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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Voraussetzungiir eine erfolgreiche Infektion des phytopathogenen Pildeslago maydis
ist die Erkennung und Fusion zweier kompatibler Sporidiehder Pflanzenobe#the. Als
entscheidendes Signal wirkt dabei die gegenseitige Plarstimulation. Diese wird in der
Zelle Uber mindestens zwei Signalwege weitergeleitet, eine Nkifase-Kaskade (MAPK)
sowie eine CAMP-abdngige Proteinkinase A (PKA). Zielprotein der beiden phesoaktivier-
ten Kinasen ist der Transkriptionsfaktor Prfl, welcher Eigression vieler in den folgenden
Entwicklungsschritten entscheidender Faktoren regulieiMutationsanalysen konnte gezeigt
werden, dass die entsprechenden MAPK- und PKA-Phospkanyigsstellen in Prflif dessen
Aktivierung von essentieller Bedeutung sind. Die beiderasan beeinflussen die Funktion des
Transkriptionsfaktors in unterschiedlicher Weise, wakes Phosphorylierungsmuster auf Prfl
insbesondere eine Unterscheidung der Promotoren der Gereealen Kreuzungstyploci zu

erlauben schien.

In der vorliegenden Arbeit konnte zachst das tetrazyklinregulierte Expressionssystem als
wichtige Erganzung des Promotorrepertoireddnmaydisetabliert werden. Die tetrazyklinver-
mittelte Regulation vormprfl belegte EinsatZhigkeit und Effizienz des heterologen Systems.
Erste Hinweise auf die Mechanismen, welche der pheromanttetten Aktivierung von Prfl
zugrunde liegen, konnten durch die Lokalisierung des Rreteowie die Entkopplung funk-
tioneller Module gewonnen werden. Dabei deutete sich asg dee DNA-Bindeeigenschaften
wie auch das Transaktivierungspotential von Prfl Anguiffskte dieser Regulation darstel-
len kdnnten. Die Charakterisierung konstitutiv aktivierter IPvfarianten erlaubte es, die
physiologische Relevanz der PKA-Phosphorylierung zudtiggn. Anschlie3ende Microarray-
Analysen ermglichten eine transkriptomweite Untersuchung der Auswig von PKA- wie
auch MAPK-Modifikationen. Dabei konnten der pheromonregtén Gene unterschiedliche
Regulationsklassen definiert werden, deren Expressiomdise Phosphorylierungsstatus von
Prfl bestimmt wird. Vdhrend die transkriptionelle Induktion vagorfl ausreicht, um u.a.
die Expression von Faktoren der Pheromonreifung und -8ekreu induzieren, bestimmen
MAPK- oder PKA-Phosphorylierung die Regulation destinkisngruppen. Diese Ergebnis-
se unterstreichen, dass der Transkriptionsfaktor Prflpagfttranslationeller Ebene zu einer
Veranderung der ZielpromotorspeZzititin der Lage ist, welche ein neues Konzept der Ver-

netzung unterschiedlicher Signalwege in der pilzlichearBmonantwort darstellt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der phytopathogene Pilz Ustilago maydis
1.1.1 Der Lebenszyklus von U. maydis

Der BasidiomyzeUstilago maydisErreger des Maisbeulenbrandes, ist ein bedeutendeobiotr
pher Pflanzensétling, dessen Erforschung seit Jahrzehnten wichtige@mtrum Versind-
nis verschiedenster biologischer Prozesse leistet. Intrid@nstehen dabei nicht nur Aspekte
der pilzlichen Pathogerdt, sondern auch die Aufktungtbergeordneter molekularer Zusam-
menlkange wie etwa der DNA-Reparatur oder des Zytoskeletts (@ol/i2004; Yanget al,
2005; Steinberg und Fuchs, 2004). Systematisch entstasstiitago maydisder Familie der
Ustilaginaceaewelche eine Vielzahl phytopathogener Pilze umfalit (Maa-Espinozat al,,
2002). Charakteristischuf diese Familie ist die ausgeggte Wirtsspezifdt, die sich im Falle
von U. maydisauf Mais sowie dessen nahe Verwandte Teosinte baskhr

In seiner Entwicklung durchuftU. maydiseinen zweistufigen sexuellen Lebenszyklus, dessen
Abschluss eng mit der Infektion verégpft ist (zusammengefasst irb&er, 2001; Feldhigge

et al, 2004). In der wirtsunaliingigen Phase @&chst der Pilz saprophytisch in Form haploi-
der Sporidien, die sichhnlich der BickerhefeSaccharomyces cerevisidarch Knospung ver-
mehren. Der morphologische Wechsel beginnt mit der Erkegrikompatibler Sporidien, die
unterschiedliche Allele der Paarungstyploci tragen. &fé@grt zur Ausbildung von Konjugati-
onshyphen, die in Richtung des kompatiblen Partners ause&aaind bei direktem Kontakt an
ihren Spitzen fusionieren. Ergebnis dieser Zellfusioreistdikaryotisches Filament, welches
fur die Fortsetzung seines Wachstums auf die Wirtspflanzeveiagen ist. Nach Penetration der
Pflanzenoberfiche unter Ausbildung appresso@énlicher Strukturen erfolgt die Besiedlung
des Pflanzengewebes Aamst vorwiegend intrazell@rt in Form eines dikaryotischen Myzels,
bevor es nach etwd@hf Tagen zur Ausbildung erster Tumore kommt. Diese sindlan aberir-
dischen Pflanzenteilen zu beobachten und bilden das Unifekdrfe massive Proliferation des
Pilzmyzels. Nach der Fragmentierung einzelner Filamentkder anschlieenden Differen-
zierung in sporogene Hyphen werden aus den reifen Tumopdoidie Teliosporen freigesetzt.
Diese erscheinen durch die starke Einlagerung von Melander Sporentile schwarz pig-
mentiert, was der ausgmten Krankheit den Namen Maisbeulenbrand eintrug (Chigste,
1963). Den Lebenszyklus abschlieRend keimen die freigeseTeliosporen unter geeigneten
Bedingungen zu Probasidien aus, welche nach durchlaufegies®lerneut haploide Sporidien

abschiren.
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Der entscheidende morphologische Wechsel, welcher didogahe Entwicklung von
U. maydiseinleitet, steht unter genetischer Kontrolle der beidegekoppelten Paarungstyp-
loci a und b, in denen sich zwei Sporidien unterscheideiissen, um iir Fusion und an-
schlieRendes Filamentwachstum kompatibel zu sein (Hgllid961). Dera-Lokus existiert

in den Allelenal und a2, in welchen ein Pheromonrezeptor (Pral und Pra2) und eiroPhe
monvorkuferprotein (Mfal und Mfa2) kodiert sind @iker et al, 1992). Dasa2-Allel tragt
daiiberhinaus die Genga2 undrga2, deren abgeleitete Proteine eine Rolle in der Mitochon-
drienregulation zu spielen scheinen (Bortfeldal, 2005). Jeder Pheromonrezeptor zeigt eine
selektive Spezifdt fir das im anderen Allel kodierte Pheromon. Die Funktionesdzheromon-
/Pheromonrezeptorsystems ist essentielle Voraussetiudg Erkennung und Fusion kompa-
tibler Sporidien (Blkeret al,, 1992). Nach der Fusion géhrleisten die Produkte des_okus

die Ausbildung und Aufrechterhaltung des filantiesgn Dikaryons (Banuett und Herskowitz,
1994). Die mehr als 25 bisher beschriebenen Allele kodigrejeweils zwei Homeodoanen-
Proteine, bEast (bE) und bWest (bW), die nur dann zu einemeakhieterodimeren Transkrip-
tionsfaktor zusammenkommetdhnen, wenn beide Untereinheiten unterschiedlichen élel
entstammen (Gillisseet al., 1992; Kamperet al., 1995). Die Ausbildung eines solchen funktio-
nellen Heterodimerdihrt zu weitreichenden Vanderungen im Transkriptom der Zelle, welche
eine grundlegende Umstrukturierung des Wachstumsverisattach sich ziehen (Brachmagtn
al., 2001; M. Scherer und J.4mper, perdnliche Mitteilung). DieUbertragung und Umsetzung
des zuichst extrazell@ren Pheromonsignals auf transkriptionelle Prozesse im #er Zelle

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

1.1.2 U. maydis als Modellorganismus

Zahlreiche Aspekte empfehléh maydisals Modellsystem in der Untersuchung einer Vielzahl
zellularer Prozesse wie Genomstah@ilitnd DNA-Reparatur, molekulare Transportmechanis-
men oder auch Signaltransduktion und Zellzyklusregutamsammengefasst in Feldigge

et al, 2004; Kahmann und &mper, 2004). Salhrten Untersuchung der homologen Rekom-
bination inU. maydisschon vor mehr als 40 Jahren zur Augflking der sogenannten Holliday-
Struktur (Holliday, 1964; 2004). Auch auf dem Gebiet der @astabiliit und DNA-Reparatur
ermbglichten Arbeiten an einem Protein der BRAC2-Familie sowiesda Partner Dss1 neue
Einblicke in das Zusammenspiel dieser Faktoren, da anderg &. cerevisiaeder Schizo-
saccharomyces pomibeide Komponenten, welche ziwehst in lbheren Eukaryonten beschrie-
ben wurden, im Genom vod. maydiskonserviert sind (Kojicet al., 2002; Kojicet al.,, 2003;

Yanget al, 2005). Die Charakterisierung des molekularen Motors Dyneelcher inJ. maydis
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in zwei Proteine aufgespalten ist, belegte eine Beteiliglieges Transportfaktors u.a. an der
Organisation filher Endosomen und des endoplasmatischen Retikulums, @dieaa der kor-
rekten Positionierung des Zellkerns sowie der AusbilduegMikrotubulizytoskeletts (Straube
etal, 2001; Wedlich-8ldneret al, 2002a; 2002b; Straulat al., 2003; Adamikovaet al.,, 2004).
Daruiberhinausiihrten z.B. Untersuchungen der Zellzyklusregulation ihaltrder Kreuzungs-
reaktion zur Identifikation der Kinase Crk1 als erstes Médleiner neuen Familie von Kinasen
(Garrido und Brez-Martn, 2003; Garridaet al.,, 2004).

Die Vorteile in der Verwendung vod. maydidiegen in der einfachen genetischen Manipulier-
barkeit dieses Pilzes sowie der \ggbarkeit verschiedenster biochemischer und zellbielogi
scher Methoden. Sé@sst sich der Pilz in seiner saprophytischen Form unteribaslingungen
leicht in Flissig- wie auch auf Festmedien kultivieren. Auch das Danden des sexuellen
Zyklus innerhalb der Pflanze kann durch Infektionsexpenit@an jungen Maissetzlingen unter
kontrollierten Geviichshausbedingungen verfolgt werden. Zudem existieriveites Spek-
trum molekularer Werkzeuge, beginnend von integrativasmlden zur homologen oder ekto-
pischen Integrationiiber freireplizierende Plasmide mit hoher Transformatgdfizienz zur
leichten Komplementation bis hin zu verschiedenen kanstitaktiven sowie regulierbaren
Promotoren (zusammengefasst iardper und Kahmann, 2004). Der Ablauf homologer Re-
kombination erlaubt die Durcthihrung revers genetischer Axige unter Anwendung einfacher
Genaustausch-Strategien (Brachmanal., 2004; Kamper, 2004).

Einen entscheidenden Fortschritt brachte die vintidige Sequenzierung des Genoms im
Jahr 2003 (http://www.broad.mit.edu/annotation/funsfilago maydis; Kamperet al,, 2006).
Dies erndglichte die Entwicklung eines genomweiten Microarrayi®and auf den Metho-
den der Firma Affymetrix, wobei jedes zum damaligen Zeigworhergesagte Genmodel
durch eine Sondenreihe dargestellt wurde.ibarhinaus wurden u.a. die cDNA-Sequenzdaten
einiger EST-Klone éxpressed sequence Jagpwie bekannte Gene, welche zum damaligen
Zeitpunkt nicht in der Genomsequenz enthalten warerijdksichtigt (J. Kamper, persnli-
che Mitteilung). In den letzten Jahren begann zudem einailliltte bioinformatische An-
notation dedJ. maydisGenoms zur manuellen Korrektur der vorhergesagten Geelheoit
einer Kooperation des Max-Planck-Instituty terrestrische Mikrobiologie mit demlunich
Information Center for Protein Sequenc@dIPS; R. Kahmann, J. &Emper und G. Mewes,
pernliche Mitteilung), deren Ergebnisse kontinuierlich ierdIPS Ustilago maydis Data-
Baseveroffentlicht werden (MUMDB, http://mips.gsf.de/genre/gustilago). In Bezug auf die
Sondenreihen des Microarrays bedeutet das Folgendes:gigainin der Regel jede Sonden-

reihe einem vorhergesagten Genmodell entspridrinkn in einigen &len nach neuerer An-



Einleitung

notation mehrere Sondenreihen in den Bereich eines offeeearahmens fallen (MUMDB,
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago). Zudem egidtifir wenige Sondenreihen kein kor-
respondierendes Genmodell, da u.a. einige Vorhersagem maaueller Korrektur ziirck-
genommen wurden (J.&mper, per@nliche Mitteilung). Insgesamt deckt der Microarray 90%

der zum gegenértigen Zeitpunkt vorhergesagten 6902 Gene amteret al,, 2006).

Nach der Etablierung entsprechender MethodeanUt. maydisdurch die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. J. Khmper fanden Microarrays ihren ersten Einsatz in der Chenialdrung der
b-ablangigen Regulationskaskade (Scheseral, 2006; M. Scherer, M. Vrarke C. Pothi-
ratana und J. Emper, per@nliche Mitteilung). Weitere Anwendungen folgten z.B. inrde
Untersuchung der Reaktion der Zellen auf Eisenmangel oddativen Stress (Eichhorat
al., 2006; L. Molina, per@nliche Mitteilung). Im Bereich der Signaltransduktion égtich-
ten Microarray-Analysen die Identifikation von Zielgenesr ggathogenétsrelevanten Signal-
kaskaden (Eichhorn, 2004; siehe 1.2.2).

1.2 Wege der Pheromon-Signaltransduktion

Die Prinzipien der intrazell@ren Weiterleitung externer Stimuli stellen einen der wgdten
Aspekte zellbiologischer Forschung dar, dessen Spektromeinfachen Kommunikations-
wegen z.B. in bakteriellen Biofilmen (Fuqua und Greenberg,22@is hin zu komplexen
Differenzierungsprozessen indlheren Eukaryonten reicht (Citri und Yarden, 2006). Eine
Storung derartiger Aldlufe ist zudem Auskser vieler schwerwiegender menschlicher Erkran-
kungen (Eswarakumaet al, 2005). Zugleich zeigen die molekularen Mechanismen diese
Prozesse einen hohen Grad an Konserviertheit selbst zvisevolutiorr entfernten Orga-
nismen, weshalb eine Reihe von niederen Eukaryonten bedkutelodellsysteme in der
Erforschung dieser Aspekte darstellen (Wetal,, 2001; Ton und Rao, 2004).

Zwei Signaltransduktionswege waren im Rahmen dieser Anamit besonderem Interesse.
Kennzeichnendiir beide ist eine Serin/Threonin-spezifische Kinase alsralenKomponen-
te, dargestellt durch eine mitogen-aktivierte Proteinka (MAPK) bzw. eine cAMPdyclic
AMP)-abrangige Proteinkinase A (PKA). MAPK-Kaskaden sind in allemk&yonten hoch
konservierte Signalmodule bestehend aus drei hieraltlagerenden Kinasen (Chex al,
2001; Pearsoat al, 2001). Die Aktivierung einer MAPK erfolgiber eine serielle Aktivierung
derubergeordneten Kinasen MAPK-Kinase (MAPKK) und MAPKK-l&ge (MAPKKK). Die
terminale MAPKUbert&agt das Signal durch Phosphorylierung auf zytoplasmatisah auch
nukleare Zielproteine, welche innerhalb des Konsensusmoti?x&/TP modifiziert werden
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(Clark-Lewis et al, 1991). Der zweite Signalweg basiert auf Verwendung desirsgken
Botenstoffes cAMP, welcher nach Stimulation durch die membéndige Adenylatzyklase ge-
bildet wird (Johnsoret al, 2001). Effektor ist die PKA, welche in ihrem inaktiven Zaist als
tetrameres Holoenzym aus zwei katalytischen und zwei atgrischen Untereinheiten vorliegt.
Die kooperative Bindung von cAMP an die regulatorischen tiitdeiten @ihrt zur Freiset-
zung der katalytischen Teile, welche ebenfalls zytopldstiae und nuklare Zielproteine mit
der Konsensussequenz RRxS/T phosphorylied@mkn (Johnsoet al,, 2001). Die Spezifét
dieser Modifikation wird im Zytoplasmadherer Eukaryonten u.a. durch sogenannte AKAP-
Faktoren A kinase adaptor protejrgewahrleistet, welche die PKA mit Zielproteinen und wei-

teren Regulatoren zusammenbringen (Adtal., 2002).

1.2.1 Signalwege in der B &ackerhefe S. cerevisiae

Einer der am besten untersuchten Signaltransduktionsgsezist die Weiterleitung des Phe-
romonsignals irS. cerevisiagzusammengefasst in Bardwell, 2005). Diese Hefe liegt ini zwe
unterschiedlichen haploiden Zelltypen vor, welche auigrilnrer Paarungsspezéitals a- bzw.
a-Zellen bezeichnet werden (GenotipATa bzw. MAT«). a-Zellen sekretieren a-Faktor und
reagieren auf die Anwesenheit vanFaktor durch eine Reihe physiologischer 3ederungen
und umgekehrt. Diese umfassen neben weitreicheAdeierungen des Expressionsprofils in
etwa 200 Genen (entsprechend etwa 3% des Genoms; Rebaits2000) einen Zellzyklus-
arrest der Zellen in der G1-Phase, die Ausbildung gerichtethsender Paarungsstrukturen,
der sogenannteBhmoossowie zuletzt die Fusion der Zellen, gefolgt von einer lagdd Kern-
fusion. Eingeleitet wird die Paarungsreaktion durch diedBimg des Pheromons an den kompa-
tiblen Siebentransmembran-Pheromonrezeptor (Ste2p&t@a8p), welcher an der Membran-
innenseite an ein heterotrimeres G-Protein gekoppelAl#.(1A; Raicuet al,, 2005). Die Akti-
vierung des Rezeptoralirt zum Austausch des gebundenen Kofaktors GDP gegen Gdéran
G,-Untereinheit Gpalp und damit zur Alslung des GG, -Heterodimers (Ste4p/Stel8p). Die
Freisetzung dieses membrangebundenen Komplexes indieefFortleitung des Signalsber
ein pheromonspezifisches MAPK-Modul bestehend aus der MKPIdse-Kinase Stellp, der
MAPK-Kinase Ste7p und der terminalen MAP-Kinase Fus3p &&=1p, welche durch Inter-
aktion mit dem Gdiistprotein Ste5p zusammengehalten werden. Zur Aktiviedieses Moduls
interagiert der G/G. -Komplexes sowohl mit Ste5p, wodurch das Modul an die Membe&ru-
tiert wird, als auch mit einer weiteren Kinase, Ste20p, weldie MAPKKK Stellp durch
direkte Phosphorylierung aktiviert. Dieser Prozess wdem untersitzt durch das SAM-

Domanenprotein Ste50p. In dieser Aktivierung erfolgt einen8lgdaptation auf transkriptio-
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neller wie auch posttranslationeller Ebene u.a. durchkndn des G-Proteinregulators Sst2p,
welcher die Aktiviit von Gpalp herabsetzt (Dohimainal, 1996).

Die wichtigsten Zielproteine der aktivierten MAPK sind Epr ein niglicher Inhibitor
zyklinabrangiger Proteinkinasermyclin-dependent kinas€DK), welcher fir den pheromon-
induzierten Zellzyklusarrest sowie die dadurch eingeteiRepression nahezu aller pheromon-
reprimierten Gene verantwortlich ist (Peter und Herskowi®94; Robertst al,, 2000), sowie
der Stel2p/Diglp/Dig2p-TranskriptionsaktivatorkomplBer Transkriptionsfaktor Stel2p ist
als Homodimer oder in Interaktion mit Mcmlp essentiéll tlie Induktion aller etwa 100
pheromoninduzierten Gene, deren Promotoier ein 7 bp-langepheromone response
elemeni{PRE) erkannt werden. Bei Diglp und Dig2p handelt es sich urnifsgehe Inhibito-
ren, welchdiber eine direkte Bindung an verschiedene Regionen des s a@ivohl Aktiviat
wie auch Promotorbindung von Stel2p &edern (Olsoret al., 2000; Zeitlingeret al., 2003;
Chouet al, 2006).
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Abbildung 1: Die Signalwege der Pheromonantwort (A) und der filamemdsen Differen-
zierung (B) in S. cerevisiae. Komponenten des MAPK- und PKA-Signalwegs sind als Ova-
le bzw. abgerundete Rechtecke, an beiden Beteiligte als Kreise dargésteiin Graustufen
unterschieden sind die zentralen Kinasen (dunkel), stron@atsvagierende Komponenten (hell)
sowie stromabwrts gelegene Effektoren (mittel). Von Stel2p bzw. Stel2p/Teclp erkBiite
Sequenzmotive sind als schwarze Rechtecke gezeigt. Art und FunktiGakkoren: siehe Text,
G,-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteifs(Gz-Untereinheit;y, G,-Untereinheit, PRE,
pheromone response elemdrRE, filamentation response element

b

|

PRE

m

RE

Interessanterweise ist Stel2p gemeinsam mit einidgpemgeordneten Komponenten an einem
weiteren Signalweg i. cerevisiadeteiligt. Auf Stickstoffmangel reagieren diploide Heféz
len mit der Ausbildung pseudohyphaler Filamente (zusangefasst in Paet al., 2000; Gan-

cedo, 2001). Zugrunde liegen eine é@merte Zellform, ein unipolares Knospungsmuster und
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die Unterdiickung der Abbsung von Mutter- und Tochterzelle. Auch hier spielt eine RKA
Kaskade aus Stellp, Ste7p und Ksslp eine wichtige Rolle,iwadmber Fus3p noch Steb5p
eine Funktionibernehmen (Abb. 1B). Beteiligt an der Aktivierung ist ern8t&20p, wenn-
gleich die Art der stimulierenden Signale bisher nicht ekast. Unterhalb des Kinasemoduls
steht der Transkriptionsfaktor Stel2p, der jedoch in Akgon mit dem Kofaktor Teclp ein
sogenanntefilamentation response elemdfRE) als neue Bindesequenz erkennt. In dieser
neuen Kombination aktiviert Stel2p eine &ederte Gruppe von etwa 100 Genen (Zeitlinger
et al, 2003), darunter u.&LO11, welches @ir ein essentielles Obeitthenprotein des pseudo-
hyphalen Wachstums kodiert (Lo und Dranginis, 1998y. die morphologische Antwort wird
jedoch zuatzlich die Aktivierung eines cAMP-alaingigen Signalwegs bétigt, welchertuiber
den Glukoserezeptor Gprlp wichtigéalstoffsignale einspeist. Auf der Membraninnenseite
ist das rezeptorassoziierte,®rotein Gpa2p gemeinsam mit dem kleinen G-Protein Ras2p,
welchesuiber ein weiteres kleines G-Protein, Cdc42p, zugleich EBsfauf den MAPK-Weg
audibt, fur die Aktivierung der Adenylatzyklase zasitdig. InS. cerevisiaestehen drei kata-
lytische PKA-Untereinheiten zur Varfung, von denen jedoch nur Tpk2p nach Dissoziation
von der einzigen regulatorischen Untereinheit Bcylp agtemnde Wirkung auf die pseudohy-
phale Differenzierung zeigt, &hrend die verbleibenden Proteine Tpklp und Tpk3p eineseku
dare, inhibitorische Funktioilbernehmen. Zielprotein von Tpk2p ist u.a. der Translaipfak-

tor Flo8p, welcher ebenfalls Bindestellen im Promotor Wr©11 wie auch weiteren Genen
erkennt. Dabei ist dedfLO11-Promotor nicht die einzige Stelle, an der sich MAPK- und RKA
Aktivierung in der pseudohyphale Differenzieruialgerschneiden. So speist z.B. Ras2p, selbst

durch unbekannte Stimuli aktiviert, in beide Signalwege ei

1.2.2 Die Weiterleitung des Pheromonsignals in  U. maydis

Die Weiterleitung des Pheromonsignals scheintyimaydisauf der Aktivierung von min-
destens zwei parallelen Signalwegen zu beruhen, welcheeighgeinfluss auf Morpholo-
gie und Pathogerit des Pilzes zeigen (zusammengefasstotk@&, 2001; Feldhiggeet al,
2004). Vergleichbar der Situation i8. cerevisiadindet sich darunter zdchst ein MAPK-
Modul bestehend aus den Kernkomponenten Kpp4/Ubc4 (MAPKIKKs7/Ubc5 (MAPKK)
und Kpp2/Ubc3 (MAPK), deren Verlust jeweils eine schwerér@tg der Pheromonantwort
hervorruft (Abb. 2; Mayorga und Gold, 1998; Mayorga und Gdl€i99; Miller et al., 1999;
Andrewset al, 2000). Microarray-Analysen nach Aktivierung dépergeordneten MAPKK
Fuz7 erndglichten die Identifikation von insgesamt 387 Kpp2-abiig regulierten Genen

