C39um165G h.p. 3
um00459 W85um164G related to Condensin complex subunit 3 -4
um00465 C60um164G h.p. -4
um00530 W10um286G c.h.p. 17
um00565 W85um110G probable CCT7 - component of chaperonin-

containing T-complex
3

um00576 W30um110G c.h.p. 2
um00577 W25um110G bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 60
um00578 C20um110G b locus protein W1 35
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um00638 C175um054G related to CDA2 - sporulation-specific chitin -19
deacetylase

um00652 W110um054G related to RNA helicase -2
um00736 W60um040G c.h.p. 2
um00747 W10um040G p.p. -16
um00756 W70um147G probable GDI1 - GDP dissociation inhibitor 3
um00775 W35um262G c.h.p. 2
um00783 W125um148G related to Heme oxygenase -2
um00857 W10um201G probable KRE6 - glucan synthase subunit -5
um00860 C100um020G c.h.p. 10
um00876 C30um020G related to SPR1 - exo-1,3-beta-glucanase -26

precursor
um00896 W15um094G kinesin motor protein 1 -11
um00897 C10um094G c.h.p. -4
um00904 W170um090G related to glucose regulated stress protein,

HSP70-like
2

um00946 W90um072G p.p. 4
um00955 C50um072G probable stearoyl-CoA desaturase -2
um00985 W40um150G c.h.p. -19
um00987 C25um150G related to YND1 - apyrase (NDPase/NTPase) -3
um01014 C85um106G c.h.p. 3
um01062 W25um107G probableVRG4 - Golgi GDP-mannose -3

transporter
um01070 W50um095G related to cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid

synthase
-4

um01073 W40um095G p.p. -39
um01082 W10um095G p.p. 2
um01114 W65um162G h.p. 3
um01187 W125um018G c.h.p. -3
um01213 W5um018G c.h.p. -3
um01234 C230um010G p.p. 3
um01262 W85um010G DNA polymerase X - putative 5
um01367 C70um179G probable alpha-adaptin C 5
um01422 C110um222G probable Lipase B precursor -3
um01428 W85um222G c.h.p. -2
um01435 C50um222G related to MCH4 - monocarboxylate transporter 2
um01437 W40um222G c.h.p. 3
um01438 C30um222G c.h.p. 16
um01473 W45um227G h.p. -3
um01479 C79um227G h.p. 2
um01479 C80um227G h.p. 3
um01518 W50um024G p.p. 7
um01531 C105um024G related to Importin 11 3
um01560 C75um089G related to kinesin -3
um01637 W20um159G probable YKT6 - SNARE protein for Endoplas-

mic Reticulum-Golgi transport
2

um01647 W110um135G related to CDC20 - cell division control protein -7
um01652 C85um135G c.h.p. 2
um01655 C65um135G related to lipase family -70
um01662 W35um135G related to BCK1 ser/thr protein kinase of the

MEKK family
2
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um01677 W110um122G h.p. -3
um01714 C145um119G probable monooxygenase 3
um01735 W65um119G probable GTP-binding protein rab-4b 2
um01755 C95um158G p.p. -8
um01759 W80um158G c.h.p. -3
um01785 W235um074G p.p. -20
um01804 C145um074G related to kynurenine/alpha-aminoadipate -4

aminotransferase mitochondrial precursor
um01826 C50um074G h.p. -39
um01843 W50um195G probable acetyl-CoA C-acyltransferase precursor -3
um01882 C40um056G related to multidrug resistance proteins -4
um01900 W125um228G c.h.p. 3
um01902 C117um228G c.h.p. 2
um01903 W116um228G related to succinyl-coa ligase [gdp-forming]

alpha-chain, mitochondrial precursor
-2

um01911 W90um228G related to alcohol dehydrogenase -3
um01951 W130um003G c.h.p. -2
um01958 W111um003G p.p. 5
um01959 W110um003G p.p. 6
um01974 W40um003G c.h.p. 3
um02010 C85um178G related to family II 2-keto-3-deoxy-D-arabino-

heptulosonate 7-phosphate synthase
-3

um02057 C25um168G probable STI1 - Hsp90 cochaperone 3
um02095 W50um012G p.p. -7
um02104 C5um012G probable Regulator of G-Protein Signaling 8

Protein
um02124 C36um060G c.h.p. -2
um02134 C9um060G related to mixed-linked glucanase precursor