(Eichhorn, 2004). Darunter befanden sich u.a. beide Gesle-dekus,kpp6sowie Geneiir ein
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putatives RGS-Proteindgulator of G protein signallingoder Komponenten des Zytoskeletts.
In Bezug auf die Aktivierung des MAPK-Moduls wurden mit Ubc2duSmul zwei Proteine
mit Homologie zu Ste50p und Ste20p dbiscerevisiadeschrieben, wobei sich aus dem je-
weiligen Deletionspénotyp voraufig nur fir das Ste50p-Homolog eine eindeutige Beteiligung
ableiten &3t (Mayorga und Gold, 2001; Smi¢h al,, 2004).
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Abbildung 2: Die Weiterleitung des Pheromonsignals auf den Transkripionsfaktor Prfl in
U. maydis. Schematische Darstellung der beteiligten Faktoren. Komponenten des MA¥WK- u
PKA-Signalwegs sind als Ovale (orange) bzw. abgerundete Reehfieleki), an beiden Beteiligte
als Kreise (grau) dargestellt. Die zentralen Kinasen Adrl und Kpp2 sByiiesind hervorge-
hoben. Die Gene des und b-Lokus sind als Rechtecke gezeigt, die Transkriptionsstartpunkte
durch Pfeile gekennzeichnet. Art und Funktion der Faktoren: siexte deG,-Untereinheit eines
heterotrimeren G-Proteing, Gg-Untereinheit.
Anders als in der Bckerhefe ist eine Aktivierung des MAPK-Moduls alleinegel nicht aus-
reichend, um eine volle Pheromonantwort auggeh. Eine entscheidende Rolle spielen viel-
mehr auch Komponenten einer cAMP-ablgigen Kaskade basierend auf der Adenylatzyklase
Uacl sowie der katalytischen bzw. regulatorischen PKAetkihheit Adrl bzw. Ubcl, deren
Deletion durchwegs starken Einfluss auf Morphologie, Kuewgskompetenz und Pathogéit
von U. maydiszeigt (Goldet al,, 1994; Dirrenbergeet al,, 1998). Durch Microarray-Analysen
nach Induktion voradrl konnten auch hier 390 Zielgene identifiziert werden (Eichh2004).
Zu diesen ahlten u.a. erneut beide Gene dekokus sowiemfal, pral und prfl. In diesem
Fall ist allerdings zu erdhnen, dass ein Grol3teil der Adrl1-ablgig regulierten Gene zu ver-
schiedenen Zeitpunkte ein gegéufiges Expressionsverhalten zeigte, welchéglioherweise

auf Rickkopplungsmechanismen innerhalb der transkriptienéReaktion schlieReagst.
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Wenngleich der unmittelbatdbertragungsweg unterhalb des Pheromonrezeptors biskkaru
ist, sind doch einige stromauésts agierende Faktoren bekannt. Essenti@ll die Akti-
vierung der Adenylatzyklase ist z.B. die,&ntereinheit Gpal, wohingegen die;-Gnter-
einheit Bppl durch redundante Funktionen ersetzbar sc{ieagenfeldeet al,, 1997; Kiiger

et al, 1998; Miller et al, 2004). Desweiteren beteiligt sind die kleinen G-ProtdRas1 und
Ras2, welch@&ber den cAMP- bzw. MAPK-Weg in die Pheromonantwort einzifgn scheinen
(Lee und Kronstad, 2002; Mler et al., 2003a). kr Ras2 konnte zudem der Guanylnukleotid-
Austauschfaktor Sql2 als potentieller Aktivator identdiz werden.

Als zentraler Regulator unterhalb der Kaskaden fungiertHMG-Box-Transkriptionsfaktor
Prfl (pheromon response facto),ldessen Deletion einen Verlust von Kreuzungskompetenz
und Pathogeriit bewirkt (Hartmanret al, 1996). Uber die Bindung spezifischer Sequenz-
elemente, welche wie in Hefe afgheromone response elemeiRRE) bezeichnet werden,
ist Prf1 maf3geblich u.aiif die Expression der Gemafa und pra desa- sowie bE und bW
desb-Paarungstyplokus (siehe 1.3.2). Eine transkriptomwéiitarakterisierung der Pheromon-
antwort des Stammes FB1 erlaubte die Identifizierung vonesegt 295 Genen, welche in
ihrer Expression auf die Zugabe von synthetischem a2-Ri@raeagierten (Eichhorn, 2004).
Zu diesen ahlten neben bekannten differentiell regulierten GenerPiheromonantwort wie
z.B. mfal, pral, bE, bW und prfl auch die Gene von Komponenten der Pheromonsignal-
transduktion widuz7, kpp2undkpp6 Dartiberhinaus kodierten einige der pheromoninduzier-
ten Gene iir entscheidende Enzyme der Pheromonreifung und -sekretayunter u.a. eine
CAAX-Prenylprotease, beide Untereinheiten einer Proteivdsyltransferase, eine Carboxyl-

methyltransferase und ein ABC-Transporterprotein.

Die Beteiligung von Prfl oder weiteren Transkriptionsfaktoan dieser transkriptionellen Ant-
wort auf einen Pheromonstimulus war jedoch weitgehend kiage Interessanterweise schien
die Reaktion der meisten Gene auf einen kurzen Zeitraum t#ddhzu sein. Zudem konn-
ten durch gezielte genetische Aktivierung erste Hinweigala Beteiligung der MAPK- bzw.

PKA-Kaskade an der Vermittlung der transkriptionellenarederungen gewonnen werden.

Eine Interaktion beider Signalwege liel3 sich bereits zuaAigfaus der Beobachtung ableiten,
dass die gestte Morphologie einesaclDeletionsstammes durch Mutationen innerhalb des
MAPK-Moduls teilweise behoben werden konnte (Geldal, 1994). EineUberschneidung
zeigt sich auch in der Regulation der Kinase Crk1, welche ueaEgpression des Transkrip-
tionsfaktors Prfl reguliert. Dabei reagiert das Trangloisniveau vorcrkl gegenaufig auf
eine Aktivierung des PKA- und MAPK-Weges (Garrido unér&z-Marin, 2003). Interessan-
terweise finden entscheidende Schritte der Signalintegrggdoch auf posttranskriptioneller
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Ebene statt. Im Mittelpunkt steht dabei das Prfl1-Proteglctes durch beide terminalen Kina-
sen direkt phosphoryliert und dadurch in Aktatitwie auch Spezifit kontrolliert zu werden
scheint (siehe 1.3.2).

1.3 Die Regulation der Aktivit at von Transkriptionsfaktoren
1.3.1 Verschiedene Kontrollmechanismen

Das Auftreffen extrazellé@irer Signalmolelle wie auch generelldnderungen der Zellum-
gebungaussern sich meistber ein veandertes Expressionsprofil, welches die Steuerung der
physiologischen Antwortibernimmt. Haufig werden dabei verschiedenste Signale integriert,
um die Aktivitat der verantwortlichen Transkriptionsfaktoren auf dieien&ituation einzu-
stellen. Posttranslationelle Modifikationen erlaubereeschnelle und spezifische Reaktion,
wobei Phosphorylierung einen der verbreitesten Mechamsdarstellt (zusammengefasst in
Whitmarsh und Davis, 2000; Holmberg al., 2002). Phosphorylierung und Dephosphory-
lierung kdnnen dabei die Funktion&dit eines Transkriptionsfaktors auf mindesteinsffver-
schiedene Arten regulieren: Wichtige Angriffspunkte siiigl die DNA-Bindeeigenschaften
wie auch (2) das Transaktivierungspotential als Grundionkn eines Transkriptionsfaktors,
(3) die Stabiliat des Proteins selbst sowie wichtiger Koregulatoren, i@pduer der nuki@en
Lokalisierung sowie (5) die Interaktion des Proteins mahsselbst und weiteren Faktoren,
die entscheidenden Einfluss auf alle Aspekte der Trangknigfiaktoraktivibt nehmen &nnen.
Innerhalb eines Proteingbknen die angeingten Phosphatgruppen lokale wie auch globale
Wirkung entfalten. So kann durch Phosphorylierung dasléokémfeld einer funktionellen
Gruppe, z.B. einer Bindestelle oder eines katalytischenrders, veandert und damit Aktivat
oder Affinitat des Proteins beeinflusst werderauflg tragen jedoch auch Modifikationen ent-
fernter Stelleriiber globaléAnderungen der Konformation zur Aktiitsregulation bei (Cohen,
2000; Salazar und &fer, 2003).

Dass verschiedene Mechanismen ineinander greifemén, zeigt z.B. die Regulation des
humanen Transkriptionsfaktors NFAT1. Entscheideinddessen Aktivierung ist die Dephos-
phorylierung von ingesamt zif Serinresten durch die &/Calmodulin-abhngige Phospha-
tase Calcineurin. Diese verteilen sich auf die beiden ditim serinreichen Regionen SRR-1
(serine-rich repegtund SP §PXX repeat modif deren Phosphorylierungsstatus unterschied-
liche Eigenschaften kontrolliert. #Wrend SRR-1 als Hauptregulator des Kernimports von
NFAT1 fungiert, bestimmt SP sowohl die DNA-Bindeaffititls auch den Kernexport. Ein der-

artiges Zusammenspiel mehrerer Phosphorylierungssieilel als Multisite Phosphorylation

10
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bezeichnet und dient als wichtiges Mittel der Signalind¢ign und Feinregulation (Holmberg

et al, 2002). Interessanterweise erfolgt die Modifikation sowarch Calcineurin als auch
durch die entgegenwirkenden Kinasen in einer sequenziélidolge, wobei nach Stimulation
zurachst SRR-1 dephosphoryliert zu werden scheint, bevor dieeBs@erung von SP den vollen
Aktivierungsstatus eriglicht (Okamuraet al, 2000; Salazar und dfer, 2003; Okamurat

al., 2004; Salazar und dfer, 2005). Daiberhinaus konnte ein weiterer kritischer Serinrest in
der N-terminalen Transaktivierungsdarme identifiziert werden, dessen Phosphorylierung das
Transaktivierungspotential von NFAT1 deutlich éhh (Okamuraet al.,, 2000).

Eine andere Art der Signalintegration zeigt das CREBMP response elemg#tindende
Protein (CREB), der erste Transkriptionsfaktar,den eine phosphorylierungsélrgige Regu-
lation der Aktivitat beschrieben wurde (Mayr und Montminy, 2001). Zcinst beschrieben als
cAMP/PKA-sensitiver Aktivator ist CREB zudem an der tranpkdnellen Antwort auf ver-
schiedene Wachstumsfaktoren beteiligt. Entscheidéndlie Aktivierung von CREB ist die
Phosphorylierung eines konservierten Serinrestes an dsdumeposition 133, welche Voraus-
setzung @ir eine Interaktion mit dem Koaktivatorprotein CBEREB-binding proteinist.
Interessanterweisedkinen entsprechend seiner Rolle als Integrator verscheed&gnalwege
neben der PKA auch andere Kinasen diese Position modifiz{&tayr und Montminy, 2001).
Die Unterscheidung der Reaktion auf verschiedene Inputgerfolgt dabei u.allber eine
promotorspezifische Bildung des CREB/CBP-Komplexes, wobei deawge Mechanismus

dieser Regulation nachwievor unklar ist (Zhatal., 2005).

1.3.2 Die Regulation von Prflin U. maydis

Als entscheidender Regulator der Pheromonantwddt imaydisunterliegt Prfl einer komple-
xen Regulation. Auf transkriptioneller Ebene existieremaeistens drei Aktivatoren, welche
unterschiedliche Regionen dpd1-Promotors erkennen (Abb. 3A). Eine wichtige Rolle spielt
dabei das sogenannte UAS-Elemempgtream activating sequeng¢avelches die Integration
verschiedener Bhrstoffsignale vermittelt (Hartmaret al, 1999). Essentiellifr diese Steue-
rung ist die Kinase Crk1, wenngleich die Art der Verbindunghieir nicht geldrt werden konnte
(Garrido und Rrez-Martn, 2003; Garrideet al., 2004). Neben der Autoregulation durch Prfl
uber zwei PRE-Motive &gt das HMG-Box-Protein Rop1 als dritter Aktivaiaber sogenann-
te RRS-ElementeRopl recognition sequenceur prfl-Regulation in axenischer Kultur bei
(Brefort et al,, 2005). Dailberhinaus zeigen beide an der Pheromonanwort beteil@jtgral-
wege einen aktivierenden Einfluss auf giél-Expression (Miller et al, 1999; Hartmanret
al., 1999; Miller, 2003), wobei die Kinase Crkl u.a. an der MAPK-vernti¢ie Regulation

11
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beteiligt ist (Garridcet al,, 2004).Uber einen bisher unbekannten Mechanismus greifen zudem
zellzyklusabkngige Prozesse ein, welche die Expression mdh auf die G1-Phase zu be-
schiénken scheinen. Siilfrt eine Verkirzung dieses Stadiums z.B. durtdberexpression des
G1-Cyclins CInl zu einem Verlust derfl-Expression und damit der Pathogani(Castillo-
Lluva und Ferez-Marin, 2005).

Auch als Protein unterliegt Prfl einer Vielzahl von Modifikaen. Anfingliche Hinweise
darauf brachte die Beobachtung, dass eine pheromonvdtenittduktion des Prfl-Zielgens
mfal auch bei konstitutiveprfl-Expression erhalten blieb (Hartmamt al, 1999). Eine
bioinformatische Analyse der Proteinsequenz dokumdntier. das Vorhandensein zahlrei-
cher Aminoswreabfolgen, die als Erkennungsstellénunterschiedliche Kinase dienearin-
ten (ScanProsite, http://www.expasy.org/tools/scasifef). Aufgrund der Beteiligung PKA-
wie auch MAPK-vermittelter Signaltransduktion an der Rimeonantwort vorJ. maydissind
dabei die @inf PKA-spezifischen Motive sowie die zitglich vorhandenen sechs MAPK-

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

A@ @
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Gen- und Proteinaufbauson Prfl. (A) Der
DNA-Abschnitt ist als Linie und der kodierende Bereich vanfil als Rechteck dargestellt, der
Transkriptionsstartpunkt ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.|Rtegische Sequenzmotive sind
als ausgadfllte Rechtecke (UAS; grau) und Dreiecke (PREBeromone response elemethwarz;
RRS,Rop1l recognition sequencgrau) gezeigt. Der @fienmalstab entspricht 200 bp. Art und
Funktion der Faktoren: siehe Text. Die Positionen der Motive sind: RR&23)-(-413); RRS2,
(-501)-(-491); RRS3, (-1908)-(-1898); UAS, (-1595)-(12; PREL, (-715)-(-707); PREZ2, (-729)-
(-721). (B) Die Proteinsequenz von Prfl ist als Balken dargestellt. HMG-Box (dan®&leau)
und PEST-Sequenz (mittleres Grau) sind als Rechtecke gezeigt. Fanegealken entsprechen
den vorhergesagten Kinase-Modifizierungsstellen (MAPK, orang4, Blau). Der GbRRenmal’-
stab entspricht 50 Amin@siren. Die Amino&gurepositionen der Elemente sind: HMG-Box, 125-
193; PEST, 300-326; MAPK-Erkennungsstellen, S267, S375, ,S8483, S498, S812; PKA-
Erkennungsstellen, T253, T366, S511, S512, S659.

Daruiberhinaus entt Prfl eine ndgliche PEST-Sequenz (Amir@greposition 300-326; PEST-

find, https://femb1.bbc.univie.ac.at/toolbox/pestfindiese serin- und threoninreichen Abfol-
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gen eriillen eine wichtige Funktion als Proteinabbausignalectvelu.a. durch Phosphorylie-
rung aktiviert die Ubiquitin-Markierung und den anschée@en Abbau durch das Proteasom
regulieren (Rogerst al, 1986; Bechsteiner und Rogers, 1996). Auch in Prfl gibt es Anze
chen fir eine PEST-vermittelte Destabilisierung in Attgigkeit der Zellzyklusphase (Jkfez-
Martin, per$nliche Mitteilung).

Da in U. maydis sowohl MAPK- als auch PKA-vermittelte Signaltransdukti@m der
pheromonvermittelten Zellantwort beteiligt sind, wurdie @edeutung der entsprechenden
putativen Phosphorylierungsstellen eingehender untbtswenngleich eine direkte Phospho-
rylierung aufgrund der biochemischen Unanglichkeit von Prflin vivo bisher nicht nach-
gewiesen werden konnte, zeigte sich in genetischeratzea eine Beteiligung der MAPK
Kpp2 an dieser Aktivierung (Mller et al, 1999). Entsprechend efh Prf1 sechs Wiederho-
lungen des MAPK-Phosphorylierungskonsensus, deren Maotat einem teilweisen Verlust
der Kreuzungskompetenilirt (Muller et al, 1999). Die Bedeutung dieser wie aucif wei-
terer PKA-Erkennungsstellen zugkken, stand im Mittelpunkt detaillierter genetischer Wnte
suchungen (Kaffarnilet al, 2003). In der Charakterisierung nicht-phosphorylierbdgl-
Varianten, in denen die sechs von MAPK bziunf von PKA modifizierten Serine oder Threo-
nine durch Alanin ersetzt wurden (P bzw. Prfx™; epitope-tagged MPK/PKA alanine),
deutete sich folgendes Modell an: Gesteuert durch die Ploogierung der MAPK- und PKA-
Erkennungsstellen schien der Transkriptionsfaktor eiaehselnde Rferenz @ir unterschied-
liche Zielgene zu entwickeln. Im Mittelpunkt der Untersualy stand die Diskriminierung der
pheromoninduzierten Zielgene dasund b-Lokus. Wahrend die Integriit der PKA-Stellen
Voraussetzungiir jegliche Aktivierbarkeit von Prfl war, schien die Mutati der MAPK-
Stellen nur die Induktion ddr-Gene zu beeinéichtigen, diea-Geninduktion war hingegen un-
verandert. Der direkte Nachweis einer Phosphorylierung dbch auiin vitro-Kinaseassays
beschankt, in welchen sowohl die MAPK Kpp2 als auch die katalyis¢KA-Untereinheit
Adrl Prfl modifizieren konnten. Ungekt blieb die Frage nach der Integtitder verschie-
denen Prfl-Varianten, da z.B. eine Fehlfaltung des Proteingeichbare Pénotypen hervor-
rufen konnte. Diese Beifrchtung galt insbesonderigrfdie Veiénderungen in PrffA, welche zu
einem weitgehenden Funktionsverlushiften. Desweiteren liel sich bisher nur die Notwendig-
keit einer Modifikation, nicht jedoch deren unmittelbarerté&il am Aktivierungsprozess ablei-

ten. Es waren somit weitere Experimentgig, um diesen komplexen Prozess zu enisss$ein.
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1.4 Das tetrazyklinregulierbare Genexpressionssystem

Ein wichtiger Schritt in der Charakterisierung eines Gensdesssen regulierte Expression
unter definierten Bedingungen (Lewandoski, 2001). Eine e Bedeutung kommt dieser
Maoglichkeit in der Untersuchung essentieller Gene zu sowi@rbeiten mit Faktoren, deren
starker Deletionsginotyp das Auftreten von Suppressormutationerubstigt (Mnaimnetet
al., 2004). Dabei werden zunehmend heterologe Expressidessydevorzugt, welche das
Auftreten sbrender Nebeneffekte minimieren. In vielen Organismerm Wwe&vorzugt das tetra-
zyklinbasierte System verwendet, dessen Komponenterkargontischen Zellen nahezu keine

Veranderungen hervorrufen (Chopra und Roberts, 2001).

Grundlage des Tetrazyklinsystems ist die starke und hodineafnteraktion des Tet-
Repressorproteins (TetR) alscherichia colian die Tet-Operatorsequenzen (tetO). Beide
Komponenten sind als Teil des TnlO-Transposons an dertestriRegulation dertetA
Expression beteiligt, dessen Genprodukt als AntiporteisRew gegeiber Tetrazyklin ver-
mittelt. Dessen Expression ist eng an die Anwesenheit déibidtikums gekoppelt, welches
durch Bindung an TetR eine Konformati@mlerung hervorruft, dadurch die tetO-Bindung ver-
hindert und die Transkription votetA erlaubt (Berens und Hillen, 2004). In eukaryontischen
Zellen scheint Tetrazyklin keine endogenen Strukturerrkeraen und auch indiheren Dosen
eingesetzt keinen Einfluss auf das globale Transkriptiaiggu nehmen (Wishast al.,, 2005).
Daruiberhinaus zeichnen sich Antibiotika der Tetrazyklin-Hemzu denen neben Tetrazyklin
(Tet) z.B. auch Doxyzyklin (Dox) geirt, u.a. durch eine hohe Bindungsaffatisowie eine
gute Membrangngigkeit aus (Chopra und Roberts, 2001), und eignen sichr déhEffektor-

molekile in einem heterologen System.

Das erste beschriebene tetrazyklinvermittelte Exprassigstem wurde in Tabakpflanzen ent-
wickelt und basierte auf einer kontrollierbarerd®ing der Transkriptionsinitiation durch Bin-
dung des TetR-Proteins (Gatz und Quail, 1988). In der Farieklung fur Saugerzellsysteme
wurde diese direkte Transkriptionsinhibition durch diedBihg eines regulierbaren Transak-
tivators ersetzt (Gossen und Bujard, 1992; Gossteal, 1993). Dabei war es aufgrund des
modubren Aufbaus von Transkriptionsfaktorerogtich, durch Fusion der Transaktivierungs-
domane des Viralen Proteins 16 (VP16) adsrpes simplexan TetR als DNA-Bindedoéane
einen heterologen Transaktivator zu generieren (Brent waghBRe, 1985), dessen DNA-
Bindung durch Zugabe von Tetrazyklin aufgehoben werden kareser tetrazyklinakdmgige
TransaktivatortetR transactivatqrtTA) steuert die Aktivierung eines Hybridpromotors basie
rend auf einer Wiederholung von Tet-Operatoren gefolgt @mem eukaryontischen Basal-

promotor (R..o; Gossen und Bujard, 1992; Gossetnal., 1993). Neben einem kontrollierten
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De- und Reaktivieren der Promotoraktasiterlauben die Eigenschaften dieser Interaktion eine

graduelle Regulation der Expression unter verschiedeesigerimentellen Bedingungen.