MLG1
-3

um02151 W35um225G related to 2,5-diketo-D-gluconic acid reductase 3
um02158 C149um157G c.h.p. -2
um02167 W110um157G c.h.p. -2
um02189 C123um126G probable 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase,

mitochondrial precursor
-2

um02201 W65um126G c.h.p. -7
um02208 W30um126G probable acyl-CoA oxidase -4
um02247 W45um281G h.p. -3
um02255 C10um281G related to phosphatidic acid-preferring phospho-

lipase A1
2

um02256 W5um281G related to Cingulin -5
um02331 W155um044G MAP kinase 22
um02336 C135um044G c.h.p. 2
um02345 W102um044G p.p. -10
um02390 W5um026G related to alpha,alpha-trehalose-phosphate 2

synthase, 115 KD subunit
um02405 W145um091G c.h.p. 3
um02410 W120um091G h.p. 12
um02459 W10um033G related to neutral amino acid permease -8
um02483 W27um070G p.p. 2
um02494 C25um219G Rho2 GTP binding protein 3
um02508 C95um161G indole-3-acetaldehyde dehydrogenase -3
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um02542 C76um154G h.p. 2
um02585 C45um260G related to TPO1 - Vacuolar polyamine-H+ anti-

porter
-4

um02640 C25um138G c.h.p. -11
um02659 W116um153G h.p. -4
um02667 W75um153G probable Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A

transferase, mitochondrial precursor
-4

um02685 W15um282G c.h.p. -3
um02690 W40um177G h.p. -42
um02703 C165um175G probable FBP1 - fructose-1,6-bisphosphatase -3
um02717 C90um175G related to putative C2H2 transcriptional regulator 3
um02755 C10um174G c.h.p. 2
um02758 W95um036G related to Chitinase A precursor -196
um02803 W15um043G related to beta-1,3-glucan binding protein -84
um02804 C10um043G c.h.p. -6
um02811 C35um206G related to 2,3-diaminopropionate ammonia-lyase -4
um02835 W46um210G c.h.p. -4
um02844 W10um210G c.h.p. -2
um02954 C85um023G p.p. -3
um02981 C45um249G p.p. -6
um03047 C57um125G h.p. -2
um03069 C35um117G probable acetyl-CoA synthetase -2
um03116 C115um021G c.h.p. -4
um03133 W115um083G related to SMC4 - Stable Maintenance of -24

Chromosomes
um03144 W70um083G probable clathrin-associated adaptor complex

medium chain
11

um03172 W10um240G related to Zinc finger protein 12
um03172 W11um240G related to Zinc finger protein 27
um03234 C10um081G related to CDC5 - Serine/threonine-protein -11

kinase
um03239 C57um080G probable acetolactate synthase -2
um03252 W5um080G probable 26S proteasome regulatory subunit p58 2
um03262 C90um079G related to Separin -6
um03298 C85um078G probable ERG10 - acetyl-CoA C-acetyl-

transferase, cytosolic
2

um03305 C45um078G MAP kinase Kpp2 2
um03315 C30um077G serine/threonine protein kinase B-related Ukb1 4
um03317 C20um077G related to PRM1 - Pheromone-regulated multi-

spanning membrane protein
18

um03355 C25um076G related to ERV25 - component of the COPII-
coated vesicles

2

um03501 W30um113G probable DNA topoisomerase II -8
um03547 C15um013G p.p. -3
um03615 W15um272G related to Glucose oxidase 3
um03700 W65um130G probable DIP5 - Glutamate and aspartate per-

mease - able to mediate transport of other amino
acids

-2

um03704 W50um130G c.h.p. 3
um03756 W115um140G related to DNA helicase Fdhp -3
um03758 C100um140G B-type cyclin 1 -3
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um03776 C45um140G p.p. -66
um03783 C10um140G c.h.p. 3
um03791 C65um092G HEAT SHOCK 70 KD PROTEIN 2 2
um03807 W70um051G c.h.p. -4
um03924 W120um002G repellent protein 1 precursor 6
um03928 W140um002G related to serine/threonine protein kinase -54
um03929 W145um002G c.h.p. -4
um03935 C5um096G related to fructosyl amino acid oxidase -2
um03973 W35um055G related to serine/threonine protein kinase 3
um03977 W55um055G h.p. -3
um03980 C70um055G c.h.p. 3
um03982 C75um055G h.p. 3
um03987 W95um055G related to BRN1 - protein required for chromo-

some condensation
-6

um03992 C127um055G h.p. -2
um04000 ncp1 DNA binding protein Ncp1 3
um04016 C75um118G h.p. -20
um04019 W80um118G p.p. 4
um04060 C105um144G probable DIC1 - mitochondrial dicarboxylate

carrier
-12

um04065 C130um144G c.h.p. -4
um04172 W30um038G h.p. -4
um04172 W31um038G h.p. -3
um04175 C15um038G probable GCV2 - glycine decarboxylase P subu-

nit
-7

um04224 C85um027G related to Myosin-like protein NUF2 -8
um04249 C50um167G probable beta-adaptin 2
um04317 C50um226G c.h.p. 2
um04352 W80um008G probable MOB1 protein -3
um04362 W25um008G related to Cytochrome P450 8B1 -7
um04364 W15um008G probable EXG1 - Exo-1,3-beta-glucanase precur-

sor
-6

um04368 C150um145G related to endo-1,3(4)-beta-glucanase -169
um04370 C145um145G c.h.p. 2
um04386 C70um145G h.p. 17
um04393 W25um145G p.p. -9
um04403 W65um258G c.h.p. -45
um04411 W30um258G related to CEF1 - required during G2/M transiti-

on
3

um04414 W20um258G h.p. -12
um04415 C15um258G c.h.p. 2
um04417 C5um258G probable CRN1 - a coronin, that promotes actin

polymerization and crosslinking to microtubules
2

um04429 C75um030G probable histidinol-phosphate transaminase -2
um04448 W40um052G related to Myosin regulatory light chain 2-A,

smooth muscle isoform
-2

um04482 C15um268G h.p. 16
um04484 C5um268G related to choline-sulfatase 2
um04495 W55um217G probable COQ4 - responsible for restoring ubi-

quinone biosynthesis in coq4 mutant
-2

um04496 C51um217G related to Ceramide glucosyltransferase -2
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um04524 C65um232G related to Kinesin -2
um04533 C35um232G c.h.p. -2
um04571 C55um211G putative dioxygenase Ssp1 -5
um04578 W20um211G c.h.p. 3
um04579 C15um211G related to TRX2 - thioredoxin II 3
um04581 C110um212G p.p. 5
um04581 C111um212G p.p. 5
um04621 W95um015G p.p. -4
um04629 W55um015G acetyl-CoA carboxylase -10
um04646 W80um112G c.h.p. 3
um04655 C55um112G c.h.p. -2
um04697 CLUSTER27 c.h.p. 113
um04698 UG13-15m13-

73d11
c.h.p. 30

um04727 W95um259G related to Kinesin-like protein KIF23 -4
um04764 W5um278G h.p. 2
um04771 C22um278G related to potassium:hydrogen antiporter 2
um04791 W31um188G related to to G1/S-specific cyclin -39
um04798 C60um188G h.p. 4
um04807 C100um188G c.h.p. -5
um04808 W110um188G related to serine/threonine protein kinase -3
um04833 C60um254G probable isovaleryl-CoA dehydrogenase -2
um04885 C115um127G h.p. -4
um04910 C120um068G c.h.p. -4
um04910 C121um068G c.h.p. -4
um04912 W123um068G p.p. -2
um04942 C65um032G h.p. -5
um04954 W10um155G h.p. 8
um05036 C45um069G related to endo-1,3(4)-beta-glucanase 3
um05104 W60um134G p.p. 47
um05117 W105um133G p.p. 3
um05152 W20um235G c.h.p. -27
um05153 C15um235G related to MNT4 - putative alpha-1,3-mannosyl-

transferase
-15

um05198 W20um132G h.p. -5
um05201 C35um199G c.h.p. -4
um05210 C126um131G c.h.p. -3
um05227 C40um131G h.p. -11
um05256 W121um152G p.p. -3
um05315 C50um125G conserved hypothetical Ustilago-specific protein 3
um05344 C75um007G c.h.p. -15
um05348 W55um007G related to RAM1 - protein farnesyltransferase,

beta subunit
7

um05355 C30um007G related to acyl-CoA sterol acyltransferase 2
um05356 C23um007G h.p. 10
um05356 C25um007G h.p. 12
um05385 W55um041G Guanine nucleotide-binding protein alpha-4 -2

subunit
um05514 C40um184G p.p. 22
um05541 C60um183G h.p. 3
um05567 W55um182G probable ATG8 - essential for autophagy 3
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation

um05572 W40um182G related to PCH2 - putative ATPase -3
um05631 C8um114G h.p. -4
um05633 W20um114G c.h.p. -6
um05676 C80um088G related to 1-aminocyclopropane-1-carboxylate

synthase 1
-2

um05689 C20um042G c.h.p. -3
um05756 C45um257G related to ATP-dependent DNA helicase II, -3