Seit seiner Entwicklung vor nahezu 15 Jahren wurde dieseszyklinbasierte System viel-
mals weiterentwickelt und auf ein breites Spektrum unteesticher Organismeibertragen.
In vielen Rallen waren jedoch zahlreiche Modifikationeitig, um die heterologen Komponen-
ten an den jeweiligen Organismus anzupassen (Berens urahH3004; Gossen und Bujard,
2002). Da inU. maydisfur eine regulierbare Genexpression bisher nur z@hrstoffregulierte
Promotoren zur Veifgung standen (Bottiat al., 1996; Brachmanet al, 2001), bot sich das
Tetrazyklinsystem als Eé&nzung des Promotorrepertoires an. Erste Versuche delicftsiy
tetrazyklinregulierbarer Genexpression scheiterteogbdi.a. an fiihzeitiger Polyadenylierung
innerhalb detetRmMRNA (Zarnack, 2002; Zarnaait al., 2006). Dieses Problem wie auch die
hohe Basalaktivét des tetrazyklinregulierten Promotors.(F) konnten durch Herstellung des
synthetischen Gen®tR* unter Anwendung einer kontextadoigigen Kodonverteilung sowie
durch Beseitigung kryptischer Enhancer-Elemente aus ddachenregionen des Promotors
behoben werden (Zarnack, 2002; Zarnatlal, 2006). Ein weiteres Hindernis stellte die to-
xische Wirkung der zuiichst verwendeten viralen VP16-Transaktivierungsaloendar. Eine
Rekonstitution des Systems th maydissowie dessen Evaluierung waren daher bisher nicht
unternommen worden.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

In Reaktion auf Pheromon zeigéh maydisZellen grundlegende morphologische und physio-
logische Veanderungen, die mit einer ausgaégrenAnderung des Transkriptionsprofils ein-
hergehen. Im Zentrum dieser Arbeit stand die Untersuchwergzdgrunde liegenden Akti-
vierung von Prfl, welche u.a. auf posttranslationellen Nikationen des Transkriptionsfak-
tors beruht. Die Untersuchung der Lokalisation des Preteimer verschiedenen Bedingun-
gen sowie dessen Transaktivierungspotentials sollteerate Anatze Rickschilisse auf den
zugrunde liegenden Mechanismus erlauben. Von besondertenesse war jedoch didber-
prufung einer ndglicherweise regulierbaren ZielpromotorspeitfiDazu sollten zuichst ge-
netisch veanderte Prfl-Varianten, welche durch Aspartat-Subgiiteh in den modifizierten
Positionen eine dauerhafte Phosphorylierung imitierdibesp hergestellt und charakterisiert
werden. Daiiberhinaus bot sich durch die Vagbarkeit etablierter Microarray-Aatze die
Moglichkeit, die ndgliche Promotordiskriminierung durch Prfl in eineno@eren Mal3stab
zu erfassen. Aufbauend auftifreren transkriptomweiten Untersuchungen, in welcheremeb
der transkriptionellen Reaktion auf Pheromon auch der Adegi MAPK- und PKA-Kaskade
an dieser Regulation bestimmt wurde (Eichhorn, 2004),esalie phosphorylierungsvermit-
telte Funktion von Prfl in der Pheromonantwort weiter asfiisselt werden. Anzahl und
Art der Prfl-Zielgene, welche in ihrer Expression durch MARINd PKA-Phosphorylierung
bestimmt werden, sollten dabei Aufschlugser Stellenwert und Funktion der einzelnen Prfl-
Modifikationen innerhalb der Pheromonantwort erlaubenmiiberhinaus sollte das tetrazyklin-
regulierte Expressionssystem als wichtigedgung des Promotorrepertoiresinmaydisund

zur weiteren Charakterisierung vorfl 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 Vervollgtndigung des tetrazyklinregulierten SystemdJinmaydis
stellte das Zusammensetzen eines aktiven TetR-Trans@kpvateins dar. Da die daf
zurachst verwendete virale VP16-Transaktivierungsdoenin Vorversuchen eine toxische
Wirkung zu entfalten schien, wurden in der verbesserteR-Teansaktivatorversion tTA* zwei
sogenannte F-Doamen als Transaktivierungsmotiv an TetR* fusioniert (Abk).Diese sauren
Minimaldomanen entsprechen 26 Amirdagen aus dem Kern der VP16-Aktivierungsdora
(Baronet al, 1997). Als Abstandhalter zwischen DNA-Binde- und Transaktungsmodul
wurden 41 Amino&uren aus dem cl-Protein des Bakteriophayénden Transaktivator aufge-
nommen (Garet al, 1997). Die Expression von tTA* erfolgte unter Kontrollesdeonstitutiv
aktiven Promotors £ (P.t-tTA*).

2.1.2 Die tetrazyklinregulierte Gfp-Expression

Zur Evaluierung des Systems wurde das Gen derastsin Version des gn fluoreszierenden
Proteins énhanced green fluorescent protegip) unter Kontrolle von B.o gesetzt und als
Reporterkonstrukt in deip-Lokus des Stammes FB1 eingebracht (FB4Pgfp; Loubradowet
al., 2001; Abb. 4A). AnschlieRend wurde das Konstrukt®TA* mit Hilfe einer Hygromyzin-
Resistenzkassette ektopisch in diesen Stamm integriertREBAgfp/tTA*; siehe 4.1.3).

Die tetrazyklinabAngige Reportergenexpression des resultierenden Stamuonde sudchst
in Flussigkultur untersucht: Fluorimetrische Messungen vaer winablngigen Transfor-
manten offenbarten eine starke Gfp-Fluoreszenz, die diinbatz steigender Tetrazyklin-
Konzentrationen bis auf das Basalniveau reduziert werdentko(Abb. 4B; siehe 4.2.2). In
gleicher Weise behandelt wurden die Kontré@sime FB1, FB1R.o-gfp und FB1R.;-gfp, um
neben einer vénderten Basalfluoreszenz oder einer Reaktion des PrometeysPAbwesen-
heit des Transaktivators auch direkte Auswirkungen deghfatikums auf die Expression von
Gfp ausschliessen zwhknen. Der relative Fluoreszenzwert blieb dabei in alléitel konstant.
Alle Stamme reagierten zudem in vergleichbarer Weise auf daszy&tia-Derivat Doxyzyklin

(nicht gezeigt).
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Abbildung 4: Der Nachweis der tetrazyklinvermittelten Gfp-Expression. (A) Schemati-
sche Darstellung der verwendeten Konstrukte. Dargestellt sindt€-Promotor (Spelliget al.,
1996); tetR*, kodierend @ir die kodonoptimierte Version des Tet-Repressorproteins TetR (Ami-
nosauren 1-207; Postlet al, 1984); N, Kernlokalisierungssequenz; cl, kodiereiid 41 Ami-
nosauren aus dem cl-Protein des BakteriophagefGar et al, 1997); F, kodierendifr eine
F-Minimalaktivierungsdorane (Baroret al,, 1997); T,.s, der Transkriptionsterminator dess
Gens ausAgrobacterium tumefacien®evanet al, 1983);tetO, Wiederholung von insgesamt

6 Tet-Operatoren aust? (Bohner und Gatz, 2001); basal, dafal-Basalpromotor (Position
2-110; Blkeret al, 1992);0fp, das Gen der verdtkten Version des gn fluoreszierenden Proteins
(Clontech).(B) Fluorimetrische Bestimmungen des Gfp-Signals (RFU/EQ)P Die verwendeten
Stamme sind durch Angabe der enthaltenen Konstrukte gekennzeichnegeheme Tetrazyklin-
Konzentrationen (g/ml): siehe Legende. Die dargestellten Ergebnisse entsprechen Mittgiwer
bzw. Standardabweichungen aus drei parallelen Experimg@gebRosis-Wirkungskurve. Gezeigt

ist die fluorimetrische Charakterisierung verschiedenamsie (siehe Legende) bei steigenden
Tetra- und Doxyzyklin-Konzentrationemg@/ml). Die dargestellten Ergebnisse entsprechen Mit-
telwerten bzw. Standardabweichungen aus drei parallelen ExperimébleDie Veranderung
der Gfp-Fluoreszenz von FBi&H-gfp/tTA* nach Medienwechsel. Dargestellt sind die Ergebnis-
se stindlicher Fluorimetermessungen nach einem Wechsel von CM in TetraZ{kidy.g/ml)-

bzw. Doxyzyklin (10p.g/ml)-haltiges Medium und umgekehrt. Die Werte entsprechen den Mittel-
werten einer Triplikatmessung.

Die graduelle Reaktion des Systems wurde anhand einer BNMigismgskurve genauer

untersucht. Hierbei wurden einzelne Kulturen mit schigitse eribhter Antibiotikakonzentra-

tion gemessen. Der Konzentrationsansti@gyte bei beiden Antibiotika zu einem raschen Ab-

fall der Gfp-Fluoreszenz, wobei Doxyzyklin bei gleicherrantration stets denaskeren Ef-
fekt zeigte (Abb. 4C). Halbmaximale Inhibition bewirkten 8/ml Doxyzyklin bzw. 350 ng/ml

Tetrazyklin, wahrend ein nahezu voltstdiges Abschalten der Gfp-Expression mit 10 bzw.
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100 u.g/ml erreicht werden konnte. Um eine Auswirkung dieser mmatieingesetzten Dosen
beider Antibiotika auf das Pilzwachstum auszuschlieRerrdes die Verdopplungszeit in der
exponentiellen Phase in deren Gegenwart bestimmt. In b&&@éen konnte keine Vé@nderung

im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen beobatherden (nicht gezeigt).

Um die Reaktionszeit des Systems zu untersuchen, wurde dem8EB1R,o-gfp/tTA* in
Medium mit bzw. ohne Tetrazyklin angezogen, bei gleichdidiehte (OD;,,) in das jeweils
andere Mediuntiberfuhrt und die Veanderung der Gfp-Expression in regéldigen Absinden
verfolgt. Bei einem Wechsel von 100 auf@/ml Tetrazyklin war die Fluoreszenz bereits nach
sechs Stunden auf ein basales Niveau abgesunken (AbbmBihtgegengesetzten Ansatz hatte
die Fluoreszenz nach gleicher Zeit ebenfalls ein Plate@icét, das jedoch in seinerdHe nur
etwa 40% des Maximalwertes entsprach. Diese vermindersehaiteffizienz ist wahrschein-
lich darauf zuiickzufihren, dass die Antibiotika nur ungegend aus den Zellen ausgewaschen
werden konnten und in der kurzen Zeit nicht durch Zellteglastitriert wurden. Als Kontrol-

le wurde FB1R.o-gfp in gleicher Weise behandelt, zeigte jedoch keine filgaite Fluores-
zenanderung als Reaktion auf den Mediumwechsel in jegliche Rich{nicht gezeigt).

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass alleniepten Komponenten in
U. maydisfunktional sind und dass Tetrazyklin wie auch Doxyzyklim guaduellen Regula-

tion eines heterologen Reportergens eingesetzt werdiemek.

2.1.3 Die tetrazyklinvermittelte Regulation von prfl

Nachster Schritt war es, das neu etablierte System auf eiogenéds Gen anzuwenden. Als
Zielgen wurdeprfl ausgevahlt, da dessen Akttt (iber bekannte Reportergene und Kreu-
zungstests leicht bestimmt werden kann (Hartmatral, 1996; Kaffarniket al, 2003).
Um die Notwendigkeit zu umgehen, mehrere Konstrukte gatr&mbringen zu riassen,
und damit die Anwendung zu vereinfachen, wurden alle Korepten in einer Ein-Schritt-
Promotoraustauschkassette zusammengefasst (Tc:piEbe BPnthielt den tetrazyklinregulier-
baren Promotor B.o, tTA* unter Kontrolle des konstitutiv aktiven J2Promotors sowie eine
Hygromyzin-Resistenzkassette (Abb. 5A). Abgeschlossemi@vdas Konstrukt zu beiden Sei-
ten durchSfi-Erkennungsstellen, welche zu Vektoren und Flanken desitsevorhandenen
Genaustausch-Systems kompatibel sind (Brachneaah, 2004). Durch Wahl entsprechender
Flanken wurde die Kassette unmittelbar vor das Startkodsnetidogeneprfl-Gens in dem
Stamm FB1Ry.;-gfp integriert (siehe 4.2.2). Dieser Stami@gt in seinenip-Lokus das Repor-
terkonstrukt R.;-gfp, bestehend aus degip-Gen unter Kontrolle des Promotors des direkten
Prf1-Zielgengnfal(Kaffarnik et al, 2003).
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Fluorenzenz-Messungen des resultierenden Stammes FBfilTzgigten, dass in Abwesen-
heit des Antibiotikums die relative Gfp-Fluoreszenz imdleich zu FB1R,;,;-gfp etwa 20fach
erhoht war (Abb. 5B). Durch Zugabe von 10 bzw. 10§/ml Tetrazyklin konnte diese auf 40%
bzw. unter das Basalniveau des Ausgangsstammes reduzielérwéJm die Regulation der
prfl-Expression direkt nachzuweisen, wurde aus den zuvor fhiirisch gemessenen Kulturen
Gesamt-RNA extrahiert und darin mit Hilfe quantitativer PERCR; Higuchit al,, 1992; Bu-
stinet al,, 2005) die relative Menge girfl-Transkript bestimmt (siehe 4.3.5). Dabei ladigjte
sich, dass steigende Tetrazyklinkonzentrationen mitrelbaehmendeprfl-Transkriptmenge
korrelierten, welche bei 10 bzw. 10@/ml auf 26% bzw. 16% des Ausgangswertes reduzierte
war (Abb. 5B,C).

A Sfily, Sflild
Ptef Thos Pteto
\#L‘—:TA* |—|Hng >
Te:prft BN P prf1
B RFU/ODgqg J_ C prf1ippi
251 41
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Abbildung 5: Die tetrazyklinvermittelte Regulation von prfl. (A) Schematische Darstellung
der Ein-Schritt-Promotoraustauschkassette Tc:prfl. Die verwendgteldie entsprechen denen
in Abb. 4A. Zusatzlich dargestellt sind Hyty die Hygromyzin-Resistenzkasset&fi,, und Sfi,

die stromauf- bzw. -abirts flankierendeisfi-Erkennungsstellen(B) Fluorimetrische Bestim-
mungen des Gfp-Signals (RFU/@g) als Mal? der Bs.;-gfp-Aktivitat. Die verwendeten &mme
sind durch Angabe deprfl-Allels gekennzeichnet. Zugegebene Tetrazyklin-Konzentrationen
(ng/ml): siehe Legende. Die dargestellten Werte entsprechen den MittelvitemerStandardab-
weichungen einer Triplikatmessur(§:) Die Bestimmung deprfl-Transkriptmenge durch gPCR.
Die zugrunde liegende cDNA basiert auf Gesamt-RNA aus den in (B) wsenen Kulturen. Als
Referenztranskript dientgpi, welches iir eine konstitutiv exprimierte Prolylpeptidyl-lsomerase
kodiert (Basseet al, 2002). Experimentaufbau und Auswertung: siehe 4.3.5. Die dargestellte
Werte entsprechen den Mittelwerten bzw. Standardabweichunggsrfalpi-Bestimmungen in
drei cDNA-Verdinnungsstufen.

In physiologischen Tests sollten anschliel3end Pheronmpepion und -sekretion sowie Paa-

rungskompetenz als Prfl-vermittelte Prozesse auf ihr&tiamalitat hintberpiift werden. Um
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die Pheromonwahrnehmung in An- bzw. Abwesenheit von Tektarzzu untersuchen, wurden
Kulturen des Stammes FB1Tc:prfl wie auch des AusgangsstamBiER, ;,;-gfp mit synthe-

tischem Pheromon behandelt (siehe 4.2.2).
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Abbildung 6: Die antibiotikavermittelte Regulation von Pheromonantwort und Paarungs-
verhalten des Stammes FB1Tc:prfl. (AMikroskopische Analyse vor und nach Pheromon-
behandlung. Die verwendetenaBtme FB1 und FB1Tc:prfl sind durch Angabe ged-Allels
gekennzeichnet. Beide tragen atdich das Reporterkonstrukt,R:-gfp zur Detektion Prfl-
vermitteltermfalPromotoraktiviéit (Kaffarnik et al., 2003). Behandlung mit synthetischem a2-
Pheromoniir 4h sowie die Zugabe von Tetra- bzw. Doxyzyklin (100 bzwp&0ml) sind auf der
linken Seite der Abbildung angegeben. DebBenbalken entspricht @m. (B) Das Paarungs-
verhalten der $tmme auf PD-Platten ohne bzw. mit Tetrazyklin (3@§ml). Die Ausbildung
weil3er filameriiser Kolonien nach 24 h ist Indikator einer erfolgreichen Paarurayg-$&timula-
tionsreaktion. FB1, FB1priA (Muller et al, 1999) und FB1Tc:prfl wurden gegen FB2 sowie den
kompatiblen Pheromontesterstamm FBD12-17 gekreuzt (Banuett unkidvets 1989). Die ent-
sprechendeprfl-Allele der FB1-Derivate sind auf der linken Seite angegeben, die in dteR
enthaltene Tetrazyklinkonzentration unterhalb der Abbildung.

In Einklang mit den fluorimetrischen Bestimmungen zeigteStamm FB1Tc:prfl unbehandelt
eine intensive zytoplasmatische Gfp-Fluoreszerahnend die Basalfluoreszenz des Kontroll-

stammes unter den gahiten Aufnahmebedingungen nicht sichtbar war (Abb. 6A)gabe
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von synthetischem a2-Pheromaihfte in beiden $tmmen zur Ausbildung von Konjugations-
hyphen, welche auf Expression des direkten Prfl-ZielgassRheromonrezeptors Pral hin-
weist (Bolker et al,, 1992). Eine gleichzeitige Zugabe von Doxy- bzw. TetrazykLO bzw.
100 g/ml) reprimierte in FB1Tc:prfl digrfl-Expression in ausreichendem Mal3e, um die
Ausbildung von Konjugationshyphen zu untdrdken und die Gfp-Expression auf ein nicht
mehr detektierbares Niveau zu reduzieren. Beide Antilaatiigten keine Auswirkung auf die

Pheromonantwort von FB1[.-gfp.

Paarungskompetenz und Pheromonsekretion wurden duralzirgstestsiberpiift. Erfolg-
reiche Paarung kann 24 Stunden nach Ko-Inokulation kotleats&mme auf entsprechenden
Platten als die Bildung weil3er filaméser Kolonien nachgewiesen werden. Als Referémz f
An- bzw. Abwesenheit von Prfl dienten Kreuzungen von FB2 geatje Samme FB1 bzw.
FB1prflA (Muller et al, 1999). Zugtzlich wurden die $tmme gegen den Stamm FBD12-17
getropft. Dieser diploide Stamm mit der Kreuzungstypkamaklibpna2a2bl1b2st in der Lage,

in Anwesenheit von al-Pheromon ohne Fusion mit einem Rafitaements auszuwachsen,
und kann daher als sogenannter Pheromontesterstamm vetvweerden (Banuett und Hers-
kowitz, 1989). Ohne Zugabe von Antibiotikum war der Stamm F&prfl vergleichbar dem
Wildtypstamm FB1 in der Lage, gegen FB2 zu kreuzen wie auch FBIY12u stimulieren
(Abb. 6B). Beide Reaktionen wurden auf Platten mit 1@0ml Tetrazyklin unterdickt, wo-
mit der Stamm auf diesen Plattengptotypisch dem Deletionsstamm glich. Dieses Experiment
belegte zugleich, dass eine tetrazyklinabgige Regulation ikJ. maydisauch auf Festmedium
moglich ist.

Zusammenfassendt sich festhalten, dass die Ein-Schritt-Promotorasstéassette erfolg-
reich eingesetzt werden konnte, um durch Zugabe von Tetier- Doxyzyklin die Expression
des endogenen Gepsfl zu regulieren. Dabei wurde die antibiotikavermittelte €hdttickung

verschiedener Prfl-aBhgiger Prozesse inidsigkultur wie auch auf Platte basgt.

2.2 Die phosphorylierungsabh angige Regulation von Prfl

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde der Einfluss der $pfhmrylierung von Prfl auf
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors genauer unteis. In U. maydiserfolgt die Uber-
tragung des Pheromonsigniilser zwei Signalwege, welche auf Prfl als zentralem Faktor z
sammenlaufen (Feldbggeet al,, 2004). Dabei spielen neben der transkriptionellen Reguiat
die PKA- und MAPK-spezifischen Phosphorylierungsstelle®ifl eine entscheidende Rolle
(Kaffarnik et al,, 2003). Verschiedenste Eigenschaften eines Proté&nsda durch posttrans-
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lationelle Modifikationen gesteuert werden. Diese uniiertesich in generelle Faktoren wie
Stabilitat, Lokalisierung oder Aktivit, welche die allgemeine Vérjbarkeit eines Proteins be-
einflussen, sowie andererseits eine regulierbare S@ezifielche z.B. durch Interaktion mit
wechselnden Kofaktoren erreicht werden kann (zusammassgtein Holmberget al., 2002).
Verschiedene Ariédze zielten darauf, den Anteil unterschiedlicher Regutesbenen an der
Pheromon-Aktivierung von Prfl zu untersuchen. Da das Rrbisher biochemisch nur schwer
nachzuweisen ist, sollten Fragen der Lokalisation undilgtabdurch eine Fusion an Gfp ge-
klart werden, welche eine fluoreszenzmikroskopische Anatyssbenden Zellen eriglicht.
Das Vorhandensein heterologer Komponenten aus dem tkliraegulierten System erlaub-
te dafiber hinaus den Austausch der DNA-Bindedora, um das Transaktivierungspotential
des verbleibenden Teils isoliert untersuchen @orlen. Da vorausgegangene Experimente eine
phosphorylierungsaldmgige Zielpromotorwahl angedeutet hatten, war es vonngegem In-
teresse, die Speziit von Prfl auf globaler Ebene zu untersuchen. Die transknpeite
Analyse der Funktionaklitt unterschiedlicher Prfl1-Varianten sollte dabei durah mhysiolo-
gische Charakterisierung der jeweilige@®ime sowie eine bioinformatische Suche nach Prfl-

Bindestellen in den jeweiligen Promotoren untétat werden .

2.2.1 Die Lokalisierung von Prfl

Um Lokalisation wie auch Stabiét von Prfl innerhalb der Zelle sichtbar zu machen, wurde das
Protein durch C-terminale Fusion an Gfp fluoreszenzmarldertMarkierung wurde Dreifach-
Gfp verwendet (Prf®-Gfp?, constitutively expressecbitope-tagged Prflsiehe 4.1.4), da die
nur mit einem Gfp markierte Variante in Vorversuchen kaumhweeisbar war (nicht gezeigt).
Das Konstrukt wurde konstitutiv unter Kontrolle des ProamstR.; exprimiert, um den Einfluss
transkriptioneller Regulation auszublenden. Die Funldivét dieses wie auch der folgenden
Fusionsproteine wurde durch Kreuzung der resultierendiami@e besitigt (nicht gezeigt).

23



Ergebnisse

unbehandelt + a2-Pheromon

Abbildung 7: Die Lokalisation von Prfl1°-Gfp3. Mikroskopische Analyse des Stammes

FB1prf1°-Gfp* vor und nach Behandlung mit synthetischem a2-Pheromon oder 6 mM exter-

nem cAMP (siehe 4.2.2). Dargestellt sind licht- (DIC) und fluoreszenzyakopische Aufnahmen

(Gfp) unter Angabe der Behandlung am oberen Rand der AbbildusrgGBRenbalken entspricht

10 um.
Wenngleich das Signal stets nahe der Detektionsgrenzezé&agte sich in fluoreszenzmi-
kroskopischen Aufnahmen eine deutliche nikée Lokalisation von Prft-Gfp® (Abb. 7).
Diese schien unaldimgig von der Anwesenheit von Pheromon. Auch die Intahsiér Fluo-
reszenz schien durch Pheromonstimulation uinveert. Die Behandlung des Stammes mit
CAMP ergab ein vergleichbares Bild. Weder Lokalisation n@&thbilitat von Prfl schie-
nen somit einer pheromonafgigen Regulation zu unterliegen. Dass keineakderung
nachgewiesen werden konnt&rte jedoch auch auf die dyglicherweise transiente Natur
derartiger Regulationsereignisse zckzufihren sein. Um eventuelle transiente Auswirkun-
gen einer PKA-Phosphorylierung zu fixieren, wurden AspeBtabstitutionen der PKA-
Phosphorylierungsstellen in P#fiGfp® eingebracht (siehe 2.3.3). Auch dabei konnte jedoch
keine signifikanteAnderung von Lokalisation oder Signalintesifestgestellt werden (nicht

gezeigt).

Interessant war die Beobachtung, dass stets nicht all&*f&fp*-exprimierenden Zellen einen
fluoreszenten Kern aufwiesen. Dabei schien die An- bzw. Amsnbkeit der Fluoreszenz mit ver-
schiedenen Teilungsstadien zu korreliererahénd 70% der singaiten Zellen einen fluores-
zenten Zellkern aufwiesen, verringerte sich dieser AméilAuftreten einer Wachstumsknospe
auf 55%. In Bezug auf die Zellzyklusphase entsprechen er&elien der G1- oder S-Phase,
wahrend solche mit Wachstumsknospe sich in G2-Phase odesdtiefinden@&nnen. Dass es
sich hierbei um eine zellzyklusahgige Regulation der Prfl-Stakdiithandeln &nnte, wird
u.a. durch die Beobachtung géstt, dass die Expression des Prfl-Zielgerfaleine negative
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Abhangigkeit von der Expression des Zyklins CInl zeigt, welatied ange der G1-Phase re-
guliert (Castillo-Lluva und BErez-Marin, 2005). Dabei ist allerdings zu lieksichtigen, dass
in diesem Experiment nicht zwischen einem spezifischencWarismiden des nukberen Prfic-
Gfp3-Signals und einem generellen Verlust nuiker Fluoreszenz nach Aaflung der Kern-
membran vithrend der Mitose unterschieden werden konnte (Stratlad, 2005). Fir eine
abschlieBende Beurteilungawe somit ein paralleler Nachweis der Kernintegritneraf3lich.
Dafiir bietet sich die Verwendung eines an eine Kernlokalisigssequenz fusionierten mRfp
(monomeric red fluorescent protgian, welches eine Abbildung des Zellkerns nur bei intak-
ter Kernmembran erlaubt,atrend als Gegenkontrolle z.B. eine Histon-mRfp-Fusion demK
unablangig von deren Integét anfrbt (Straubest al., 2005).

Die Markierung mit Dreifach-Gfp eriiglichte somit eine Visualisierung von Prfl im Zellkern
stimulierter wie auch unstimulierter Zellen. Das Auftretéer Kernfluoreszenz schien dabei
abhangig von der Wachstumsphase der jeweiligen Zelle. Hingbgevirkten weder die Zuga-
be von Pheromon noch die Modifikation essentieller Phogpieoungsstellen eine sichtbare
Anderung. Aufgrund der Schiche des Signal$iknen Effekte auf Stabilit oder Lokalisation
jedoch nicht @nzlich ausgeschlossen werden.

2.2.2 Das Transaktivierungspotential von Prfl

Um das Transaktivierungspotential von Prfl isoliert ustiehen zu &nnen, wurden einzelne
Komponenten des tetrazyklinregulierbaren Systems herarggn. Indem die HMG-Box durch
TetR als DNA-Bindedorane ersetzt wurde (TetR-Pr#3_s40), konnten Transaktivierungsver-
halten und DNA-Bindung von Prfl entkoppelt werden. Damit@euPrfl auf den heterologen
Promotor R,o umgeleitet, der eine direkte Quantifizierung der Ak#vibhne Einfluss pro-
motorgebundener Regulationsmechanismen erlaubte. Znelketen Durchifihrbarkeit wurde
das Konstrukt unter Kontrolle von, P auf einem frei-replizierenden Plasmid in FB1B-gfp
eingebracht (siehe 4.1.4).

Uberraschenderweise zeigte TetR-Ryf1s. bereits ohne zigzlichen Stimulus eine Aktivie-
rungsintensit, die mit tTA* durchaus vergleichbar war (nicht gezeiggdoch unterlagen die
absoluten Werte in verschiedenen Messungen starken Skbngen, welche auf die bedingte
Stabilitat frei-replizierbarer Plasmide lo. maydiszuriickzuiihren sein drften (nicht gezeigt).
Wenngleich das enthaltene Prfl-Fragment alle 11 MAPK- uké-Erkennungsstellen ent-
hielt, zeigten Versuche, die Aktidt von TetR-Prflyy_s49 durch Zugabe von Pheromon weiter

zu ertdhen, keine Veainderung (nicht gezeigt).
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Somit erlaubte die Entkopplung einzelner funktioneller édelne mit Hilfe der heterologen
Komponenten des Tetrazyklinsystems eine isolierte Betunaghdes Transaktivierungspoten-
tials von Prfl. Dabei konnte erstmals unmittelbar gezegytde, dass Teile von Prfl eine trans-
aktivierende Funktion irJ. maydisaugiben kbnnen. Eine pheromoninduzierte Waderung
dieses Potentials war jedoch nicht zu beobachten. Aufgrandinderter Quantifizierbarkeit ist
ein genereller Ausschluf3 posttranslationeller ReguladienTransaktivierungsdaime jedoch

fraglich.

2.2.3 Das Einbringen von Aspartat-Substitutionen in Prfl

Im Folgenden sollte der Einfluss der verschiedenen Phogldmongsstellen auf die Eigen-
schaften von Prfl genauer untersucht werden. Vorausgegangxperimente mit nicht-
modifizierbaren Varianten hatten eine Auswirkung des Phogpierungsmusters auf die Spezi-
fitat von Prfl angedeutet. Um diese Ergebnisse zu komplememtieurden einige der wahr-
scheinlich phosphorylierten Aminasren durch Aspartat ausgetauscht, dessen negative Ladung

eine Phosphorylierung dieser Stellen imitieren sollte.

Wahrend @ir die MAPK-Phosphorylierungsstellen eine &aderung der drei kritischen Position
S448, T473 und S498 ausreichend sein sollte (PH), wurden von den PKA-Stellen alle
funf bekannten Positionen ausgavit (T252, S366, S551, S512 und S659; Pif] Abb. 8A).
Ausgangssequenirfdie Substitutionen waprfl¢, in welchem der offene Leserahmen von Prfl
N-terminal und C-terminal durch ein Hisbzw. Mycg-Tag markiert ist £pitope-tagged prfl
Kaffarnik et al., 2003). Die entsprechendgnmfl-Allele wurden unter Kontrolle ihres nativen
Promotors durch homologe Rekombination in gefi-Lokus von FB1prfl\ und FB2prflA
eingebracht (Mller et al., 1999; siehe 4.1.3).

Zunachst wurde die physiologische Aktigttder resultierenden &nhme in Kreuzungs- und
Pflanzeninfektionsexperimentémerpiift. Auf aktivkohlehaltigen Platten waren alleg®tme

in der Lage, gegen einen kompatiblen Wildtypstamm zu kneabb. 8B; siehe 4.2.2). Beide
Allele waren somit durch die Mutation in ihrer Aktidt nicht zersirt. Bei Mischung kompati-
bler Mutanten zeigten jedoch nur die Pff2-exprimierenden $imme eine sichtbare Paarungs-
reaktion, wahrend die Kombinatioprf1°#?-tragender $tmme steril war. FB1prf¥'P war
jedoch in der Lage, den hier als Pheromontester verwendstemm CL13 §1bWZbEZL,
Bolkeret al., 1995) zu stimulieren. In ihrer Pathogeititvarenprf1¢””-Stamme nicht von sol-
chen unterscheidbar, die eine entsprechend epitopmirRiét-Wildtypsequenz exprimierten
(FB1/FB2prfF; Muller et al, 1999; Tab. 1). Hingegen war eine kompatible Mischprfg*"?-

tragender Stmme entsprechend der gas¢én Kreuzungskompetenz apathogen.
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A
prfl m3Méys
Porf1 D—P-b Torf1
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prf1eMD
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Abbildung 8: Die Auswirkungen der Aspartat-Substitutionen in Prfl. (A) Schematische
Darstellung der aspartatsubstituierten Positioneprih. Dargestellt sind B¢ und T4, die
endogenen Promotor- und Terminatorregionen piés-Gens; D, aspartatsubstituierte Position.
In der kodierenden Sequenz vpnfl (hellgrau ausgéflites Rechteck) hervorgehoben sind die
Bereiche der N- und C-terminalen Epitop-Markierung (dunkles Grad)der HMG-Box (mitt-
leres Grau). Markiert sind die Phosphorylierungsstellen M3-5 (S44833D, S498D; orange)
und P1-5 ((T252D, S366D, S551D, S512D, S659D; bléi) Kompatible Kreuzungen PrfiP-
und PrfE"P-exprimierender $tmme auf aktivkohlehaltigen Platten. FB2, FB2FB2prf1eMP
und FB2prftFP (Angaben deprfl-Allele auf der linken Seite der Abbildung) wurden alleine als
auch gegen FB1, jeweils ein kompatibles FB1-Derivat mit gleicpeiirAllel (entsprechend den
Angaben auf der linken Seite der Abbildung) sowie CL13 als Pheromordtsten getropft (An-
gabeniber der Abbildung). Die Ausbildung weilRer filamésér Kolonien nach 24 h ist Indikator
einer erfolgreichen Paarungs- bzw. Stimulationsreaktion.

Diese Ergebnisse legten nahe, dass die SubstitutionidéPKA-Stellen zur Bildung einer
funktionstahigen Prfl-Variantetihrte, welche Kreuzung und Infektion untérzt. Der durch
Prf1*MP hervorgerufene Rimotyp unterschied sich hingegen nicht von dem einer estbpn-
den Alanin-Mutante (F. Kaffarnik und M. Feldigge, pergnliche Mitteilung), weshalb zu
befiirchten war, dass diegederungen zu einem Verlust der MAPK-vermittelten PrfInkiion

fuhrten.

Tabelle 1: Die Ergebnisse der Infektionsexperimente

Pflanzen mit
prfl-Allel infizierte Pflanzen Tumor (Prozent)
prfl¢ 202 144 (71)
prf1eMD 89 0 (0)
prf1¢PP 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 Expres der Prfl-Zielgene des und
b-Kreuzungstyplokus konnte mit Hilfe eines Reporterkordes sowie Kreuzungsversuchen
bestimmt werden. Hieiir wurde das endogemef1l-Gen des Stammes CL13R;-gfp (im Fol-
genden CL13M; Kaffarnilet al., 2003) durch die Allelgorf1¢"? und prf1¢? unter Kontrol-

le des endogenen Promotors ersetzt. Die Quantifizierung-@&nexpression erfolgtéber
das Reporterkonstrukt,R;-gfp im ip-Lokus des Ausgangsstammes (siehe 2.1.3). Die Aktivie-
rung b-ablngiger Prozesse konnte als filants#s Wachstum auf aktivkohlehaltigen Platten
sichtbar gemacht werden, wobei diga®ime sowohl alleine als auch mit FB2 bzw. syntheti-
schem Pheromon als Stimulanz getropft wurden (siehe 4 &I12)Vergleichssimme dienten
CL13Mprfl° sowie CL13MprflA (Kaffarnik et al,, 2003).

CL13Mprf1ePP verhielt sich dabei folgendermaRen: In Bezug auf dig, PExpression un-
terstitzte Prft*® eine dem Wildtyp in sowohl den absoluten Expressidgm&sh als auch
den Induktionswerten vergleichbare Pheromonantwort (A#). Letztere lagen bei 9fach
fur CL13Mprf1® bzw. CL13Mprf¥tP. Auf aktivkohlehaltigen Platten war CL13MpfP in
der Lage, anders als der Kontrollstamm bereits ohne Sttoaldilamends auszuwachsen,
was auf eine konstitutive Aktivierung ddrGenexpression hindeutete (Abb. 9B). Da nach
bisherigen Ergebnissen die Regulation deBene von einer Phosphorylierung der MAPK-
Stellen abzuéingen schien, konnte ein Einfluss basaler MAPK-AMKditviturachst nicht aus-
geschlossen werden. Daher wurde das Gen der MAPK Kpp2 duashbel kpp2©ot er-
setzt, in welchem die Kinase-Dd@mne durch eine Punktmutation inaktiviert ist {Ner et al.,
2003b). Zum Vergleich wurde desweiteren CL13Mptf1 in das Experiment aufgenommen,
in welchem alle sechs MAPK-Phosphorylierungsstellen lduitanin ersetzt sind (Kaffar-
nik et al, 2003). Die Inaktivierung von Kpp2 in CL13Mprfi® bewirkte eine verminderte
Gfp-ExpressionUberraschenderweise war jedoch eine Induktion nach Plerameiterhin
moglich, wenngleich auf 7fach reduziert (Abb. 9A). In beidegarhielt sich der Stamrahn-
lich wie CL13MprfI*MA (6fache Induktion). Das durch PFfP ausgebste filameritise Wachs-
tum in Abwesenheit eines Stimulus blieb hingegen nahezarandert. Welche Mechanismen
der verbleibendemfalInduktion in CL13Mprf£P/kpp2¢°R zugrunde liegen, konnte dabei
zurachst nicht geldrt werden. Eine Beteiligung weiterer Signalkomponentémabei nicht
unwahrscheinlich (siehe 3.2.2). Es ist allerdings zulbksichtigen, dass sich dpefl-Allele in
den hier charakterisierten@tmen unter Kontrolle des endogenen Promotors befinden, wes

halb die Pheromoninduktion vgfl selbst zu diesem Effekt beitragen sollte (siehe unten).

28



Ergebnisse

A

RFU/ODggo  Pmfa-9fp
7

" a2-Pheromon
.

ZLJJJJ

(&

N

-

prf1€  prfia prf1eMD - kpp2K50R p,f1eMA
p,ﬁePD
B p,f1EPD
prf1€  prfia  prr1eMD Kkpp2K50R

FB2
(a2b2)

+a2-
Phero-
mon

c D
0571 bE/ ppi 0,25 1 prf1 / ppi
0.4 1 o - a2-Pheromon

' > |+

03
0,2

0,1 1

prf1€ p,f-,eMD - kpp2K50R p,f1eMA prf1€ p,ﬂeMD - kpp2K50R p,f1eMA
pr1€PD pri1ePD

Abbildung 9: Die Bestimmung der a- und b-Genexpression. In allen Abbildungsteilen sind
die verwendeten &tmme durch Angabe dgsfl-Allels sowie evtl. dekpp2Allels unter bzw.
uber der Abbildung gekennzeichnet. Als Vergleichssine dienten CL13Mprfl CL13MprflA
sowie CL13MprfEMA (Kaffarnik et al, 2003).(A) Fluorimetrische Bestimmungen des Gfp-
Signals als Maf3 der,R.:-gfp-Aktivitat (RFU/ODy). Die Messwerte nach Zugabe von synthe-
tischem a2-Pheromon sind als dunkel augtitef Balken dargestellt (siehe Legende). Die darge-
stellte Werte entsprechen den Mittelwerten bzw. StandardabweichuimganTeplikatmessung.
(B) Das Wachstumsverhalten PHI°- und PrfEPP-exprimierender CL13M-Derivate auf aktiv-
kohlehaltigen Platten. Die &nme wurden alleine als auch mit FB2 bzw. synthetischem Pheromon
als Stimulanz getropft (Angaben auf der linken Seite der Abbildung). DibAdung weil3er fi-
lamenbser Kolonien nach 24 h ist Indikator einer erfolgreichen PheromonstiiminlgC) Die
Bestimmung der relativebE-Transkriptmenge durch gPCR. Die zugrunde liegende cDNA ba-
siert auf Gesamt-RNA aus den in (B) vermessenen Kulturen. Als Refieagskript in (C) und

(D) dienteppi, welches iir eine konstitutiv exprimierte Prolylpeptidyl-lsomerase kodiert (Basse
etal, 2002). Experimentaufbau und Auswertung: siehe 4.3.5. Die dargestdliide entsprechen
den Mittelwerten auprfl/ppi-Bestimmungen in drei cDNA-Veithnungsstufer(D) Die Bestim-
mung der relativemprfl-Transkriptmenge durch gPCR. Die zugrunde liegende cDNA basiert au
Gesamt-RNA aus den in (B) vermessenen Kulturen. Experimentaufbaduswertung: siehe
4.3.5. Referenztranskrigtpi, siehe (c). Die dargestellten Werte entsprechen den Mittelwerten aus
prfl/ppi-Bestimmungen in drei cDNA-Veithnungsstufen. Die Farbgebung ist der Legende in (C)
zu entnehmen.
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Da die Betrachtung des Filamentwachstums keine quané&taiinscktzung der b-
Genexpression erlaubt, wurde aus den zuvor fluorimetrihegsenen Kulturen Gesamt-
RNA extrahiert und die relativbE-Transkriptmenge mit Hilfe einer gPCR quantifiziert (siehe
4.3.5). Im Vergleichsstamm CL13Mpffkonnte eine schwacheE-Basalexpression nachge-
wiesen werden, welche nach Pheromongabe stark induziestevgabb. 9C). In CL13Mprf'P
war entsprechend dem Verhalten des Stammes auf aktiviatiggn Platten bereits das basa-
le Expressionsniveau wie auch der pheromoninduzierte gvbdht. Der Austausch vokpp2
gegerkpp2®’F pewirkte dagegen eine drastische ReduktiorbdeExpression. Dass trotz ver-
gleichbarer-Expression CL13MprffP/kpp25°® mit und ohne Stimulus filame@$ wuchs,
wahrend CL13Mprf®™4 auch mit Pheromon nicht dazu in der Lage war, belegt die Brodi
tik der Verwendung physiologischer Tests als Mal3 zugruretgehder Genexpression (siehe
3.2.2).

Anders als in den vorausgegangenen Experimenten vermittak Allel Prft*P in CL13M
eine deutliche Funktionaiit (Abb. 9B). Zwar lag die Gfp-Expression deutlich unter des d
Ausgangsstammes, der Induktionwert (6fach) war jedochlarit in CL13MprftFP/kpp 2ok
bzw. CL13MprfEM4 vergleichbar (Abb. 9A). Darerhinaus wuchs CL13MprfiP nach Sti-
mulation filamenbs. Wenngleich diese Reaktion végert abzulaufen schien (nicht gezeigt),
war nach 24 Stunden kein Unterschied zu CL13MpfiEststellbar (Abb. 9B). Darin unter-
schied sich CL13Mprf®™ deutlich von CL13Mprft™4, welcher unter keinen Bedingungen
Filamentbildung zeigte (nicht gezeigt; Kaffarrek al., 2003). Zugleich war in CL13Mprfi'®
die pheromoninduzierte Expression vbE deutlich reduziert, lag jedoctiber dem Wert von
CL13Mprf1eM4 (Abb. 9C).

Um den Einfluss deprfl-Expressionsniveaus auf die beschriebeneinBtypen einscitzen
zu kdonnen, wurde die relativerfl-Transkriptmenge in den verschiedene@rinen durch
gPCR bestimmt (siehe 4.3.5). Dabei fiel aohst auf, dass in CL13Mprfkeine Induktion
von prfl nach Pheromonbehandlung nachgewiesen werden konntesDieghalten beruht auf
dem genetischen Hintergrund des Ausgangsstammes CL13e dandiesenheit eines aktiven
b-Heterodimers in einer negativerii€kkopplungsreaktion die Pheromoninduktion vanfil
verhindern kann (Hartmanet al., 1999; siehe 3.2.2). Von den mutiertpril-Allelen war die
Expression vorprf1¢¥? im Vergleich zuprfl® tatsachlich unbehandelt auf 31% reduziert und
betrug auch nach Pheromonzugabe nur 58% des Vergleiclesw@bb. 9D). Diese Reduk-
tion konnte maf3geblich an der verminderten Pheromonreaktioemntsprechenden Stammes
beteiligt sein.prf1¢¥4 lag im Vergleich nur knapp unterhalb des Wildtypniveausbéiden

prf1¢PP-tragenden $tmmen schien die Transkriptmenge leichtddrh Die reduzierte Zielgen-
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Induktion nach Pheromongabe in CL13pM1 wie auch CL13Mprf1*P/kpp2°°R sollte somit
nicht durch eine verminderf@fl-Expression bedingt sein, sondern vielmehr auf einérn/sig

posttranskriptioneller Prozesse beruhen.

Zusammenfassend war e®gtich, durch Aspartat-Substitution essentieller MAPIKRdUPKA-
Phosphorylierungsstellen in Prfl funktiodkfge Varianten des Transkriptionsfaktors zu erhal-
ten, die sich in ihrer plinotypischen Auswirkung von entsprechenden Alanin-Metannter-
schieden. Vihrend allerdings die Vanderung der MAPK-Stellen die Funktioabkigkeit des
Proteins zu vermindern schien, bewirkten Aspartate in dofy-Btellen eine deutliche Aktivie-

rung von Prfl in Abwesenheit eines Pheromonstimulus.

2.2.5 Die transkriptomweite Untersuchung der posttransla tionellen

Prf1-Regulation

In friheren Experimenten schien Prfl in Adrtgigkeit des Phosphorylierungsstatus einzel-
ne Promotoren bevorzugt zu aktivieren. Durch Microarranakksen sollte die Beobachtung
uberpiift und zugleich auf die Gesamtheit der transkriptionefr@romonantwort ausgewei-
tet werden. Durch Alanin- wie auch Aspartat-Substitutios¢éanden hieifr eine Reihe von

Prfl-Varianten mit unterschiedlichem Aktigismuster zur Veifgung.

In einem Eingangsexperiment sollten die &ederungen im Transkriptionsprofil des Stammes
FB1prfl* (Kaffarnik et al, 2003) nach Pheromonexposition bestimmt werden. Inniedhei
Gesamtheit pheromonregulierter Gene sollten anschlgeBatergruppen definiert werden, de-
ren Pheromonregulation auf posttranslationelle Modiidtaton Prfl durch MAPK- und/oder
PKA angewiesen ist. i die Identifikation phosphorylierungsahigig Prfl-regulierter Gene
wurden folgende Prfl-Varianten herangezogen: Die alabistituierte Variante Prfi!4 diente
der Bestimmung jener Gengjrfderen Regulation eine MAPK-Phosphorylierung auf Prft not
wendige Voraussetzung ist. Um MAPK- und PKA-Stellen weitarentkoppeln, wurde zur
Charakterisierung PKA-aldimgiger Aktivierung eine Doppelmutante angefertigt, incler
Aspartate in deniinf PKA-Stellen mit Alaninen in den sechs MAPK-Stellen kamért wurden
(Prf1ePP/MA “Apb, 8A; siehe 4.1.4). Diese sollte die Identifikation je@ene erriglichen, fir

deren Regulation eine Phosphorylierung der PKA-Stellemigireichendes Kriterium darstellt.

Die Allele prf1¢¥4 und prf1¢©?/MA wurden unter Kontrolle von & durch homologe Re-
kombination in den endogengnfl-Lokus von FB1prf\ bzw. im Falle vonprf1°¥4 auch
in FB2prflA integriert (siehe 4.1.3). Die resultierenderai@me wurden zuichst gemein-

sam mit FB1prff® hinsichtlich ihres Kreuzungsverhaltens untersucht. Dabeerschied sich
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der Prir*MA-exprimierende Stamm nicht von FB1ptf1* (Abb. 10A). Daprf1ePP/MA picht

im FB2-Hintergrund vorlag, wurde das entsprechende FBlvBelediglich gegen FB2 und
FB2prfleMA getropft. FB1prfiePP/MA zeigte Kreuzungskompotenz gegen den FB2, nicht
jedoch gegen FB2prfi'A. Somit war die Aspartat-Aktivierung der PKA-Stellen nichisrei-
chend, um den Defekt durch Inaktivierung der MAPK-Stelleszugleichen. Die Pathogesuit
dieser heterogenen Kombination wurde bislang nidigrpiift. Dahingegen zeigte eine kompa-
tible Mischung PrfiMA-exprimierender $tmme in Infektionsexperimenten entsprechend den

prf1°M4-tragenden $imme keine Tumorbildung (nicht gezeigt).

A FB1 prf1ceMA
(atb1) prf1ce prf1cePD/MA

FB1 prf1ce  prf1ceMA  ,.r1cePD/MA

X X X X
FB2 prf1¢®  prf1 ceMA prfi ceMA

B prf'] ce prf1 ceMA prf'] cePD/ MA

Abbildung 10: Das Paarungsverhalten und die Pheromonreaktion dein den Microarray-
Analysen verwendeten Simme. (A) Der Nachweis der Paarungskompetenz auf aktivkohle-
haltigen Platten. FB1 und entsprechende Derivate (Angabe des \d=tgenStammes bzw. des
prfl-Allels Uber der Abbildung) wurden alleine und gegen FB2 (Angabe auf dezhildeite der
Abbildung) sowie gegen einen jeweils kompatiblen Stamm getropft (Koloniésrhailb der ge-
strichelten Linie; Angabe deiif die Kreuzung verwendetenderaBtme bzw. des jeweiligegorfl-
Allels unter der Abbildung). Die Ausbildung weiRRer filaméser Kolonien nach 24 h ist Indika-
tor einer erfolgreichen Paarungsreakti(®) Fluoreszenzmikroskopische Analysen der beginnen-
den Konjugationshyphenbildung 75 min nach Pheromonzugabe. Gareéligithtmikroskopische
Aufnahmen von Zellen der drei &fer durch Microarray-Analysen charakterisiertean®ine. Die
Behandlung erfolgte vergleichbar den Arraya@zen in Array-Minimalmedium (siehe 4.1.1). Der
dargestellte GiRenbalken entspricht Jom.