80 kDa subunit
um05764 C85um257G related to Malic acid transport protein -2
um05782 W21um256G Capsule-associated protein-like protein -4
um05783 C25um256G related to UDP-galactose transporter -72
um05785 W35um256G Acyl transferase-like protein -11
um05786 W40um256G related to UDP N-acetylglucosamine transporter -6
um05787 W45um256G c.h.p. -22
um05820 C130um005G h.p. 2
um05835 C80um005G probable SMC2 - chromosome segregation -5

protein
um05879 W20um239G c.h.p. 4
um05951 W55um146G c.h.p. -6
um05952 C50um146G h.p. 2
um05997 W20um276G h.p. 2
um06002 C35um276G h.p. -4
um06056 C70um075G p.p. -3
um06062 W100um075G p.p. 3
um06062 W102um075G p.p. 4
um06071 C140um075G related to Para-nitrobenzyl esterase 17
um06072 C145um075G c.h.p. 3
um06078 W10um057G c.h.p. -3
um06111 W60um035G probable IDP2 - isocitrate dehydrogenase, -3

cytosolic
um06133 C45um267G c.h.p. -7
um06157 W180um086G related to Spherulin 4 precursor -6
um06185 C45um086G probable acyl-CoA dehydrogenase short-

branched chain precursor
-2

um06187 W35um086G related to CDC14 - dual specificity phosphatase -2
um06190 C20um086G related to Chitinase 57
um06212 W85um085G related to SSN8 - DNA-directed RNA poly-

merase II holoenzyme and SRB subcomplex sub-
unit, cyclin C homolog

3

um06243 W90um084G c.h.p. -3
um06274 C14um273G related to hormone-sensitive lipase 2
um06305 C65um220G c.h.p. -4
um06381 C80um071G p.p. -3
um06400 W45um019G c.h.p. -3
um06434 C205um019G c.h.p. -11
um06440 C15um214G c.h.p. 32
um06495 C60um177G p.p. 2
um10025 W142um049G c.h.p. -3
um10042 W15um193G related to wd-repeat protein 8 -4
um10052 W81um192G c.h.p. -2
um10053 W85um192G related to carbonic anhydrase -12
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um10093 W44um283G p.p. 45
um10104 W5um166G probable GCY1 - galactose-induced protein of

aldo/keto reductase family
-2

um10119 C25um164G probable IPL1 - ser/thr protein kinase -5
um10120 W10um164G Chitin Synthase 3 -9
um10123 C70um028G probable Serine/threonine-protein kinase gad8 2
um10139 W35um026G probable pantoate–beta-alanine ligase 3
um10164 W37um070G related to E2 ubiquitin-conjugating enzyme -3
um10177 W80um133G Guanine nucleotide-binding protein alpha-1 3

subunit
um10186 W12um235G p.p. -32
um10205 W10um007G c.h.p. 2
um10206 W5um007G related to Serine/threonine-protein kinase mph1 -18
um10251 C82um074G c.h.p. -3
um10263 W130um056G related to 1-phosphatidylinositol-4,5-bis-

phosphate phosphodiesterase delta 1
-3

um10270 C100um228G related to aspartate-tRNA ligase 3
um10279 W30um260G b-type cyclin 2 (clb2) -2
um10326 W20um023G probable Mannose-1-phosphate guanylyltrans-

ferase
-6

um10339 W70um053G related to fatty acid synthase, beta and alpha
chains

-7

um10350 W16um184G p.p. 5
um10390 W6um240G c.h.p. -3
um10394 W15um082G related to Dihydrofolate reductase -2
um10399 C70um236G related to C-type cyclin -2
um10401 C63um236G related to CHL1 - protein of the DEAH box -2

family
um10412 W35um144G c.h.p. -31
um10414 C70um167G c.h.p. -4
um10419 W90um156G Chitinase -5
um10454 C200um003G related to 4-coumarate-CoA ligase 19
um10491 W51um130G p.p. 61
um10492 C45um130G h.p. 3
um10528 W40um030G related to STE6 - ABC transporter 6
um10529 W35um030G c.h.p. 14
um10610 C60um094G conserved hypothetical Ustilago-specific protein