Desweiteren wurde die Reaktion dera®ime auf synthetisches Pheromon in Array-
Minimalmedium mikroskopischiberpiift. Da in fruheren Zeitkinetik-Studien ein Grol3teil der

Gene ein Regulationsmaximum bereits nhach 75 Minuten gelzaitg (Eichhorn, 2004), wurde
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diese Behandlungsdauébernommen. Zellen aller drei&@hme zeigten zu diesem Zeitpunkt
eine beginnende Ausbildung von Konjugationshyphen (ABB)1welche auch nactahgerer

Inkubationen denen in Volimedium vergleichbar waren (hgdzeigt).

2.2.6 Die Charakterisierung der transkriptionellen Pherom onantwort

Nach der einleitenden Charakterisierung wurden Kulturen citei Samme fir die nach-
folgenden Mircroarray-Analyseriif 75 Minuten mit synthetischem a2-Pheromon behandelt
(siehe 4.4.1). Pro Stamm und Behandlung wurden zwei biatbgifeplikate angefertigt, und
zurachst die beginnende Pheromonreaktion lichtmikroskbpssétigt. AnschlieRend wurde
aus den behandelten Kulturen Gesamt-RNA isoliert und dieseshreren Schritten in hybri-
disierbare cRNA omplementary RNAIberfihrt (siehe 4.4.2-4). Nach Zuordnung der Hybri-
disierungssignale undberpiifen der Qualit der Replikate erfolgte die Auswertung mit Hilfe
des Computerprogrammes dChip (Li und Hung Wong, 2001). Bei dexdBaung der fakto-
riellen Anderung der Genexpression wurde ein Vertrauensintegyalver confidence bound
of fold change*) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit vor@,1 beiicksichtigt, welches u.a.
die Standardabweichung der Expressionswertédksichtigt und eine konservative Beurtei-
lung der faktoriellen Veanderung darstellt (Li und Hung Wong, 2001). Zuisksichtigen ist,
dass aufgrund neuerer Korrekturen der GenomannotatierSeindenreihe nicht in allerafen
mit einem Genmodel korrespondiert bzw. bisweilen mehmeden Bereich eines Transkriptes
fallen, wodurch diese in den Microarrays mehrfach &spntiert sind (siehe 1.1.2). Im Fol-
genden wird @ir die Ergebnisse der Microarray-Auswertungen stets deriB&pndenreihe
verwendet, wobei diese Angaben somit nicht in allélidh der Anzahl differentiell regulierter

Gene entspricht.

Der Vergleich der Expressionsprofile des Stammes FBIprklcher fir 75 Minuten mit Phe-
romon bzw. DMSO behandelt worden wadihfte zur Auswahl von insgesamt 412 Sondenrei-
hen, deren Expression in Anwesenheit von Pheromon minuegteeifach induziert oder re-
primiert war. Diese unterteilten sich in 169 pheromonindte sowie 243 reprimierte Sonden-
reinen (Abb. 11A; siehe 6.1). Als erste Validierung wurdésm gewonnenen Daten verglichen
mit den Ergebnisseniherer transkriptomweiter Analysen, in denen die Pherogakiion des
Stammes FB1 u.a. im Rahmen einer Zeitkinetik untersucht wigadahorn, 2004). Da in der
vorliegenden Arbeit Transkriptionsprofile lediglich nagh Minuten Pheromonexposition er-
stellt wurden, wurden alle zu diesem Zeitpunkt FB1 erhobenen Dateifif die Auswertung
herangezogen. Von insgesamt 172 Genen, welche nach diesgreAung in FB1 als nach

75 Minuten differentiell reguliert gefunden wurden, koemtl37 (80%)ibereinstimmend als
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induziert bzw. reprimiert begtigt werden (Abb. 11B). Die fehlenden 35, weldiger ihre An-
notation z.T. mit der Pheromonantwort in Verbindung gebtaerden knnen, lagen mit weni-
gen Ausnahmen in beiden Experimenten nahe der Ausschiussggvon zweifacher Expressi-
onsanderung. Die neu hinzugekommenen Gene verteilten sitihenabgeleiteten Funktion auf
alle enthaltenen Kategorien. Dass sich dabei insbesonlie@ruppe metabolischer Faktoren
in ihrem Umfang nahezu vervierfachte (nicht gezeigt), ishvécheinlich auf unterschiedliche
Nahrstoffbedingungen in beiden Aitgen zuiickzufuhren, daifir die Experimente mit FB1 ein

Vollmedium verwendet wurde (siehe 3.3.1).

A FBi1prfic® <«—>» FB1prfice B 412
unbehandelt behandelt pheromonregulierte
mit a2-Pheromon Sondenreihen in FB1prf1¢ce

412
pheromonregulierte
Sondenreihen in FB1prf1¢€

v 243'/ \169 A

20 PREs 73 PREs
(8%) (43%)

T

2 172
C pheromonregulierte
Sondenreihen in FB1

mmmmmmm "8 = o o

Abbildung 11: Die transkriptomweite Analyse der Pheromonantwortvon FB1prfl<. (A)
Schematische Darstellung der 412 nach Pheromonexposition differeagallarten Sondenrei-
hen. Im oberen Teil angeben sind die jeweils verglichenam8te und deren Behandlung. In der
ovalen Fache dargestellt ist die Anzahl der differentiell regulierten Sondesmeingegeben sind
desweiteren die Anzahl der reprimierten bzw. induzierten Sondenr@ileevorgehoben; gekenn-
zeichnet durch einen alasts bzw. aufvrts gerichteten Pfeil) und der korrespondierenden Gene,
in deren Promotoren PRE-Elemente gefunden werden konnten (siehesbsxie deren prozen-
tualer Anteil (in Klammern)(B) Schematische Darstellung déberschneidung der Listen phero-
monregulierter Sondenreihen aus Experimenten mit FB1 und FBYg&ichhorn, 2004). Hell-
bzw. dunkelgraue Teilbereiche entsprechen Sondenreihen, welchreFB1prfl® bzw. FB1 ge-
funden wurden, didJberschneidung ist in einem mittleren Grauton darges{&lt.Graphische
Darstellung eines multiplen Sequenzvergleitibsr den Bereich der PRE-Elemente aus den Pro-
motoren von insgesamt 50 pheromonregulierten Genen (siehe Text; httfofjadderkeley.edu;
Crookset al, 2004). Die Hbhe der Buchstabe#sle repasentiert den Grad der Sequenzkonservie-
rung an der jeweiligen Position, wobei die relativéhé der einzelnen Buchstaben deufigkeit

der jeweiligen Base an dieser Position entspricht.

Um den Anteil von Prfl an der Regulation der identifiziertem&einschtzen zu knnen,

wurden basierend auf der vadfigen Annotation dedJstilago maydisGenoms (MUMDB,
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http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago) die stromaiufis gelegenen Bereiche aller identi-
fizierten Gene nach PRE-Sequenzen durchsucht. Dhefe Untersuchungen der Prfl-
Bindung gezeigt hatten, dass Punktmutationen innerhalbPé&RE-Sequenz teilweise tole-
riert werden (Hartmanret al, 1996), wurde mit Hilfe der MME-Anwendung ein varia-
blerer PRE-Konsensus in Form einer positionsspezifischetriMarmittelt (siehe 4.3.4).
Aufgrund der GoRenbescl@mkung des Eingabedatensatzes wurden 1 kb-Abschnitten-stro
aufwarts des annotierten Startkodons von insgesamt 5@llgufgewahlten pheromon-
regulierten Genenifr die Definition der PRE-Matrix verwendet (Abb. 11C; Bailey und
Elkan, 1994; http://meme.sdsc.edu/meme/intro.htmhesié.3.4). AnschlieRend wurden die
stromaufvarts gelegenen Bereiche aller pheromonregulierten GeneHitig der MAST-
Anwendung nach dieser neu definierten PRE-Sequenz durdi{®ailey und Gribskov, 1998;
http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html). Gefunden wurohsgesamt 204 PRE-Sequenzen,
welche sich auf die Promotoren von 91 vorhergesagten Geelleaanit maximal neun Wieder-
holungen verteilten (siehe 6.2; im Folgenden d@MRE-assoziiert' bezeichnet). Diese Gen-
modelle waren durch insgesamt 93 Sondenreihen auf dem Mreprepésentiert. In den PRE-
assoziierten Genen kodiert fanden sich u.a. Enzyme allernt&cder Pheromonreifung und
-sekretion, welche bereits in FB1 als pheromoninduziertiiggén wurden (Eichhorn, 2004),
sowie z.B. die MAP-Kinase Kpp6iif welche eine Prfl-vermittelte Regulation nach Pheromon
beschrieben wurde (Brachmaanal,, 2003). Daiiberhinaus waren darunter zBf1, welches
fur einen essentiellen Regulator b-abgiger Prozesse kodiert (M. Scherer und amger,
pernliche Mitteilung), undbEL Dass nur eines der beiden divergent transkribierten Gese d
b-Lokus mit den angewendeten Suchmethoden als PRE-assgeiienden wurde, erétt sich

in diesem Fall aus der besonderen Lage der PRE-Sequenzehewngtht in der unmittelbaren
Promotorregion liegen, sondern im stromaits gelegenen BereicbK) bzw. in Introns und
kodierender Sequenb\() (Urbanet al.,, 1996).

Von den 93 korrespondierenden Sondenreihen waren 73 alsmbrinduziert und 20 als repri-
miert gefunden worden (43% bzw. 8% aller pheromoninduerelizw. -reprimierten Sonden-
reihen; Abb. 11A). Diese Beobachtung unterstrich die Veumgt dass es sich bei Prfl um
einen Transkriptionsfaktor mit vorwiegend aktivierendlemktion handelt. Diese Liste aller
pheromonregulierten und insbesondere deétalish PRE-assoziierten Gene diente als Grund-
lage der folgenden Analysen, welche auf den Anteil von MARKe auch PKA-Modifikation
auf Prfl an dieser transkriptionellen Antwort abzielten.
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2.2.7 Die Bestimmung der MAPK-abh angig regulierten Sondenreihen

Zur Bestimmung jener Gene, deren ExpressionsverhaltenRPlaetomonexposition durch eine
MAPK-Phosphorylierung auf Prfl bestimmt wird, wurden digpEessionsdaten des Stam-
mes FB1prf£M4 mit denen von FB1prft verglichen. Da die Alanin-Substitutionen derartige
Modifikation verhindern sollten, waren in diesem Experitene Gene von Interesse, deren
Expression in FB1prftMA gegeriber FB1prf1® beeintachtigt war.

A FBiprfic® <> FB1pri1ceMA B FB1pficeMA —» FB1prf1cePD/MA
behandelt behandelt unbehandelt unbehandelt
mit a2-Pheromon mit a2-Pheromon

27
PKA-abhéngig
regulierte Sondenreihen

*7'/ \204

0 PREs 13 PREs
(0%) (65%)

C PKA-abhéangig
regulierte Sondenreihen

52

28 PREs
(54%)

Abbildung 12: Die MAPK- und PKA-abh angig regulierten Sondenreihen. (A)Schemati-
sche Darstellung der 62 MAPK-alihgig regulierten Sondenreihen. Im oberen Teil angeben sind
die jeweils verglichenen 8inme und deren Behandlung. In der ovaleackke dargestellt sind
die Anzahl der differentiell regulierten Sondenreihen sowie derenrtdiiteng nach pheromon-
reprimierter bzw. -induzierter Expression (gekennzeichnet dur@neibvarts bzw. aufiirts ge-
richteten Pfeil). Angegeben ist jeweils die Anzahl der enthaltenen Sogitien (hervorgehoben)
und der korrespondierenden Gene, in deren Promotoren PRE-Elegedumtelen werden konnten
(siehe Text), sowie deren prozentualer Anteil (in Klammg() Schematische Darstellung der 27
PKA-abhangig regulierten Sondenreihen. Darstellung wie in (&) Schematische Darstellung
derUberschneidung (grau) der MAPK- und PKA-dltyig regulierten Sondenreihen (linkes bzw.
rechtes Oval). Angegeben ist jeweils die Anzahl der enthaltenen Sailden (hervorgehoben)
und der korrespondierenden Gene, in deren Promotoren PRE-Elegedimtelen werden konnten
(siehe Text), sowie deren prozentualer Anteil (in Klammern).
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Zunachst wurde ein Vergleich der Expressionsprofile der untedigen Kulturen von
FB1prf1MA und FB1prfte durchgeiihrt, welcher eine Abséhzung des Einflusses basaler
MAPK-AKktivit at auf das basale Transkriptionsniveau der pheromoneztgni Gene erlau-
ben sollte. Dass in diesem Vergleich nur 13 pheromonregel®ondenreihen ein \é@mdertes
Expressionsniveau zeigten (nicht gezeigt), diente alsvelim darauf, dass eine basale MAPK-
Phosphorylierung in der Grundakti&ttvon Prfl von minderer Bedeutung ist. Dieser Aspekt

wurde daher in den folgenden Analysen nichtilmésichtigt.

Nach Pheromonexposition zeigten die Profile beidénfhe dagegen eine mindestens zwei-
fache Expressio@mderung in insgesamt 99 Sondenreihen (siehe 6.3), vorharelg2 zuvor
als pheromonreguliert gefunden worden waren. Diese wuirdeiner MAPK-abl&angig phe-
romonregulierten Regulationsklasse zusammengefassimefden alsMAPK-abhangig re-
guliert’ bezeichnet). Als MAPK-akdngig induziert bzw. -reprimiert wurden jene Sondenrei-
hen betrachtet, welche in FB1pfflals pheromoninduziert bzw. -reprimiert gefunden worden
waren. Entsprechend zeigten 49 der MAPK-afufiig regulierten Sondenreihen eine Induktion
nach Pheromon, &hrend die verbleibenden 13 reprimiert wurden (Abb. 12A)ie MAPK-
Regulationsklasse fielen zudem insgesamt 36 der PRE-assaziigene, welche mit einer Aus-

nahme durchwegs unter den Pheromoninduzierten zu findesnwar

Einen weiteren Aspekt in der Beurteilung des MAPK-Signalkldie das Expressions-
verhalten der pheromonregulierten Sondenreihen in FBEpH1 Verglichen wurden dazu
die Expressionsprofile von FB1pff“mit und ohne Pheromonzugabe. Dabei wurde unter-
schieden, inwieweit eine Sondenreihe in ihrer Pheromdaticgalediglich eingesclamkt war,
jedoch weiterhin als differentiell reguliert gefunden weroder in FB1prftM4 keine rele-
vante Expressio@mderung zeigte. Ist eine Reaktion auf Pheromon in FBipHinachweis-
bar, spricht diesifr eine Beteiligung weiterer Aktivierungswege, welche anabh Inaktivie-
rung der MAPK-Phosphorylierungsstellen in Prfl funktif&teg bleiben. Im Vergleich der
Expressionsprofile des Stammes FB1fstff ohne und mit Pheromon zeigte sich, dass 24
der 62 MAPK-abkngig regulierten Sondenreihen in ihrer Pheromonantwdiglich vermin-
dert waren, welche daher gleilweise MAPK-abkngig reguliert* bezeichnet wurde (Tab. 2).
Die Pheromonregulation der entsprechenden Gene schaiiitdharch zugtzliche Faktoren be-
einflusst zu sein. Die verbleibenden 38t velche keine relevante Expressianderung mehr
sichtbar war, wurden hingegen aigrikt MAPK-abhangig reguliert’ bezeichnet (Tab. 3). Inner-
halb dieser Kategorie befanden sich z.B. das Gen des kleirf@mtBins Rho2 oder des Homo-
logs desS. cerevisiae€Cyclins Ssn8p (Srb11p; Kuchit al,, 1995). Mit diesen gruppiert in der

bioinformatischen Auswertung d#serhinaus das Gen der Hygromyzin-Phosphotransferase,
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dessen Genprodukt Resistenz gegen dieses AntibiotikumitieitmDieses wird als phero-
moninduziert gefunden, da zur ExpressionUnmaydisPromotor- wie auch Terminatorbe-
reiche des endogenen Gamsis2verwendet (um03791), welchedrfdas Hitzeschockprotein
Hsp70 kodiert und nach Pheromongabe zweifach induziefsishe 6.2). Dassms2nicht
gleichfalls in die MAPK-abBngig regulierte Regulationsklass®lt, erklart sich durch leichte
Expressionsschwankungen, die gerade bei niedrigen limhskterten leicht zum Ausschluss

einer Sondenreihaihren lbnnen.

Tabelle 2: Die teilweise MAPK-abhngig regulierten Sondenreihen

Anzahl
Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation! Pheromor MAPK?® PREs
W25um110G* umO00577 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% um11658 HMG-box protein Hmg3 22 4 4
C20um077G* um03317 related to PRM1 - Pheromone-regulated 18 6 4
multispanning membrane protein
C70um145G* um04386 hypothetical protein 17 3 6
W10um286G*  umO00530 conserved hypothetical protein 17 4 4
C25um007G umO05356 hypothetical protein 12 3 6
W70um083G um03144 probable clathrin-associated adaptor co 11 4 5
plex medium chain
C100um020G* um00860 conserved hypothetical protein 10 2 4
C23um007G umO05356 hypothetical protein 10 4 6
W10um155G* um04954 hypothetical protein 8 3 1
C5um012G um02104 probable Regulator of G-Protein Siggalin 8 4 2
Protein
C117um228G* um01902 conserved hypothetical protein 2 26 -
W35um256G umO05785  Acyl transferase-like protein -11 -4 -
C30um256G um211585 related to capsular associated protein 12 - -7 -
C15um235G um05153 related to MNT4 - putative alpha-1,3- -15 -4 -
mannosyltransferase
C175um054G um00638 related to CDA2 - sporulation-spedific ¢ -19 -2 -
tin deacetylase
W45um256G umO05787 conserved hypothetical protein -22 -5 -
W20um235G um05152 conserved hypothetical protein -27 -4 -
ESTO1um13i - - -29 -4 -
W35um022G um00118 probable UDP-glucose 6-dehydrogenase o -3 -5 -
C25um256G umO05783 related to UDP-galactose transporter 2 -7 -5 -
C150um145G um04368 related to endo-1,3(4)-beta-glueanas -169 -10 -

L http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.

2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte KulturenfBhprfice,

3 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte KulturenRBhprf1ceMA,

4 Mit * gekennzeichnete Sondenreihen wurden zugleich als fKkngig gefunden (Tab. 5).

5 Die mit bW assoziierten PRE-Sequenzen wurden in dieser Analyse géfbihden, da diese im Bereich
der kodierenden Sequenz liegen (siehe 2.2.6; Udbah, 1996.)

6 Die besondere Nomenklatur der Sondenreihen CLUSTER67 uB@OEum131 bedeutet, dass
die korrespondierenden Gene zum Zeitpunkt der MicroaEatvicklung lediglich Uber cDNA-
Sequenzinformationen vorhergesagt waren (siehe 1.1.2).
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Tabelle 3: Die strikt MAPK-ablangig regulierten Sondenreihen

Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation! Pheromor?
W42um283G umO00306 hypothetical protein 69 -
C20um086G umO06190 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- 7

transferase, beta subunit
W137um044G uml11709 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 -
hyg? - 4
W156um005G uml11190 putative protein 4 1
C60um188G umO04798 hypothetical protein 4 1
W50um130G um03704 conserved hypothetical protein 3 3
W40umO003G um01974 conserved hypothetical protein 3 5
C65um165G um00434 putative protein 3 1
W30um258G um04411 related to CEF1 - required during G2/M 3

transition
W40um222G um01437 conserved hypothetical protein 3 -
C50um125G umO05315 conserved hypothetical ~Ustilago- 3

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

polymerase Il holoenzyme and SRB

subcomplex subunit, cyclin C homolog
C230um010G  um01234 putative protein 3 -
C10um140G um03783 conserved hypothetical protein 3 3
C75um055G um03982  hypothetical protein 3 -
C70um055G umO03980 conserved hypothetical protein 3 2
W35um225G um02151 related to 2,5-diketo-D-gluconic acid 3

reductase
C45um130G uml10492 hypothetical protein 3 1
C83um085G* 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  uml0765 related to Ribonuclease H 2 2
C110um222G  um01422 probable Lipase B precursor -3 2
C145um074G  um01804 related to kynurenine/alpha- -4

aminoadipate aminotransferase

mitochondrial precursor
W12um235G um10186 putative protein -32

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.
2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte KulturenmBhprfice,
4 Das Gen der Hygromyzin-Phosphotransferase steht untetrd{lendes pheromonreguliertenms2

Promotors (siehe Text).
3 C83um085G wurde zugleich als PKA-gbiygig gefunden (Tab. 5)
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2.2.8 Die Bestimmung der PKA-abh angig regulierten Sondenreihen

Fur die Identifikation PKA-abéngig regulierter Sondenreihen wurde das Expressions-
profil einer DMSO-behandelten Kultur von FB1ptfi°/MA mit entsprechenden Daten von
FB1prf1=MA verglichen. Von den 73 Sondenreihen, die sich dabei alsréifitiell reguliert zeig-

ten (siehe 6.3), waren 27 zuvor als pheromonreguliert gksfiarworden (Tab. 4, 5; Abb. 12B).
Diese unterteilten sich in 7 pheromonreprimierte sowiei@@uzierte Sondenreihen, wobei nur
unteren letzteren insgesamt 13 mit PRE-assoziierten Gesreesbondierten. Die Frage nach
weiterer Induzierbarkeit konnte zaohst nicht beantwortet werden, da die Erstellung entspre-
chender Expressionsprofile von FB1tfP/MA noch aussteht. Auffallend war jedoch, dass
die transkriptionelle Reaktion auf Pheromon in FB1grtizw. auf die Aspartat-Substitutionen

in Prfl in FB1prfF<"P/MA fijr einige Sondenreihen gegéafig ausfiel (in Tab. 4 durch * ge-
kennzeichnet). Diese entsprachen zum Grol3teil pherormponmerten Genen, welche jedoch in
FB1prf1ePP/MA gis induziert gefunden wurden. Ein derartiges Regulatiermalten ist mgli-
cherweise Ausdruck negativeilBkkopplungsprozesse, um eiigernafiige Aktivierung PKA-

vermittelter Prozesse auszugleichen (siehe 3.3.3).

Tabelle 4: Die PKA-abléangig regulierten Sondenreihen

Anzahl
Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation! Pheromor PKA® PREs
W51um130G um10491 putative protein 61 3 6
C140umO075G um06071 related to Para-nitrobenzyl 17 3 6
esterase
W35um030G um10529 conserved hypothetical protein 14 3 -
W15um280G* 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- 2 -2 1
phosphate synthase, 115 KD
subunit
C60uml77G um06495 putative protein 2 2 -
W30um110G umO00576 conserved hypothetical protein 2 2 9
W130um021G* uml10636 conserved hypothetical protein -3 3 -
C115um021G* umo03116 conserved hypothetical protein -4 6 -
C45um260G* um02585 related to TPO1 - Vacuolar -4 2 -
polyamine-H+ antiporter
C30um201G* um11256 related to D-arabinitol 2- -5 3 -
dehydrogenase
W180um086G* um06157 related to Spherulin 4 precursor -6 2 -
W55um146G*  um05951 conserved hypothetical protein -6 2 -
Ww85um192G um10053 related to carbonic anhydrase -12 -2 -

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.

2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte Kulture vBhFFf1°°.

3 Abgleich der DMSO-behandelten Kulturen von FB1p5tFP/MAgegen FB1prfaeMA,

4 Sondenreihen, welche bei é@tterprfl-Expression ein gegelfiges Verhalten zu dem nach Pheromon-
exposition zeigen, sind durch * gekennzeichnet.
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Bei genauerer Betrachtung bestand eine stdberschneidung der MAPK- und PKA-alihgig
regulierten Sondenreihen (Abb.12C). Insgesamt 10 phermygaherte Sondenreihen zeigten
eine doppelte Abangigkeit von sowohl MAPK- als auch PKA-Phosphorylierumgl wwurden
daher zu einer Untergruppe dualer Regulation zusammersgé¢fdsh. 12C; Tab. 5). In Bezug
auf die MAPK-Regulation unterlagen dies@g8tenteils einer teilweisen MAPK-ARBIngigkeit.
Fur die teilweise MAPK-anlingig regulierten Sondenreihen hatte sich eine Regulatiochd
weitere Faktoren bereits aufgrund der verbleibenden Phemcegulation in FB1prftM4 an-
gedeutet. Unter dualer Regulation befanden sich u.a. die @esb-Lokus sowie z.Bprm],
dessen Homolog 5. cerevisiadur ein Transmembranprotein mit Funktion in pheromonver-

mittelter Zellfunsion kodiert (siehe 3.3.3).

Tabelle 5: Die dual regulierten Sondenreihen

Anzahl
Sondenreihe  Nummer MUMDB-Annotation! Pheromor PKA® MAPK* PREs
W25um110G um00577 Mating-type locus allele B1 60 21 10 1
protein
C20um110G umO00578 b locus protein W1 35 14 6 5 .
CLUSTER6? um11658 HMG-box protein Hmg3 22 3 4 4
C20um077G umO03317 related to PRM1 - Pheromone- 18 7 6 4
regulated multispanning mem-
brane protein
C70um145G umO04386 hypothetical protein 17 6 3 6
W10um286G  umO00530 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- 3 3 - 1
tease 2
C117um228G um01902 conserved hypothetical protein 2 4 26 -

! http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.

2 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte KulturenfBhprfice,

3 Abgleich der DMSO-behandelten Kulturen von FB1ptfP/MAgegen FB1prfaeMA,

4 Abgleich von pheromon- gegen DMSO-behandelte KulturenRBhprf1ceMA,

5 Die mit bW assoziierten PRE-Sequenzen wurden in dieser Analyse géfhhden, da diese im Bereich
der kodierenden Sequenz liegen (siehe 2.2.6; Udbah, 1996).

6 Die besondere Nomenklatur der Sondenreihe CLUSTERG7 betdelass das korrespondierende Gen
hmg3zum Zeitpunkt der Microarray-Entwicklung lediglidiber cDNA-Sequenzinformationen vorherge-
sagt war (siehe 1.1.2).

Da eine veanderbare Spezifit bei Transkriptionsfaktorenalifig durch Wechselwirkung
mit weiteren Aktivatoren zustande kommt, wurden mit HilferdMEME-Anwendung
die 1 kb-Promotorbereiche der korrespondierenden Generhatb der drei Regulations-
klassen nach wiederkehrenden Sequenzmotiven durchsiBditey und Elkan, 1994;
http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html; siehe 4.3.4s®innten als Bindestellenaglicher
Koaktivatoren dienen und dadurch Einfluss auf die Promdtersaung und -diskriminierung

nehmen. Zwar wurderiif alle Datenatze mehrere Nukleotidabfolgen als angereichert vorge-
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schlagen, die sich jedoch bei anschlie3ender Suche in deslgeanderen Gruppen mit ver-
gleichbarer Hufigkeit wiederfinden lie3en und daher nicht an der Veramglder Spezifét
beteiligt sein drften (nicht gezeigt). Auf DNA-Sequenzebene konnten dammmachst keine

Hinweise auf die Beteiligung sequenzspezifischer Koakdreat gewonnen werden.

Durch transkriptomweite Charakterisierung unterschabii prf1-Allele konnten eine PKA-
und eine MAPK-abhngige Regulationsklasse sowie eine dual regulierte Unippg defi-
niert werden, deren Expressionsverhalten eindeutig vomsptiorylierungszustand der MAPK-
bzw. PKA-Stellen abhing. Zusammengefasst standen 79 8ogitien unter einer phosphory-
lierungsvermittelten Kontrolle duch Prfl. Besonder®®e und Mitglieder der Klasse MAPK-
abhangig regulierter Sondenreihen sowie derénflg strikte Phosphorylierungsaigigkeit
deuteten auf eine wichtige Rolle dieser Modifikation in depKbnation der Pheromonantwort
hin.

2.2.9 Die Auswirkung transkriptioneller Induktion von prfl

Auffallend war, dass die Sondenreihen von 51 der PRE-assteni Gene nicht in den zuvor
bestimmten phosphorylierungsalrgigen Regulationsklassen wiederzufinden waren. Dieser
Umstand deutete an, dass weitere Aktivierungswege aufdxitlieren nissten, welchelir

die Regulation der verbleibenden Gene verantwortlich sindliesem Hinblick interessant
war die Beobachtung, dass Prfl in Reaktion auf Pheromon nighpaosttranslationell akti-
viert wird, sondern zugleich dierf1-Expression deutlich induziert ist (Hartmaanal., 1996).
Die Expression vorprfl unter Kontrolle eines regulierbaren Promotors bot eingghth-
keit, durch transkriptomweite Analysen den Anteil gefl-Induktion an der transkriptionellen
Pheromonantwort einzusatzen. Verwendet wurde hiénf der tetrazyklinregulierbare Stamm
FB1Tc:prfl, welcher in Abwesenheit des Antibiotikums eimeitich erfohteprfl-Expression
zeigte (siehe 2.1.3). Verglichen wurden je eine Kultur o bzw. Ong/ml Tetrazyklin, um die
maximalen Unterschiede einzugthen. Als Kontrolle wurde FB1 unter gleichen Bedingungen
mitbehandelt. Die vénderte Expression vaorfl wurden durch fluorimetrische Bestimmung
der Reporteraktivét uberpiift (nicht gezeigt). Br die Analyse wurden pro Stamm und Behand-
lung zwei biologische Replikate angefertigt, von welchesogh vorhufig nur jeweils eines
verwendet wurde. Probenaufbereitung und Auswertunggtgfolwie zuvor beschrieben (siehe
2.2.6 und 4.4.2-4).

Im Vergleich der Transkriptome beider Kulturen fielen 11 n&enreihen auf, deren Expression
nachprfl-Induktion mehr als zweifach vandert war. Im Vergleich mit der Liste pheromon-

regulierter Sondenreihen zeigte sich elieereinstimmung von insgesamt 35 Sondenreihen,
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von denen insgesamt 14 bereits in die zuvor definierten Reguodklassen eingeteilt wor-
den waren (Abb. 13; Tab. 6). Die korrespondierenden Genesdedenreihen, welche nach
Pheromonexposition wie augirfl-Induktion differentiell reguliert waren, kodierten uféir
beide Genprodukte ddsLokus sowie Komponenten aller Schritte der Pheromonngifund
-sekretion. Mit Ausnahme vobW (siehe 2.2.6) sowie um11682, welchés £in Homolog
der Methyltransferase Stel4p dbiscerevisiadodiert, ZAhlten diese zudem durchwegs zu den
insgesamt 15 PRE-assozierten pheromonregulierten Gendfallénd war desweiteren, dass
die 15 PRE-assozierten Gene mit einer Ausnahme in Reaktioohd@uf Pheromonexpositi-
on als auch auf eine evhteprfl-Expression durchwegs in ihrer Expression induziert wayde
wodurch die vorwiegend transkriptionell aktivierende kiimn von Prfl erneut unterstrichen
wurde.

FB1Tc:prf1 <€ FB1Tc:prf1

mit Tetrazyklin ohne Tetrazyklin

35
nach prf1-Induktion
differentiell regulierte
Sondenreihen

*14/ \21 A

1 PREs 14 PREs
(7%) (67%)

Abbildung 13: Schematische Darstellung der 35 naclprfl-Induktion differentiell regulier-

ten Sondenreihen. Im oberen Teil angeben sind die jeweils verglichenei®he und deren
Behandlung. In der ovalen &the dargestellt sind die Anzahl der differentiell regulierten Son-
denreihen sowie deren Unterteilung nach pheromonreprimierter bzwziarter Expression (ge-
kennzeichnet durch einen abvts bzw. aufrts gerichteten Pfeil). Angegeben ist jeweils die An-
zahl der Sondenreihen (hervorgehoben) und der korrespendien Gene, in deren Promotoren
PRE-Elemente gefunden werden konnten (siehe Text), sowie dersgnpualer Anteil (in Klam-
mern).

Dass nur 30% der differentiell regulierten Sondenreihemclduhre pheromonregulierte
Expression indirekt mit Prfl in Verbindung gebracht werdemnten, warf die Frage nach
unspezifischen Auswirkungen des Tetrazyklinsystems asfTaanskriptom der Zellen auf.
Dabei ist allerdings zu backsichtigen, dass Pheromonregulation hier ein unzueeidbs Kri-
terium darstellt, da eine tetrazyklinvermittelpef1-Regulation der Situation im Rahmen der
Pheromonantwort nur bedingt vergleichbar ist. Dies gdbesondere, da bei der Ermittlung der
pheromonregulierten Sondenreihen in FB1fsrider Aspekt transkriptionellgorfl-Induktion
durch Verwendung konstitutivgsrfl-Expression bewusst ausgeblendet wurde. Um Hinweise

auf einen Zusammenhang der verbleibenden Sondenreiherthizu erlangen, wurden die
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Promotorbereiche der korrespondierenden Gene wie zuwwhbeben nach PRE-Sequenzen
untersucht (siehe 2.2.6). Dabei konnten insgesamt 55 PlgEeBeen in den Promotoren von
39 Genen gefunden werden, darunter u.a. den bekannterZietffenemfalund pral sowie
prfl (nicht gezeigt). Diese waren in der vorliegenden Arbeit anterschiedlichen Gnden
nicht als pheromonreguliert gefunden worden: BialInduktion nach Pheromon (Urbaat
al., 1996) wird in den Microarray-Analysen nicht erfal3t, dagauhd der starken Basalexpres-
sion dieses Genes die Hybridisierung der entsprechendatteSeihe bereits ohne Pheromon
nahe der 8ttigungsgrenze liegt. Die Pheromoninduktion yoalliegt Microarray-Analysen in
nahe der Ausschlussgrenze mindestens zweifacher Expmegsiierung, weshalb dieses Gen
in FB1 als zweifach induziert gefunden wurde (Eichhorn, 30@&hrend es im Datensatz der
vorliegenden Arbeit ausgeschlossen wurde (siehe prfl) zeigte in FB1 ebenfalls eine zwei-
fache Induktion, die jedoch aufgrund der konstitutiven eggion in FB1prfT verloren ging.
Zusammengefasst konnten 74 der nacti-Induktion differentiell regulierten Sondenreihen
durch ihre pheromonafiingige Regulation und/oder das Vorhandensein von PRE-Seguen
im Promotorbereich des korrespondierenden Gens mit PN&iibindung gebracht werden.

Durch transkriptionsweite Charakterisierung tetrazylegulierterprf1l-Expression konnte eine
weitere Untergruppe von Genen innerhalb der transkriptien Pheromonantwort bestimmt
werden, deren Expression unmittelbar durch ghil-Transkriptmenge bzw. die resultierende

Prf1l-Verfugbarkeit bestimmt wurde.
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Tabelle 6: Die nachprfl-Induktion differentiell regulierten Sondenreilen

prfl- Anzahl
Sondenreihe Nummer MUMDB-Annotation? Induktion® Pheromort  PREs
W25um110GM/P 5 um00577 bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 67 60
W40umO030G um10528 related to STE6 - ABC transporter® 51 6 7
C20um110Gv/P umO00578 b locus protein W1 14 35 7.
C70um145GM/P umO04386 hypothetical protein 10 17 6
W15um272G um03615 related to Glucose oxidase 4 3
C20umQ77G"/P umO03317 related to PRM1 - Pheromone-regulated 4 18 4
multispanning membrane protein
W115um227G uml11672 related to Protein farnesyltransferase 3 5 2
alpha subunit
W15um280G° umO00384 hypothetical protein 3 12 5
W30um110G° um00576 conserved hypothetical protein 3 2 9
UG14-15¢10-91¢8 um11682 related to STE14 - farnesyl cysteine 3 4 -
carboxyl-methyltransferase
W55um007GM um05348 related to RAM1 - protein farnesyl- 3 7 3
transferase, beta subunit
C10um043G um02804 conserved hypothetical protein 3 -6
C165um175G um02703 probable FBP1 -  fructose-1,6- 3 -3 -
bisphosphatase
W120um091G um02410 hypothetical protein 2 12 5
W15um043G um02803 related to beta-1,3-glucan binding jprote 2 -84 -
W35um026G um10139 probable pantoate—beta-alanine ligase 2 3 7
C105um144G um04060 probable DIC1 - mitochondrial dicar- 2 -12 -
boxylate carrier
W2um212G um10988 probable clathrin coat assembly protein 2 4 1
apl7
C95um161G um02508 indole-3-acetaldehyde dehydrogenase 2 -3 -
W65um126G um02201 conserved hypothetical protein 2 -7
UG16-16120-80e12 - - 2 4 -
hyg’ M - - 2 4 -
C83um085Gv/P um11228 related to CAAX prenyl protease 2 2 3 1
C60um188GM umO04798 hypothetical protein 2 4 1
C60um164G um00465 hypothetical protein -2 -4 -
C100um172G - - -2 -5 -
C117um228G%/P  um01902 conserved hypothetical protein -2 2
C25um155G um11554 related to Glucose oxidase -2 -2
ncpl um04000 DNA binding protein Ncpl -2 3 -
W85um192G° um10053 related to carbonic anhydrase -2 -12
UG16-1i3-50e2 - - -3 -9 -
C65um280G um00374 probable DALS5 - Allantoate and ureido- -3 -3 -
succinate permease
C175um054G1 um00638 related to CDA2 - sporulation-specific -3 -19 -
chitin deacetylase
W125um228G& umO01900 conserved hypothetical protein -3 3
C85um257G umO05764 related to Malic acid transport protein 6 - -2 1

! Aufgefiihrt sind nur Sondenreihen, welche zuvor als pheromoriegtjbkeschrieben wurden.
2 http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago

3 Abgleich von FB1Tc:prfl bei 0 gegen 10@/ml Tetrazyklin.

4 Abgleich von Pheromon- gegen DMSO-behandelte KulturenRBhprfice,

5 Gekennzeichnet sind jene 14 Sondenreihen, welche zuvie MAPK (M)-, PKA (P)-ablangig oder dual

regulierte (M/P) Regulationsklasse eingeteilt wurden.
6 Faktoren der Pheromonreifung und -sekretion sind hervargen.
7 Die mit bW assoziierten PRE-Sequenzen wurden in dieser Analyse gédbhden, da diese im Bereich
der kodierenden Sequenz liegen (siehe 2.2.6; Udbaih, 1996).
8 Die besondere Nomenklatur dieser Sondenreihen bedeatst,die korrespondierenden Gene zum Zeit-
punkt der Microarray-Entwicklung lediglichber cDNA-Sequenzinformationen vorhergesagt bzw. im Fall
von ncplbereits weitergehend charaktersiert waren (siehe 1.-ag@tntanret al., 1999).

9 Das Gen der Hygromyzin-Phosphotransferase steht untetrdllendes pheromonreguliertemms2

Promotors (siehe 2.2.7).
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3 Diskussion

Die Weiterleitung des Pheromonstimulus erfolgtunmaydistiber verschiedene Signalwege,
deren Aktivierung sich an mehreren Punkten itherschneiden scheint (Feldigge et al,,
2004). In diesem Netzwerk bildet Prfl einen wichtigen Kmpignkt, an dem unterschiedli-
che Signale integriert werderoknen. Ein wichtiger Aspekt dieser Integration ist die kliee
Prf1-Phosphorylierung durch die terminalen Kinasen PKA MAPK, deren Funktion in der
vorliegenden Arbeit aher untersucht wurde. Den entscheidenden Beitrag diestrgtslatio-
nellen Modifikation an der pheromonvermittelten Aktiviagwvon Prfl unterstrichen die Ergeb-
nisse einer Entkopplung funktioneller Module, die suh#ale Lokalisation sowie der Einsatz
durch genetische Manipulation aktivierter Mutanten. Mamray-Analysen eriglichten die
Bestimmung phosphorylierungsabigiger Regulationsklassen, deren Zusammensetzung und
Charakteristika Rckschiisseliber Art und physiologische Funktion der komplexen Stengru
dieses Transkriptionsfaktors erlauben. Warhinaus konnte mit der Etablierung heterologer
tetrazyklinvermittelter Genexpression ein neuer regbéieer Promotorir Fragestellungen in
U. maydisbereit gestellt werden, dessen Funkti@msfkeit und Effizienz in der Untersuchung
Prfl-ablangiger Transkription bereits zum Einsatz kamen.

3.1 Tetrazyklinregulierbare Genexpressionin  U. maydis

Mit Veroffentlichung der nahezu volBshdigen Genomsequenzgiperet al,, 2006) steigt in
U. maydisdie Bedeutung revers genetischer Atze (siehe z.B. Beclet al., 2005; Schuchardt
et al, 2005). Neben einem effizienten Deletionssystem ist diéligiarkeit regulierbarer Pro-
motoren dabei eine wichtige Voraussetzung. Dies gilt inshdere ir die Charakterisierung
von Genen, deren Deletion einen letalen oder stark plgetrdPanotyp hervorruft. Das in
dieser Arbeit @ir U. maydisoptimierte tetrazyklinabdingige System wird bereits in einer Viel-
zahl eukaryontischer Organismen verwendet, kam in Piligreb jedoch nur in einigen Asco-
myzeten wie z.BS. cerevisiagCandida albican®derAspergillus fumigatugum Einsatz (Gar
et al, 1997; Nakayamat al,, 2000; Park und Morsclituser, 2005; Voget al., 2005).

Erste Versuche der Etablierung tetrazyklinvermittelten&xpression it. maydisscheiterten
u.a. an fithzeitiger Polyadenylierung (Zarnack, 2002; Zarnatlal, 2006). Dieses Problem
wie auch die hohe Basalaktigitdes tetrazyklinregulierten Promotors konnten bereitdiiner-
en Anstzen durch Herstellung des synthetischen Getig* unter Anwendung einer kontext-
abhangigen Kodonverteilung sowie durch Beseitigung krypgsdinhancer-Elemente aus Re-

gionen zwischen den Tet-Operatoren behoben werden (4gr@@02; Zarnaclet al., 2006).

46



Diskussion

Ein nachstes Hindernis stellte die zytotoxische Wirkung der 8#Pfansaktivierungsdoame in

U. maydisdar. Scldliche Effekte dieser starken viralen Dane wurden bereits in anderen Or-
ganismen beobachtet (Bergaral,, 1990; Kelleheet al,, 1990) und beruhen wahrscheinlich auf
einer Beeintachtigung genereller Genexpression durch das Austitrieiehtiger Komponen-
ten der Transkriptionsmaschinerie (Gill und Ptashne, 1988 diese Problematik zu umge-
hen, wurden in tTA* sogenannte F-D@men als Transaktivierungsdamen verwendet, welche
bereits in Hefe zur Optimierung tetrazyklinregulierbaB@mexpression eingesetzt wurden (Ba-
ron et al, 1997). Das Konstrukt wurde zaizlich um einen Abschnitt des-Proteins cl als
flexibles Verbindungsatk erweitert, durch welches das Transaktivierungspiatieran tTA in

S. cerevisiagesteigert werden konnte (Gat al., 1997).

Die optimierten Komponenten erlaubten die Konstitutiamesieffizienten Expressionssystems,
dessen Eigenschaften Aghst durch Regulation des heterologen Reporterggnbestimmt
wurden. Dabei konnte ein volksadiges Abschalten der Gfp-Expression durch Konzentratio
von 100ug/ml Tetrazyklin bzw. 1Qug/ml Doxyzyklin erreicht werden, welche keinen Einfluss
auf Wachstum oder Morphologie der Zellen zeigten. Die Bebhag, dass Doxyzyklin in
U. maydiseine lohere Wirksamkeit zeigt, entspricht den Daten aus andem@eNsystemen,
wie z.B. Siugerzelllinien (Gossen und Bujard, 2002; Gosseal., 1995), und erldrt sich u.a.
durch die lbhere Affiniét dieser Substanz gegérer TetR (Degenkolbt al,, 1991). Eine maxi-
male Inhibition bei 1Q.g/ml DoxyzykKlin ist vergleichbar mit Beobachtungen &ierevisiae
oderA. fumigatuswo 10 bzw. 3Qug/ml des Antibiotikums beftigt wurden (Mnaimnelet al.,
2004; Vogtet al, 2005). Transkriptom-Analysen i8. cerevisiakonnten daiberhinaus eine
Veranderung des globalen Expressionsprofils beiugnl Doxyzyklin ausschlie3en (Wishart
et al, 2005). Dass in Microarray-Analysen einer tetrazyklimitelten Expression voprfl
uber 60% der identifizierten Gene direkt oder indirekt mfi.Fn Verbindung gebracht werden
konnten, spricht auch ib. maydisgegen pleiotrope Nebenwirkungen der Komponenten des

Tetrazyklinsystems. Diglberpiifung entsprechender Kontrollprofile steht noch aus.

Ein Richtwert fir die Effizienz einer Inhibition ist die Konzentration, wié ir halbmaxi-
male Wirksamkeit beftigt wird. Dem entspricht in diesem Ansatz eine Reduktion gie-
Expression auf 50%. Die dafin U. maydisberdtigte Konzentration von 50 ng/ml Doxyzyklin
liegt auf gleichem Niveau wie . cerevisia®der Swugerzellen (Bornkamret al., 2005; Gar

et al, 1997). In der Zeitkinetik erwies sich die Reaktion auf diegZlbe von Tetrazyklin oder
Doxyzyklin als gleichermalR3en schnell und effizient. Da deciNveis der Aktiviat nur in-
direkt Uber die Gfp-Fluoreszenzinterdterfolgte, lassen sich aus den Daten nach Medien-

wechsel keine absoluten Reaktionszeiten ableiten. UntercBsichtigung einer durchschnitt-
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lichen Gfp-Halbwertszeit von mehr als zwei Stunderirmaydis(Brachmann, 2001) ist die
Abschaltgeschwindigkeit jedoch durchaus mit der z.B. @&ugerzellen vergleichbar (Gossen
und Bujard, 1992).

Zur besseren Anwendbarkeit wurden alle Komponenten inreki@a-Schritt-Promotor-
austauschkassette zusammengefasst, deren flankiei$fiderkennungsstellen mit dem
Kassettensystemif U. maydiskompatibel sind (Brachmanet al, 2004). Derartige Kon-
strukte kamen bereits in anderen Pilzen, wie ZBcerevisiaeder C. albicanserfolgreich
zum Einsatz (Belliet al,, 1998; Park und Morsclduser, 2005), da sie einen effizienten Ein-
satz in verschiedenstengdtmen erraglichen. Als endogenes Gen wurgdg fir die Regu-
lation ausgewhlt, dessen Aktivit leicht nachweisbar ist. Als Prfl-afgige Prozesse un-
tersucht wurden die Pheromonwahrnehmung, nachweisbah d@ehandlung mit syntheti-
schem Pheromon in &sigkultur, sowie Pheromonsekretion und Paarutggkeit, bestimmt
durch Ko-Inokulation mit entsprechenden Partnern aufredium. Alle Prozesse konnte durch
antibiotikavermittelte Repression venfl unterdiickt werden, was auf eine hohe Effizienz des
Systems irJ. maydishindeutet. Dass die bétigten Antibiotika-Konzentrationen im Vergleich
zu vorausgegangenen Experimenten leichbkttschien, konnte in §peren Experimenten
durch eine erbhte Expression des Transaktivatorproteins in diesem r&tanklart werden
(nicht gezeigt). Diese ist eventuell auf den Einfluss des {EAS&nents im stromaufarts er-
haltenerprfl-Promotor zuiickzufihren (J. Hohenner, pémsliche Mitteilung; Hartmanet al.,,
1999).

Die Microarray-Experimente geben Einblick in die vielgget Anwendbarkeit tetrazyklinver-
mittelter ExpressionAhnliche Angitze wurden z.B. in menschlichen Zelllinien beschrieben,
wo mit Hilfe dieses Systems u.a. der Anteil des Transkrigfaktors NF«xB an der transkrip-
tionellen TNF-Antwort bestimmt wurde (Tiaet al, 2005). Die Aktivierung erfolgte dabei
indirekt durch regulierte Expression des InhibitorsB; wobei 74 Gene unterhalb des TNF-
Signals als NFRsB-ablangig identifiziert werden konnten. Auch ld. maydisbietet dieses
System eine wichtige Eémnzung des veilgbaren Promotorrepertoires un@dnet in der Zu-
kunft die Moglichkeit einer Vielzahl von Anwendungen. Erste viel@echende Ergebnisse er-
brachte u.a. die Tetrazyklin-vermittelte Regulation des Ridenden Proteins Khd4, dessen
Funktion aufgrund eines sehr pleiotropen Deletiodsuityps bisher nicht einsatzbar war
(E. Wolimeister, pergnliche Mitteilung; Volimeister, 2005; Beclat al., 2005). Datiberhinaus
wird es von grof3em Interesse sein, inwieweit eine tetrazygdmittelte Regulation auch inner-
halb der Pflanze dyglich ist. Es bleibt abzuwarten, ob eine Applikation desiBintikums z.B.