(fragment)
3

um10636 W130um021G c.h.p. -3
um10678 W85um259G related to KIP1 - kinesin-related protein -7
um10705 C40um277G cyclin-dependent kinase 1 -3
um10717 W25um114G c.h.p. (fragment) -2
um10718 W40um114G Chitin Synthase 1 2
um10736 W70um088G probable NUC1 - dna/rna non-specific nuclease,

mitochondrial
-2

um10765 C130um220G related to Ribonuclease H 2
um10769 C85um220G probable potassium channel beta subunit protein -5
um10782 C25um197G related to STU2 - Microtubule-associated protein

(MAP) of the XMAP215/Dis1 family
-2

um10802 C15um024G c.h.p. -8
um10825 C22um79G related to 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase -2
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um10838 W25um077G h.p. 10
um10870 W99um158G c.h.p. -3
um10888 C15um065G p.p. 9
um10901 C120um211G probable polyubiquitin 4
um10903 C80um211G probable RPN7 - subunit of the regulatory 2

particle of the proteasome
um10928 W66um064G h.p. -2
um10967 W5um085G probable arginine-specific carbamoyl-phosphate

synthetase, ammonia chain (fragment)
-2

um10988 W2um212G probable clathrin coat assembly protein ap17 4
um11041 C80um099G related to serine/threonine-protein kinase -2
um11190 W156um005G p.p. 4
um11228 C83um085G related to CAAX prenyl protease 2 3
um11256 C30um201G related to D-arabinitol 2-dehydrogenase -5
um11264 W160um107G h.p. (fragment) -3
um11266 C140um107G probable lysophospholipase (lpl) -3
um11266 C142um107G probable lysophospholipase (lpl) -2
um11269 W112um107G c.h.p. 13
um11303 C95um018G c.h.p. -3
um11315 W65um179G h.p. -11
um11357 C75um122G p.p. (fragment) 2
um11359 W42um122G related to BOR1 - boron efflux transporter 2
um11360 C200um119G c.h.p. -3
um11391 C25um178G c.h.p. -2
um11400 C5um105G probable Thiamin biosynthetic enzyme -4
um11476 W60um210G related to Guanyl nucleotide exchange factor

Sql2
2

um11502 C5um172G probable dUTP pyrophosphatase -2
um11514 C85um097G probable High-affinity glucose transporter -2
um11546 C75um112G p.p. 3
um11554 C25um155G related to Glucose oxidase -2
um11585 C30um256G related to capsular associated protein -12
um11592 W55um276G h.p. -8
um11598 C50um075G related to oxidoreductase, aldo/keto reductase -2

family
um11600 C75um075G related to GAL10 - UDP-glucose 4-epimerase -2
um11606 W20um280G p.p. 7
um11658 CLUSTER67 HMG-box protein Hmg3 22
um11672 W115um227G related to Protein farnesyltransferase alpha 5

subunit
um11682 UG14-15c10-

91c8
related to STE14 - farnesyl cysteine carboxyl-
methyltransferase

4

um11706 W10um169G p.p. 4
um11709 W137um044G h.p. 6
um11713 W70um154G related to YCS4 - subunit of condensin protein

complex
-7

um11740 W125um055G c.h.p. -3
um11919 C110um169G related to NADP-dependent malic enzyme -2
um11928 W175um175G related to cyclin (fragment) -4
um11953 W110um079G related to STE23 - Metalloprotease involved in

a-factor processing
4
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um11978 C10um268G h.p. 2
um11986 C5um217G h.p. -7
um12024 C80um257G h.p. 5
um12065 C75um146G h.p. -6
- C100um172G - -5
- C10um054G - 3
- C15um203G - 3
- C35um103G - -3
- C4um171G - 2
- C5um162G - -3
- C60um285G - -3
- C97um186G - 2
- C9um200G - -5
- W155um138G - 2
- W17um036G - -2
- W210um003G - -2
- W26um225G - 2
- W3um239G - -6
- W86um169G - 3
- UG22-1c18-

45f9
- -24

- UG16-1i3-50e2 - -9
- UG16-16l20-

80e12
- 4

- UG15-35a17-
116a6

- -9

- UG15-34l1-
123f2

- -3

- hyg - 4
- EST01um131 - -29
- CLUSTER68 - -14
- CLUSTER43 - 11
- CLUSTER35 - -3
- CLUSTER23 - 3
- CLUSTER2 - -5
- CLUSTER18 - -2
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6.2 Liste der PRE-assoziierten Gene der Pheromonantwort

Gene, f̈ur die mit mehreren korrespondieren Sondenreihen existieren, sind mehrfach aufgeführt

(durch * gekennzeichnet).