Uber das GieRwasser ausreicht, um entsprechende Kortmargrainnerhalb des eindringenden
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Pilzgewebes zu geihrleisten. In diesem Zusammenhang ist zuamen, dass u.a. in Tabak
eine entsprechende Regulation pflanzeneigener Gene irulfetlwie auch in ganzen Pflanzen
bereits gezeigt wurde (Weinmarmt al., 1994). In Kombination mit Komponenten des rever-
sen TetR-Systemsokinte dadurch kglicherweise eine feinregulierte Expression von Genen

wahrend der gesamten Infektion erreicht werden (Gossah, 1995; Urlingeret al., 2000).

Mit der Etablierung tetrazyklinvermittelter Expressidalg inU. maydisein neuer regulierbarer
Promotor zur Verfigung, der im Vergleich zu den bisher Nutzbaren nicht auéregiobalen
Anderung der hrstoffbedingungen beruht unidgrfverschiedenste Anwendungen geeignet ist.
Die Kompatibilitat mit dem zuvor etablierteBfi-Kassettensystem erlaubt dabei einen schnellen
und effizienten Einsatz in der Bearbeitung unterschiedizhsragestellungen (Brachmaen

al., 2004).

3.2 Die Auswirkung posttranslationeller Modifikationen auf Prfl

Wahrend der Pheromonantwort und anschlie3enden Kreuzaigem ist die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Prf1 von essentieller Bedeutungtfdannet al., 1996). Kontrolliert wird
diese u.a. auf posttranslationeller Ebene (Hartmetrad,, 1999), wobei verschiedene funktio-
nelle Aspekte als Angriffspunkte dieser Modifikationen rage kommen. Dazwahlen generel-

le Eigenschaften wie Stab#it, Lokalisierung oder Aktivit, welche die allgemeine Vérjbar-
keit beeinflussen, wie auch die Speaifjtwelche z.B. durch Interaktion mit wechselnden Ko-

faktoren veandert werden kann (Whitmarsh und Davis, 2000).

Verschiedene Aréze zielten darauf, den Anteil unterschiedlicher Regutesgebenen an der
Pheromon-Aktivierung von Prfl zu untersuchen. Die Entkopg funktioneller Module durch
Komponenten des Tetrazyklinsystems sollte dégjlicherweise pheromonregulierte Transak-
tivierungspotential von Prfl sichtbar machen. Eine phosglerungsvermittelte Regulation
der Transaktivierungsdaime wurde z.B.iir HSF1 oder NFAT1 gezeigt, in welchen Modifi-
kationen an unterschiedlichen Positionen sowohl @gkehde als auch reprimierende Wirkung
augiben lonnen. Die kritischen Phospho-Akzeptorstellen liegenedahufig im Bereich der
Transaktivierungsdoéme (Holmberget al, 2002; Sharrockst al., 2000). In Prfl scheint die
Transaktivierungsdoéme dagegen kein prémer Angriffspunkt zu sein, da der transaktivie-
rende Proteinanteil Prfdy_s40, welcher alle 11 MAPK- und PKA-Phosphorylierungsstellen
enthalt, in heterologer Umgebung ohne Stimulus starke Akdtvieigte und sich dieser Effekt
zudem durch Pheromongabe nichtamdern liel3. Ein minderer Beitrag kann jedoch nicht aus-
geschlossen werden, da z.B. eine basale Phosphorylieryegimentell nicht barcksichtigt
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wurde. Datiber hinaus gibt es beispielweise Berichte aus der Charsikteng verschiedener
Myb-Transkriptionsfaktoren, wonach sich Akti&itwie auch Spezifit dieser Faktoren durch
die Fusion an heterologe D@men deutlich vémderten, was die Verwendung von Hybrid-

proteinen generell in Frage stellt (Let al., 2004).

3.2.1 Die regulierte Aktivit &t von Prfl

Um subzelluére Lokalisation und Stabiét von Prfl untersuchen zéhknen, war der Nachweis
des Proteins eine wichtige Voraussetzung. Daher wurdedaridh Fusion an Gfp fluoreszenz-
markiert. Dass das Protein erst durch Verwendung von Dei@fp sichtbar gemacht werden
konnte, entspricht den Erfahrungen aus Arbeiten an andea&toren wie z.B. Pho4p oder
Paclp aus. cerevisiadKomeili und O’Shea, 1999; Leet al., 2003). Obwohl eine regulierte
Lokalisation fir eine Vielzahl von Faktoren beschrieben wurde (Holmlztral, 2002; Shar-
rockset al, 2000), blieb die deutliche Kernakkumulation von PHGfp® oder entspechenden
Substitutionsvarianten unvardert. Dass zudem die Interdditles Signal&ber alle Experimen-

te hinweg konstant schien, legt die Vermutung nahe, das®ldesphorylierungsstatus weder
fur die Lokalisation nochifr die Stabiliit von Prffe-Gfp® entscheidend ist. Da das Signal
jedoch generell sehr schwach wadnkite der Nachweis auch durch das Detektionsminimum
verhindert worden sein. Beide Afze erbrachten somit erste Einblicke in unterschiedliche
Regulationsebenen von Prfl, erlaubten jedoch keine getechidickschlisse auf den Aktivie-

rungsmechanismus.

In diesem Zusammenhang interessant sind die Ergebnisstetdagzyklinvermitteltenprfl-
Induktion. Dabei wurde die Menge @nfl derart eingestellt, dass die Auswirkung einer starken
Prf1-Expression bestimmt werden konnte. Bei Betrachtungdaettifizierten Sondenreihen ist
uberraschend, dass diese nur einen Bruchteil der zuvorfidearten PRE-assoziierten Gene
abdecken. Dass die starke Expression pdfh keine weiter gedicherten Auswirkungen hervor-
ruft, ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass Prfl auf pastslationelle Aktivierungsmechanis-

men angewiesen ist, um seine volle Aktatizu entfalten.

Nachdem die transaktivierende Funktion nicht den grien Angriffspunkt darzustellen scheint,
konnte eine Regulation der DNA-Bindung die Beobachtungeraerkl Dazu passendane,
dass die Aktiviait von TetR-Prflyg_s49 durch Pheromonstimulation nicht dert werden
konnte. Einerahnlichen Regulation unterliegt der menschliche Transkngfaktor Ets-1, in
welchem die schrittweise Phosphorylierung an drei Serieieie graduelle Regulation der
DNA-Affinit at erlaubt (Pufallet al, 2005). Anders als bei Ets-1, wo dieser Effekt aus-

schlie3lich auf einer vanderten intramolekularen Dynamik beruht (Pufall al, 2005),
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kann auch eine Interaktion mit Kofaktoren die DNA-Aftiiterfohen. Dies zeigt sich z.B.

in der kooperativen Bindung von AP1 mit anderen Faktorenrbatb der Ras-Raf-Erk-
Signaltransduktionskaskade (Wisdom, 1999). Dass einrtagra Zusammenspiel durch den
Phosphorylierungsstatus eines oder beider Proteinenbestverden kann, dokumentieren z.B.
die Rekrutierung des Koaktivators CBP an CREB (Mayr und Montn20f)1) oder die In-
teraktion der Transkriptionsfaktoren Pho4p und Pho2p inRleosphatmangelregulation in
S. cerevisiagsiehe 3.3.5; Komeili und O’Shea, 1999; Lai al, 2000). Die Lage der Phos-
phorylierungsstellen aul3erhalb der DNA-Bindedora sowie die Tatsache, dass die HMG-Box
von Prfl in Gelretardierungs-Experimenten eine deutlisbguenzspezifische DNA-Affifit
zeigt (Hartmanret al,, 1996), niissen dabei nicht als Widerspruch gelten, da derartige Regu-
lationsmechanismendafig auf globalen Vé&nderungen der Proteinstruktur basieren (Cohen,
2000; Salazar und &fer, 2003) oder in einer artifizielleim vitro-Situation nicht nachgewie-
sen werden &nnen. Zur Absicherung ist jedoch ein direkter Nachweisrlafdich, welcher
z.B. durchin vivo-Chromatin-Koimmunog@zipitation gescheheroknte (Sikder und Kodadek,
2005). Diese Methode eidglicht diein vivo-ldentifikation erkannter Zielpromotoren sowie
die Untersuchung von differentieller Promotorabdeckund Bindungskinetik und bildet eine
wichtige Grundlage in der Charakterisierung verschiedgnbtanskriptionsfaktoren (Sikder
und Kodadek, 2005). Eine entsprechende Untersuchung fiitsBheiterte jedoch bisher u.a.
an Schwierigkeiten des biochemischen Nachweises von Bwiesdas Fehlen eines spezifi-
schen Antilorpers.

Zusammenfassend belegten diese &ns den hohen Stellenwert posttranslationeller Modifi-
kationen in der Aktivierung von Prfl. Nach den vorliegendaten lonnte die pheromonver-
mittelte Phosphorylierung dabei u.a. die DNA-Bindeeigbasten des Transkriptionsfaktors
beeinflussen. Ein Beitrag weiterer Angriffspunkte ist jddaccht unwahrscheinlich.

3.2.2 Die Auswirkung konstitutiver Phosphorylierung von Prf 1

Die Aktivierung von Prfl erfolgiiber mindestens zwei Signalwege, deren terminale Kinasen
PKA und MAPK den Faktor unmittelbar phosphorylieraimkien (Kaffarniket al., 2003). Ge-
netische Analysen dieser Modifikationen gaben erste Hisevdarauf, dass beide Phospho-
rylierungsarten unterschiedlichen Einfluss auf die PrktiAtat nehmen &nnten. ZurUber-
prufung dieser Hypothese wurden die phosphorylierten Andingen in den funktionell wich-
tigen MAPK- und PKA-Erkennungsstellen durch Aspartateets Diese sollten durch die ne-
gative Ladung ihrer Seitenkette eine Phosphorylierungiesed Stelle imitieren. Die Wahl der

veranderten Positionen richtete sich nach vorausgegangexgarifbenten, in denen von den
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MAPK-Erkennungsstellen eine Phosphorylierung der dratraéen Positionentir Funktiona-
litat ausreichend schien,ahrend im Falle der PKA-Stellen jede Zi&lich Inaktivierte eine
vermehrte Sirung bewirkte (Kaffarnilet al., 2003). Die Anwendung von Aspartat-Substitution
zur Generierung konstitutiver Aktivierung kam th maydisbei anderen Signaltransduktions-
komponenten bereits erfolgreich zum Einsatz, wobei z.Ba#tsgpe in aktivierenden Positionen
der MAPKK Fuz7 eine konstitutive Aktivierung dieser Kinasawirkten (Miller et al., 2003b).
Eine Anwendung dieser Strategie auf einen Transkriptakief geschah z.Bif Pho4p aus

S. cerevisia®der c-Jun aus humanen Zellen (Komeili und O’Shea, 1999idvat al., 2003).

Im Fall der MAPK-Erkennungsstellefilfirte die Substitution durch Aspartat zu keinem eindeu-
tigen Ergebnis. Zwar unterschied sich PH® im resultierenden Rinotyp von der entsprechen-
den Alanin-Mutante, in welcher Weise diese &ederungen in die Prfl-Funktion eingreifen,
konnte jedoch nicht abschliel3end gaklwerden. Dabei lie3en sich die beobachteten Defek-
te wie der Verlust von Kreuzungskompetenz und Pathogesawie die verminderte Induktion
der Prfl-ZielgenenfalundbE zumindest teilweise durch die stark reduzierte Expressieses
Allels erklaren. Dass jedoch z.B. der Kreuzungsdefekt auch durch katnstiExpression nicht

ausgeglichen werden konnte, spricint ¥veiterreichende Auswirkungen der Mutationen.

Zugleich legten diese Experimente einige Nachteile von Cbff8n. Zuréchst sind Aus-
gangshiveau wie auch Pheromoninduktion aufgrund der Koatioin kompatibleb-Allele im
Vergleich zu FB1 deutlich reduziert, da die Anwesenheiteaidiven bE/bW-Heterodimers die
basale Expression varfl reprimiert (Hartmanret al,, 1999). Dass dieses zugleich die Induk-
tion von prfl verhindert, belegen Microarray-Analysen des solopathege&stammes SG200,
in welchen eine starke Expression vpril auf der Pflanzenobeéthe nur in einem entspre-
chendenb-Deletionsstamm, nicht aber in SG200 selbst zu beobachtenM. Vran& und
J. Kamper, per@nliche Mitteilung). Beide Beobachtungen sind deutliche éiazen fir die
Existenz eines negativeniBkkopplungsmechanismus, déir ein Abflauen Prfl-vermittelter
Prozesse nach erfolgreicher Kreuzung auf der Pflanzenabtlegflverantwortlich seindante.
Auch erscheint die Verwendung des filaniesgn Wachstums als Indikator deGenexpression
fraglich, da die Transkriptmenge nicht in alle@llen mit der Morphologie der Zellen kor-
relierte. Als Ausbser dieses Verhaltens in Frage kommen u.a. einige Regehatonerhalb
der b-ablngigen Regulationskaskade, deren Expression filadaestWachstum bedingt (M.
Scherer, M. Vrang C. Pothiratana und Jafper, pednliche Mitteilung). Ein entsprechender
Phanotyp wurde z.B. nactiberexpression vorbfl beschrieben (M. Scherer, pérdiche Mit-
teilung). Dass dabei einige b-regulierte Gene auch diiekt Prfl induziert werdentkinen,
zeigen Beispiele wigbfl oder kpp6 (Brachmannet al, 2003; M. Scherer und J. &nper,
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per$nliche Mitteilung).

Einleitende Experimente mit der Aspartat-Variante Piflergaben, dass diese Mutationen
Kreuzung und Pathogeaitim haploiden Stammhintergrund untétgen knnen. In CL13M
zeigte sich zudem eine konstitutive Aktiitvon Prft"? in Bezug aufmfalExpression wie
auch filamenises Wachstum. Ein direkter Einfluss der PKA auf die Regulatan Prfl hatte
sich zwar u.a. in der Charakterisierung nicht-phosphatyéieer Mutanten bereits angedeutet
(Kaffarnik et al,, 2003), stand jedoch unter dem Vorbehalt des nahezu aotgien Funktions-
verlustes, den diese Mutationen mit sich brachten. Dassnaitisren einer dauerhaften PKA-
Phosphorylierung eine konstitutive Aktivierung bewirktann somit als erster positiver Nach-

weis dieses Zusammenhangs angesehen werden.

Dass eine Induktion demfalExpression durch Pheromon in Gegenwart von PHlwei-
terhin mbglich war, deutet einen Einfluss weitetdbertragungswege an. Interessant ist, dass
dieser Effekt auch nach Inaktivierung der MAPK Kpp2 erhalbdieb. Eine Erkhrung hieriir
ware die Beteiligung anderer MAP-Kinasen, welche die Phasgiboung von Prfl zumin-
dest teilweisdlbernehmen@nnten. In Frage&me u.a. die pheromoninduzierte MAPK Kpp6,
fur welche eine Interaktion mit Prfl in Zweihybrid-Experinten nachgewiesen werden konn-
te (A. Mendoza-Mendoza, pémliche Mitteilung). Geht man dagegen davon aus, dass in
CL13Mprf1tP/kpp 250t PKA- und MAPK-Aktivierung von Prfl vollsindig ausgeséipft
bzw. verhindert sind, &nten diese Beobachtungen auch als Hinweis auf einen emiter
Ubertragungsweg gedeutet werden. Eine Beteiligung z.Bf -@armittelter Prozesse an der
Signalweiterleitung ist dabei nicht unwahrscheinliclefg 3.3.3). Erste Hinweis@knte eine
Behandlung dieses Stammes mit spezifischen Inhibitoréh-@alangiger Komponenten erge-
ben, deren Wirksamkeit id. maydisz.T. bereits gezeigt wurde (Adamikoegal., 2004).

3.3 Die Regulation der Spezifit at von Prfl durch MAPK- und
PKA-Phosphorylierung

Nach den Ergebnisseritnerer Studien zeigte Prf1 Anzeichen einer phosphorylgsabkngi-
gen Promotordiskriminierung (Kaffarnikt al, 2003). In der vorliegenden Arbeit war es
moglich, diese Annahme durch den Einsatz verschieden nenrtierf1-Allele raher zu unter-
suchen. Die Kombination mit Microarray-Analysen erlauthte Definition einer MAPK- bzw.
PKA-abhangigen sowie einer dual regulierten Regulationsklasserimatb der transkriptionel-
len Pheromonantwort. Die funktionelle Annotation der dbigeten Proteine aus den einzelnen

Klassen gevihrte einen ersten Einblick in die physiologische Funktierschiedener Phospho-
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rylierungsmuster auf Prfl.

3.3.1 Die transkriptomweite Untersuchung der Pheromonantw ort

Als Rahmenbedingung dieser Analyse wurde die transkriptierAntwort auf die Anwesen-
heit von Pheromon geahlt, in welcher die Aktivierung von Prfl eine entscheideriblle
spielt. Die Behandlung des Vergleichsstammes FBXprfiit synthetischem Pheromoiikr-
te zur ldentifikation von insgesamt 412 pheromonreguie@endenreihen. Die in den kor-
respondierenden Genen kodierten Proteine enthaltentervgagerald bekannte Faktoren der
Pheromonantwort aubl. maydis z.B. Kpp2, bzw. die Homologe entsprechender Proteine
aus S. cerevisiagz.B. Ste6p oder Steldp (Bardwell, 2005). Entsprechend dephuotogi-
schen Antwort in Form der Konjugationshyphenbildung, Wweln U. maydisvon einem G2-
Zellzyklusarrest begleitet wird (GaezMuseet al., 2003), kodieren sie zudenirfetliche Fak-
toren des Zytoskeletts und der Zellwandbiosynthese soan&éllzyklusregulation. Eidhnli-
ches Bild zeichneten transkriptomweite Analysen@dtaktorreaktion irS. cerevisiagwelche
nach Stimulation in G1 arretieren (Bardwell, 2005). Ddifgje Teil der annotierten Faktoren in
U. maydisentstammt jedoch metabolischen Prozessen (nicht gezeigighe wahrscheinlich
im Rahmen des Wechsels von saprophytischer auf biotrophensgkeise in Vorbereitung des

folgenden Infektionsprozesses umgestaltet werden.

Der Validierung der Daten diente zudem ein Vergleich mitebrgssen einer transkriptom-
weiten Charakterisierung der transkriptionellen Pheraanbtmort in FB1 (Eichhorn, 2004).
Dabei ist zu bdicksichtigen, dass in der vorliegenden Arbeit mit Prfl eider zentra-
len transkriptionellen Regulatoren der Pheromonantwodeimer Abundanz vandert wur-
de, was Unterschiede des Expressionsprofils nach Pherapuasiton nicht unwahrscheinlich
macht. Auch die Verwendung unterschiedliché&hXmedien sollte Einfluss auf den Verlauf der
Pheromonantwort nehmen. So konnte z.B. gezeigt werdenydesshiedene Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen daprfl-Expressionsniveau v@ndern (Hartmanet al., 1999). Unter diesen
Gesichtspunkten betrachtet sollte die Tatsache, dass &% ¢B1 differentiell regulierten
Sondenreihen in diesem Experiment gt werden konnten, als Beleg der \&slichkeit der
erhobenen Daten gewertet werden.

Zusammenfassend legte die transkriptomweite Charaldarisy der Pheromonantwort in
Kombination mit der Bestimmung PRE-assoziierter Gene naass #napp ein Viertel der
transkriptionellen Reaktion auf einer direkten Regulatiamctd Prfl beruhen dnnte. Eine
Moglichkeit der Regulation des verbleibenden Teiren sekungéire Effekte durch Indukti-

on weiterer Transkriptionsfaktoren. So wurde z.&. 96 der Gene eine Regulation durch das

54



Diskussion

Zinkfingerprotein Rbfl beschrieben (23%; M. Scherer undamier, perdnliche Mitteilung;
siehe 3.3.2), dessen Transkriptniveau nach Pheromonégpasehr als zehnfach epht ist.
Zum Anderen wurde z.Bif die Ausbildung der Konjugationshyphen gezeigt, dassedigor-
phologische Pheromonreaktion in Abwesenheit von Prfludblakann, wenn ausreichende
Pheromonrezeptormengen durch konstitupiveel-Expression geahrleistet werden (Miler et
al., 2003b). Somit ist es niclitberraschend, dass Prfl nicht, wie z.B. Ste12p in Hefenalldie
transkriptionelle Induktion nach Pheromon kontrollié¢bpertset al., 2000), sondern vielmehr

verschieden&bertragungswege auf Ebene der Transkriptionsregulagteiligt sind.

3.3.2 Die MAPK-Regulationsklasse

Die Untergruppe der MAPK-aliimgig regulierten Sondenreihen stellt diéfgte und am klar-
sten definierte Prfl1-Regulationsklasse innerhalb der Ph@mantwort dar, deren Mitglieder
unter Verwendung deprf1<¥4-Allels identifiziert werden konnten. Dasgber 60% dieser
Gene eine strikte MAPK-Abdngigkeit, d.h. den Verlust jeglicher Pheromonregulatach
Inaktivierung der MAPK-Erkennungsstellen in Prfl, zeigtanterstreicht den hohen Stellen-
wert dieser Modifikation. Diese Beobachtung steht im Einglamt flr Kpp2 erhobenen Daten
(Eichhorn, 2004). Microarray-Analysen nach Aktivierungr dbergeordneten MAPKK Fuz7
ermbglichten die Identifikation von 387 Kpp2-abihgig regulierten Genen, von welchen 121
sich in der Pheromonregulationsliste wiederfinden lasé@® der MAPK-ab&ngig regulier-
ten Sondenreihen der vorliegenden Arbeit waren Teil di&g®g2-ablangigen Gene, wobei
fur 16% eine zuitzliche Abtangigkeit dieser Regulation von Prfl gezeigt wurde (Eichhor
2004). Dass nicht mehr Sondenreihen in beiden Experiméditiereinstimmend identifiziert
wurden, lonnte teilweise auf die unterschiedliche Art der Bestimmzungckzufihren sein. In
der folgenden Diskussion der Mitglieder der MAPK-Regulasklasse werden dual regulierte
Sondenreihen z@thst ausgeklammert (siehe 3.3.3).

Auffallig ist das Auftreten einiger interessanter Regulatoreretihalb der MAPK-akdngig
regulierten Gene. Dazu géh zurachst Rbfl (um03172), dessen beide korrespondieren-
den Sondenreiheibereinstimmend als MAPK-aBhgig reguliert gefunden wurden. Dieser
selbst b-induzierte Zinkfinger-Transkriptionsfaktort gils zentrale Komponente der transkrip-
tionellen Regulationskaskade unterhalb des b-Heterodimed ist fir den Grol3teil der b-
vermittelten Expressio@sderungen zughdig. Die Deletion vonbfl fuhrt zu einem vollsindi-

gen Verlust des b-aldimgigen Filamentwachstums und der Pathogerf¥. Scherer und J.
Kamper, pe@nliche Mitteilung). Da die Expression vabfl zugleich pheromoninduziert ist

und zudem PRE-Sequenzen im Promotor vorliegen, wibde eine Prfl-vermittelte Regula-

55



Diskussion

tion bereits spekuliert. Unklar ist allerdings, welche Kimn Rbfl in dieser Situatioriber-
nimmt (M. Scherer und J. &mper, per@nliche Mitteilung). Die Ergebnisse dieser Arbeit zei-
gen, dass es sich bdifl nicht nur um ein Prfl-aldngig induziertes Gen handelt, sondern dass
diese Induktion darberhinaus an eine funktionierende MAPK-Phosphoryligrdes Proteins
gebunden ist. Entsprechendrinte die Expression aller Gene der MAPK-Regulationsklasse
welche zugleich als b-reguliert gefunden wurden, auf daktion dieses Transkriptionsfak-
tors zutickzutihren sein. Dass die meisten der Promotoren der insgesa@ef6, auf die
diese Beschreibung zutrifft (M. Scherer und arifper, perdnliche Mitteilung), trotzdem rudi-
mentre PREs enthaltenpknte andeuten, dass Teile der Prfldfigen Regulation im Laufe
der Zeit von Rbflibernommen wurden. Dass eine MAPK-Phosphorylierung afif trab-
dingbare Voraussetzungrfdie Expression vorbfl ist, wird zusatzlich unterstrichen durch die
Beobachtung, dass diese auf eine rein transkriptionmefie Induktion keine Reaktion zeigt.
Diese enge Regulation deuten darauf hin, dass Rbfl schon vwstiKdion eines aktiven b-
Heterodimers eine entscheidende Funktibernehmendnnte, deren Entdeckung vielleicht in
der Zukunft einen genaueren Einblick in die Vernetzungr pmd postfusioérer Regulations-

prozesse itJ. maydiserlauben wird.