MUMDB: http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.

Abkürzungen: p.p.,putative protein; h.p.,hypothetical protein; c.h.p.,conserved hypothetical

protein.

Pheromon- Anzahl
Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation regulation PREs

um00144 W55um098G p.p. -3 1
um00384 W15um280G h.p. 12 5
um00394 W96um166G p.p. 2 1
um00434 C65um165G p.p. 3 1
um00441 W40um165G h.p. 13 2
um00530 W10um286G c.h.p. 17 4
um00565 W85um110G probable CCT7 - component of chaperonin-

containing T-complex
3 1

um00576 W30um110G c.h.p. 2 9
um00577 W25um110G bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 60 1
um00756 W70um147G probable GDI1 - GDP dissociation inhibitor 3 1
um00775 W35um262G c.h.p. 2 3
um00783 W125um148G related to Heme oxygenase -2 2
um00860 C100um020G c.h.p. 10 4
um00876 C30um020G related to SPR1 - exo-1,3-beta-glucanase pre-

cursor
-26 1

um01367 C70um179G probable alpha-adaptin C 5 2
um01422 C110um222G probable Lipase B precursor -3 2
um01531 C105um024G related to Importin 11 3 1
um01714 C145um119G probable monooxygenase 3 2
um01959 W110um003G p.p. 6 2
um01974 W40um003G c.h.p. 3 5
um02104 C5um012G probable Regulator of G-Protein Signaling

Protein
8 2

um02255 C10um281G related to phosphatidic acid-preferring phos-
pholipase A1

2 1

um02256 W5um281G related to Cingulin -5 1
um02331 W155um044G MAP kinase 22 2
um02336 C135um044G c.h.p. 2 2
um02390 W5um026G related to alpha,alpha-trehalose-phosphate

synthase, 115 KD subunit
2 1

um02405 W145um091G c.h.p. 3 1
um02410 W120um091G h.p. 12 5
um02494 C25um219G Rho2 GTP binding protein 3 1
um02542 C76um154G h.p. 2 3
um02755 C10um174G c.h.p. 2 1
um03144 W70um083G probable clathrin-associated adaptor complex

medium chain
11 5

um03172* W10um240G Rbf1 - related to Zinc finger protein 12 3
um03172* W11um240G Rbf1 - related to Zinc finger protein 27 3
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Pheromon- Anzahl
Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation regulation PREs

um03315 C30um077G serine/threonine protein kinase B-related
Ukb1

4 2

um03317 C20um077G related to PRM1 - Pheromone-regulated mul-
tispanning membrane protein

18 4

um03355 C25um076G related to ERV25 - component of the COPII-
coated vesicles

2 1

um03615 W15um272G related to Glucose oxidase 3 1
um03704 W50um130G c.h.p. 3 3
um03783 C10um140G c.h.p. 3 3
um03973 W35um055G related to serine/threonine protein kinase 3 1
um03980 C70um055G c.h.p. 3 2
um04249 C50um167G probable beta-adaptin 2 2
um04317 C50um226G c.h.p. 2 1
um04364 W15um008G probable EXG1 - Exo-1,3-beta-glucanase

precursor
-6 1

um04386 C70um145G h.p. 17 6
um04411 W30um258G related to CEF1 - required during G2/M tran-

sition
3 1

um04415 C15um258G c.h.p. 2 1
um04417 C5um258G probable CRN1 - a coronin, that promotes ac-

tin polymerization and crosslinking to micro-
tubules

2 1

um04655 C55um112G c.h.p. -2 1
um04698 UG13-15m13-

73d11
c.h.p. 30 4

um04771 C22um278G related to potassium:hydrogen antiporter 2 1
um04791 W31um188G related to to G1/S-specific cyclin -39 2
um04798 C60um188G h.p. 4 1
um04808 W110um188G related to serine/threonine protein kinase -3 1
um04954 W10um155G h.p. 8 1
um05036 C45um069G related to endo-1,3(4)-beta-glucanase 3 1
um05117 W105um133G p.p. 3 1
um05201 C35um199G c.h.p. -4 1
um05315 C50um125G conserved hypothetical Ustilago-specific pro-

tein
3 2

um05348 W55um007G related to RAM1 - protein farnesyltransferase,
beta subunit

7 3

um05356* C25um007G h.p. 12 6
um05356* C23um007G h.p. 10 6
um05567 W55um182G probable ATG8 - essential for autophagy 3 1
um05764 C85um257G related to Malic acid transport protein -2 1
um06071 C140um075G related to Para-nitrobenzyl esterase 17 6
um06212 W85um085G related to SSN8 - DNA-directed RNA poly-

merase II holoenzyme and SRB subcomplex
subunit, cyclin C homolog

3 1

um06381 C80um071G p.p. -3 1
um06400 W45um019G c.h.p. -3 1
um06440 C15um214G c.h.p. 32 2
um10025 W142um049G c.h.p. -3 1
um10093 W44um283G p.p. 45 3
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Pheromon- Anzahl
Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation regulation PREs

um10104 W5um166G probable GCY1 - galactose-induced protein
of aldo/keto reductase family

-2 1

um10139 W35um026G probable pantoate–beta-alanine ligase 3 7
um10164 W37um070G related to E2 ubiquitin-conjugating enzyme -3 3
um10177 W80um133G Guanine nucleotide-binding protein alpha-1

subunit
3 3

um10326 W20um023G probable Mannose-1-phosphate guanylyl-
transferase

-6 1

um10339 W70um053G related to fatty acid synthase, beta and alpha
chains

-7 3

um10414 C70um167G c.h.p. -4 1
um10491 W51um130G p.p. 61 6
um10492 C45um130G h.p. 3 1
um10528 W40um030G related to STE6 - ABC transporter 6 7
um10736 W70um088G probable NUC1 - dna/rna non-specific

nuclease, mitochondrial
-2 1

um10765 C130um220G related to Ribonuclease H 2 2
um10838 W25um077G h.p. 10 4
um10988 W2um212G probable clathrin coat assembly protein ap17 4 1
um11190 W156um005G p.p. 4 1
um11228 C83um085G related to CAAX prenyl protease 2 3 1
um11606 W20um280G p.p. 7 2
um11658 CLUSTER67 HMG-box protein Hmg3 22 4
um11672 W115um227G related to Protein farnesyltransferase alpha

subunit
5 2

um11706 W10um169G p.p. 4 2
um11953 W110um079G related to STE23 - Metalloprotease involved

in a-factor processing
4 1
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6.3 Übersicht der Daten auf der beiliegenden CD

Ordner 1: Microarray-Daten

Die vollsẗandigen Datens̈atze sind im dChip-Format angegeben. Die jeweiligen Replikate sind

durch die Erweiterung1 und 2 gekennzeichnet.

Tabelle 9: Die Microarray-Datens̈atze
Nr. Stamm Pheromon Dateiname

(1) FB1prf1e - UMa289dmso
(2) FB1prf1e + UMa289a2
(3) FB1prf1ceMA - UMa86 dmso

(4) FB1prf1ceMA + UMa86 a2
(5) FB1prf1cePD/MA - UMa370dmso

Ordner 2: Auswertungstabellen (Excel)

Tabellen der verschiedenen Experimentabgleiche (erstellt durch das Programm dChip):

289dmsovs a2 (1) gegen (2); Angabe der Werte aller auf dem Mi-

croarray befindlichen Sondenreihen, als differentiell

reguliert gefilterte (insgesamt 412) sind durch * in der

Spalte
”
filtered“ gekennzeichnet.

86dmsovs a2 (3) gegen (4); Angabe der Werte der als differentiell

reguliert gefilterte Sondenreihen (insgesamt 289).

289vs86dmso (1) gegen (3); Angabe der Werte der als differentiell

reguliert gefilterte Sondenreihen (insgesamt 42).

289vs86a2 (2) gegen (4); Angabe der Werte der als differentiell

reguliert gefilterte Sondenreihen (insgesamt 99).

86vs370dmso (3) gegen (5); Angabe der Werte der als differentiell

reguliert gefilterte Sondenreihen (insgesamt 73).
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