Die transkriptionelle Antwort indirekt beeinflusserinte auch die MAPK-aliingige In-
duktion von um06212, welchesirf ein Protein mit Homologie zu dem C-Typ-Zyklin Ssn8p
(Srbl1lp) ausS. cerevisiagodiert (Kuchinet al, 1995). In Hefe bestimmt dieses Zyklin die
Aktivitat der zyklinabAngigen Kinase Ssn3p (Srb10p), welche u.a. die Aktiwerschiede-
ner Transkriptionsfaktoren in Reaktion auNstoffoedingungen und andere physiologische
Prozesse reguliert (Clat al., 2001). Interessanterweise wurde die stickstoffmangelierte
Abwesenheit von Srb10p als entscheidender Schritt in déation des filamerisen Dif-
ferenzierungsprozesses beschrieben, da die Séhibih Stel2p einer negativen Regulation
durch den aktiven Srb10p/Srb11p-Komplex unterliegt (Bielst al., 2003). Entscheidend ist
dabei die Modifikation von zwei Serinresten innerhalb deanBaktivierungsdoane, deren
Mutation das filameritse Wachstum diploider Zellen deutlich vénstt, jedoch keinen Ein-
fluss auf die Funktion von Stel12p in der Pheromonantwort zkigdezug auf die Situation in

U. maydismuss enahnt werden, dassif die Sondenreihe, welche mit dem Gen des Srb10p-
Homologs um03131 korrespondiert, sowohl mit als auch olneedPmon kein Signal detektiert
werden konnte. Da dieses auch unter anderen experimenBsdl@gingungen der Fall war, zu-
gleich jedoch mindestens sechs korrespondierende ESJeSegn bekannt sind (MUMDB,;
http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilagorinte die mangelnde Detektion allerdings auch auf ein

fehlerhaftes Design der Sonden ickzufihren sein, weshalb eine Expression von um03131
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nicht ganzlich ausgeschlossen werden sollte (M. VEarerénliche Mitteilung). Uber die
Funktion dieses Komplexes in der PheromonantwortWomaydiskann hingegen nur speku-
liert werden. So &nnte ein aktiver Zyklin/CDK-Komplex z.B. im Rahmen einer niga

Ruckkopplung an der Inaktivierung von Prfl oder weiterentigdn beteiligt sein.

Zudem scheinen verschiedene MAPK-ahbgig durch Prfl induzierte Faktoren auch in zyto-
plasmatische Prozesse innerhalb der Pheromonantwotigeeien. So kodiert z.B. um02104
fur ein Protein mitAhnlichkeit zu sogenannten RGS-Proteinegg(ilator of G protein signal-
ling), welche die Signadinge nach Aktivierung eines G-Proteins durch Stimulatieniaitrin-
sischen GTPase-Aktiat regulieren (Ross und Wilkie, 2000). So belegt z.B. CrglGuypto-
coccus neoformanslas rachséhnliche Homolog von um02104, eine Si$delposition in der
pheromonvermittelten Paarung und Virulenz dieses Huntangans (Wangt al,, 2004). Das

S. cerevisiagHomolog Sst2p steuert u.a. die Pheromon-Desensibikienath einem fehlge-
schlagenen Paarungsversuch (Dohlmanhal, 1996). Eine Beteiligung von um02104 an der
Weiterleitung des Pheromonsignalstin maydisist somit wahrscheinlich. Dass entsprechen-
de Deletionsgtmme dennoch keine @tung dieser Prozesse aufwiesen, deutet jedoch auf das
Vorhandensein redundanter Funktionen hin (Eichhorn, Rabddem lonnte die Sensitivét
der zur Charakterisierung der Mutanten verwendeten Tedt$ ausreichend sein, um z.B. eine

erhbhte Pheromonsensibilisierung nachzuweisen.

Ebenfalls unter strikt MAPK-aliimgiger Kontrolle durch Prfl befindet sich das Gen des kieine
G-Proteins Rho2 (um02494). Die Aufgaben von Rho GTPasen setiasligemein dasber-
wachen und Steuern morphologischer areterungen, der Zellwandintegtitwie auch der
Polymerisation des Aktinzytoskeletts (Bishop und Hall, @0@urch das entsprechende Ho-
molog Rholp inS. cerevisiaeind S. pombevird u.a. die Biosynthese der zentralen Zellwand-
komponenten Chitin und (1,3)D-Glukan kontrolliert (Arellancet al,, 1996; Calongeet al.,
2000; Qadotat al, 1996). Datiberhinaus ist Rholp i8. cerevisia@n der Reorganisation des
Aktinzytoskeletts im Rahmen der Shmoo-Ausbildung betefygonovaet al., 1999). Da auch
die Ausbildung der Konjugationshyphen th maydisauf ein intaktes Aktinzytoskelett ange-
wiesen ist (Fuchet al,, 2005), empfiehlt sich Rho2 als wichtiger Regulator der madiqafie
schen Pheromonantwort. Interessanterweise ist der Esréiner Rho-GTPase nicht unbedingt
alleine posttranslationeller Natur, da z.B. die transknpiveite Analyse deRHOZLInduktion

in S. cerevisiaeugleich eine transkriptionelle Regulation von Komponerder Chitin- und
Glukan-Synthese zeigte (Robe#dsal, 2000). Ob eine derartige Regulationsschleife auch in
U. maydisexistiert, ist bisher nicht bekannt. Es ist jedoch nicht ahvgcheinlich, dass Teile der

transkriptionellen Veinderung innerhalb dieser funktionellen Kategorie auflii@-Induktion
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zuriickzufihren sind.

In diesem Zusammenhang interessant ist auch die Indukbonum04411, welchedif ein
Protein mit Homologie zu der Poldhnlichen Kinase Cdcbp (Ceflp) a8s cerevisiaeeigt.
Diese weit verbreitete Familie von Serin/Threonin-Kinaspielt eine entscheidende Rolle
in der Zellproliferation u.a. durch Regulation zahlreicl@ahlisselkomponenten des G2/M-
Zellzyklusphaseiabergangs (Leet al., 2005). In Hefe wurde zudem eine Funktion in der Ver-
bindung des Zellzyklusverlaufs mit zytoskelettabgigen Zytokineseprozessen beschrieben
(Yoshidaet al, 2006). Dabei kontrolliert Cdc5p die Ausbildung des kontitak Aktinrings
amUbergang von Mutter- und Tochterzelle durch Rekrutierurgyalsvor beschriebenen Regu-
lators Rholp. Desweiteren zeigten Experiment&.impombesine Beteiligung der homologen
Kinase Plol am stressinduzierten polaren Wachstum (Petarsl Hagan, 2005). Die Funktion
von um04411 inJ. maydiswurde bisher nicht untersucht. Da sowohl Morphologie alshau
Proliferationsverhalten im Rahmen der Pheromonantworketsei@nderungen durchlaufen,
ist die Beteiligung einer Poléhnlichen Kinase an diesen Prozessen allerdings durcleals d

bar.

Zusammenfassend edglicht die Phosphorylierung der MAPK-Erkennungsstelte®rfl die
Kontrolle wichtiger regulatorischer Prozesse innerhabRheromonantwort (Abb. 14). Neben
der Aktivierung einer riaglicherweise stromakévts agierenden Kaskade transkriptioneller Re-
gulation deutet die funktionelle Annotation u.a. auf eimensive Reorganisation der Zellwand
wie auch des Zytoskeletts hin, wobei neben entscheidendeynten der Zellwandbiosynthese

auchubergeordnete Regulatoren dieser Kontrolle unterliegen.

3.3.3 Die PKA-Regulationsklasse und deren  Uberschneidung mit
MAPK-abh angig regulierten Genen

Die Ermittlung der PKA-abéingig regulierten Gene erfolgte durch VerwendungpiésAllels
prf1eePP/MA Hin welchem eine konstitutive Phosphorylierung durch AsgisSubstitutionen der
PKA-Erkennungsstellen imitiert wurde. Der Ansatz erlautite Identifikation von 16 PKA-
abhangig regulierten Sondenreihen, von denen 10 mit der MAPHuReionsklasséiberlap-
pen. Unter den verbleibenden korrespondierenden Genamdbesich u.a. um02390, dessen
GenproduktAhnlichkeit zu einer Trehalose-6-phosphat-Synthase JT/&t. Dieses Enzym
bildet eine Kernkomponente in der Synthese des Disacah@rghalose, welches neben seiner
Rolle als Kohlenstoffspeicher auch als Signalmdlgk metabolischen Regulationsprozessen
sowie als Schutz vor Zellstress Verwendung findet (GanceddHlores, 2004). Interessanter-

weise bewirkte die Deletion der TPS-HomologeGnalbicansund Magnaporthe griseaine
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deutliche Sbrung bzw. den Verlust der Infektiét (Zaragozaet al., 1998; Fosteet al.,, 2003).
Eine Verbindung des Trehalose-Metabolismus mit CAMP-viéefter Signaltransduktion wur-
de bisher vorwiegend auf Ebene des trehaloseabbbauendgmg&frehalase z.B. i8. cere-
visiae oderBotrytis cinereabeschrieben (Souz al., 2002; Doehlemanet al, 2006). Auch

in Pflanzen stellen Trehalose bzw. die Vorstufe Trehalepldsphat wichtige Signale in der
Entwicklung und Differenzierung dar. So ist z.B. die Trelsal@®-phosphat-Phosphatase RA3
gemeinsam mit anderen Wachstumsfaktoren wie Auxinen utokifyen an der Regulation der
Blutenarchitektur in Mais beteiligt (Satoh-Nagasatal., 2006). Unbekannt ist hingegen die
Relevanz von Trehalose als Speicher- oder auch Signaltiolethrend der Pheromonantwort

und anschliel3enden Infektion vah maydis

Aufgrund der geringen Anzahl betroffener Gene ist eineavgéhende Beurteilung der physio-
logischen Funktion einer PKA-Modifikation auf Prfl ZAohst schwierig. Bezieht man jedoch
alle in Reaktion auf Prft?P/MA differentiell regulierten Sondenreihen unéblgig von deren
Pheromonregulation in diese Betrachtung ein, zeigt sictheirer Anteil metabolischer Fak-
toren (27%), vahrend z.B. Komponenten der Zellzyklusmaschinerie odeZdidwandbiosyn-
these nicht betroffen scheinen (nicht gezeigt). Aus diébergreifenden Betrachtunghknte
somit eine Funktion der PKA-Phosphorylierung von Prfl in 8ffwechselregulation vermu-
tet werden, sekuride Effekte in Reaktion auf die konstitutive Aktivierung gijedoch nicht

ausgeschlossen (siehe unten).

Mehrere Sondenreihen innerhalb dieser Gruppe zeigten gagenaufige Reaktion ihrer
Expression auf Prft"P/MA bzw. Pheromonexposition. Einedgliche Erkkrung bieten u.a. ne-
gative Rickkopplungsprozesse, welche auch die insgesamt geringaghAidentifizierter Gene
erklaren lonnten. Das Vorhandensein derartiger Mechanismen in deReermittelten Phe-
romonsignaltransduktion deutete sich bereits in der krgoisonellen Reaktion vorprfl auf
verschiedene extrazelle cAMP-Konzentrationen an (Hartmaeh al, 1999). Dabei dihr-
te die Zugabe von 6 mM cAMP zu einer deutlichprfl-Induktion, wahrend bei 15 mM
ein gegerdufiger Effekt zu beobachten war. Hinweise auf eine tramsi®atur des cAMP-
Signals lieferten auch Microarray-Experimente nach Inidukdes Gens der katalytischen
PKA-Untereinheit Adrl, in welchen die differentiell regerten Gene zu verschiedenen Zeit-
punkten ein z.T. entgegengesetztes Verhalten zeigteh{&in, 2004). Auchir die konsti-
tutive Aktivierung der G-Untereinheit Gpa3 mit Hilfe des Allelgpa3ql wurde eine fort-
schreitende Abschachung der Auswirkung z.B. auf dimfalExpression beobachtet (Re-
genfelderet al, 1997; M. Feldbiaigge, per8nliche Mitteilung). Ein Signalweg, der in an-

deren Organismendufig in den Ablauf cAMP-aldingigen Prozesse eingreift, basiert auf
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der Wirkung Ca+-abhangiger Phosphatasen, welche u.a. die aktivierende Aasppiorylie-
rung der PKA entfernendnnen (Liauw und Steinberg, 1996). Daerhinaus wurden CGa-
sensitive Varianten der Adenylatzyklase wie auch des cAdMdPauenden Enzyms Phospho-
diesterase beschrieben (Willoughby und Cooper, 2006; Kagkal, 1999). In Swugerzellen
erfolgt das Abfangenainger anhaltend ethter PKA-Aktivitat zudem unterhalb der PKA u.a.
durch Inaktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (Mayd uontminy, 2001). Um die
Verfalschung durch derartigeliiRkkopplungsmechanismen zu minimieren, sollten zur&iest
gung der PKA-Regulationsklasse argende Experimente mit einem Alanin-substituierten
prfl-Allel in Erwagung gezogen werden. Wenngleich dieser Ansatacdhst zuiickgestellt
wurde, da die vermindertefal-Expression eine generelle Abschehung der Pheromonant-
wort befurchten lief3 (Kaffarnilet al., 2003), zeigt ein entsprechender Stamm nach Pheromon-
behandlungen eine dem Wildtyp vergleichbare Konjugatigpeenbildung (nicht gezeigt). Die
transkriptomweite Analyse dieses Stammes nach Pherorherglte eine Beatigung der
PKA-abhangig regulierten Gene unter wenigdireinden Bedingungen und damit eine aéil-
chere Beurteilung der PKA-Funktion auf Prfl grgtichen.

Auffallig ist die groReUberschneidung der PKA-Regulationsgruppe mit den zuvochres
benen MAPK-abhngig regulierten Genen, sowie dass innerhalb dieser dgalierten Klasse
die Induktion durch Prf"P/MA durchwegs mit dem Verhalten nach Pheromon korrelierte.
Darin kodiert finden sich u.a. beide Proteine delokus sowie Hmg3 und um03317, das
Homolog von Prmlp au$. cerevisiagsiehe unten). Dass sowohl PKA- als auch MAPK-
Phosphorylierung von Prfl die Expression dieser Gene irderz, entspricht den Beobach-
tungen aus Microarray-Analysen nach genetischer Aktivigrbeider Signaltransduktions-
kaskaden (Eichorn, 2004).

Bei Hmg3 handelt es sich um einen HMG-Box-Transkriptionsigklessen Deletion keinen
Effekt auf die Konjugationshyphenbildung und eine nur ggei Reduktion der Paarungskom-
petenz zeigte (Breforet al, 2005), wobei eine weitergehende Charakterisierung bisicét
vorgenommen wurde. Das um03317-Homolog PrmlpSuserevisiaast ein Rinftransmem-
branprotein, welches an der Spitze der Shmoo-Alhwse lokalisiert und dort die Fusion der
Plasmamembranen bei der Paarung zweier Hefezellen ungr@ieiman und Walter, 2000;
Jinet al, 2004). Interessanterweise wurddlnmaydisfir Komponenten sowohl der PKA- als
auch der MAPK-Kaskade ein Einfluss auf die Zellfusion beietian. So zeigen &nme mit
Deletion der G-Untereinheit Gpa3 oder der MAPK Kpp2 eine deutliche Redwkter Fusi-
onskompetenz (Mayorga und Gold, 1999iil\dr et al, 2004). Dass die Deletion weder von

PRML1in S. cerevisia@moch von um03317 itJ. maydiseine deutliche Sirung des Kreuzungs-
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prozesses bewirkt, deutet jedoch auf das Vorhandensaindeadter Prozesse hin (Heiman und
Walter, 2000; M. Blker, per#nliche Mitteilung).

Gemeinsam ist einigen Genen aus deerschneidung von MAPK- und PKA-alhgiger Prf1-
Regulation somit die Tatsache, dass ihre Funktion et isp Kreuzungsprozess eine Rolle
spielen sollte. Interessant ist in diesem Zusammenhangailishe Induktionsverhalten dieser
Gene (Eichhorn, 2004). Bei Verfolgen der Pheromon-Reaktan M1 Uber insgesamt 360
Minuten zeigte ein Grol3teil der induzierten Gene eine lai&livierungsmaximum nach 75
Minuten Pheromonexposition alirend nur 33 Gene ein varigertes Induktionsplateau aufwie-
sen (11% der in diesem Experiment als induziert gefundereme}s Diese umfassdrt 1, bw1l
und um03317 sowie zwei weitere Gene (um00860 und um0053f@e Kennotation) aus der
Gruppe dual regulierter Gene (H. Eichhorn, [peigche Mitteilung). Dass die Mitglieder dieser
Untergruppe auf beide Aktivierungsarten reagierémrike somit die langanhaltende Induktion
dieser Gene geahrleisten. Zuatzlich kbnnten Mechanismen negativeii€kopplung, welche
speziell im Fall der PKA-Aktivierung wirksam zu sein schem fur diese Gene aul3er Kraft

gesetzt sein.

Das Vorhandensein PKA-abhgig regulierter Gene unterstreicht eine Funktion di¢eet-
translationellen Prfl-Modifikation in der Pheromonantimosn U. maydis Dabei deutet sich
ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Regulatiofamieten an, dessen Aufikling

ein interessantes Ziel zukftiger Ansatze sein sollte.

3.3.4 Die Regulation der verbleibenden PRE-assoziierten Gen e

Nach Abzug der Mitglieder der PKA- und MAPK-Regulationsldasverbleiben 52 PRE-
assoziierte Gene innerhalb der Pheromonantwort, derenl®eguunter den angelegten Be-
dingungen nicht durch diese posttranslationellen Modifkeen auf Prfl beeinflusst scheint.
Interessanterweise reagierten nur 7 dieser Gene auf dazyktinvermittelte Induktion von
prfl. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die Pharegwation der verbleiben-
den PRE-assoziierten Gene eventuell einer weiteren, bistietrbeticksichtigten Aktivierung
von Prfl bedarf. Dabei ist allerdings zu bedenken, dass ddsaxdensein einer PRE-Sequenz
nicht unbedingt eine ausreichende Voraussetziingine Aktivierung durch Prfl darstellen
muf3. Wenngleich auch die Bestimmung MAPK- und PKA-atdig regulierter Gene unter
den gegebenen Bedingungen nicht umfassend gewesen igéi®, st ein Einfluss weiterer
Signalwege dennoch nicht unwahrscheinlich. @arf z.B. die Deletion des Ga-Transporters
Ecal, welche in einer Edhung des zytoplasmatischen?C&Spiegels und einer Aktivierung

Ca*/Calmodulin-abBngiger Kinaseaktivit resultiert, zu einer Induktion dexfal-Expression
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(Adamikovaet al., 2004; L. Adamikova, peigliche Mitteilung). Eine genauere Untersuchung
dieses Zusammenhangs steht jedoch aus. Eine Regulationrfbrkdhnte z.B. auchiber
eine Proteinkinase C erfolgeryrfwelche ebenfalls einige Erkennungsstellen in Prfl verhe
gesagt werden (nicht gezeigt). Eine regulatorische Plurgpdrung durch eine Proteinkinase
C wurde z.B. @ir die humanen Transkriptionsfaktoren CREB und p53 gezeiginfHerget

al., 2002). Mit Ukcl wurde inJ. maydiseine Kinase dieses Typs beschrieben, deren Deleti-
on das Paarungs- wie auch Pathog#siterhalten erheblich beeiathtigt (Dirrenberger und
Kronstad, 1999). Da dies jedoch von einem gravierenden §tacts- und Morphologiedefekt
begleitet wird, ist die Spezifit des beobachteten &totyps fraglich. Da zudem kein direkter
Zusammenhang mit der Pheromonantwort gezeigt werden &onnirde die Bedeutung der

PKC-Erkennungsstellen in Prfl bisher nicht untersucht.

In den Ergebnissen der tetrazyklinvermittelten Induktiam prfl deutete sich an, dass die
Gene der Pheromonherstellungln maydiseinem gesonderten Kontrollmechanismus unter-
liegen (Abb. 14). Wenngleich der d@rhte prfl1-Spiegel fir eine Regulation der meisten PRE-
assoziierten Gene nicht ausreichte, da diese in ihrer Egjame auf eine posttranslationel-
le Prfl-Aktivierung angewiesen zu sein scheinen, war dipré&ssion der Homologe ent-
scheidender Komponenten der Pheromonreifung und -sekretiisS. cerevisiaedeutlich
erhbht. Die Pheromoninduktion der entsprechenden Gene witgnteils bereits in einer
transkriptomweiten Analyse der transkriptionellen Pesaantwort von FB1 beschrieben wor-
den (Eichhorn, 2004). Neben dem Pheromoraugiér Mfal sowie dem Pheromonrezeptor
Pral kodieren diesdif die Homologe beider Untereinheiten einer Proteinfaritiessfera-
se (um11672 und um05348), einer CAAX-Prenylprotease (u28)l2owie der Carboxyl-
methyltransferase Stel4p (um11682), welch&ircerevisiaeentscheidende Schritte der N-
und C-terminalen Pheromonreifung katalysieren (Brizzical, 1996; Daveyet al., 1998).
Die anschlieBende Sekretion erfolgt $1 cerevisiaadurch den pheromonspezifischen ABC-
Transporter Ste6p, dessen Homolog um1052&)imaydisebenfalls induziert war. Dieses
Expressionsverhalten istaglicherweise Ausdruck einer positiveriékkopplung der unmittel-
baren Pheromonantwort unabigig von weiteren Regulationszyklen. Da die transkrigilen
Regulation vorprfl u.a. durch Nhrstoff- und Umweltsignale bestimmt wird, erlaubt diese d
rekte Kopplung an daprfl-Transkriptionsniveau unter geeigneten Bedingungen zueiem

erhdhte Paarungsbereitschaft der Zellen bereits vor einemoRtmakontakt.
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3.3.5 Das Netzwerk phosphorylierungsabh  &ngiger Regulation

Im Rahmen der Pheromonantwort th maydiswird der Transkriptionsfaktor Prfiiber ein
komplexes Netzwerk posttranslationeller &ederungen aktiviert. Dies geschiehbgticher-
weise u.a. auf Ebene der generellen DNA-Bindeeigenschafishesondere scheint jedoch
die Zielpromotorwahl von Prfl durch posttranslationelledfikationen veanderbar. Die
Phosphorylierung durch die Kinasen MAPK oder PKA beeinflidabei unterschiedliche
Aspekte der transkriptionellen Pheromonantwort, derentiBesung Rickschlisse auf die
Art und mogliche physiologische Funktion dieser Modifikation edauNahrend die MAPK-
Phosphorylierung Einfluss auf die Expression regulatbasd-aktoren der Zellmorphologie
sowie die Regulation nachfolgender Transkriptionsprazastmen &nnte, scheinen nach dem
bisherigen Kenntnisstand eventuelbsgre Prozesse im Zentrum der PKA-vermittelten Akti-
vierung zu stehen (Abb. 14). Neben der Spe#ifionnte das Zusammenspiel beider Signal-
transduktionswege débberhinaus auch Zeitpunkt und Dauer der Aktivierung vori Peein-

flussen.

prf1-
Expression

- R
O oo

spat bzw. |
Pheromon- langanhaltend ¢ T’)th: h verbleibende
reifung und bendtigte mFiiktciJc:rstne Prf1-Zielgene
-sekretion Faktoren
z.B. bE, bW, prm1 z.B. kpp6

Abbildung 14: Ubersicht iiber die Auswirkungen unterschiedlicher Phosphorylierungs-
muster von Prfl. Schematische Darstellung verschieden modifizierter Prfl-Proteine und de
ren Anteil an der Pheromonantwortlih maydis Phosphorylierung durch MAPK (orange), PKA
(blau) sowie die Modifikation durch einen noch unbekannten Regula28r ¢?au) sind als kleine
Kreise dargestellt.
Die modifikationsregulierte Zielgenspeziiteines Transkriptionsfaktors ebglicht die Ver-
wendung eines einzelnen Proteins in der Regulation melgstufiktivierungsprozesse. Indem
unterschiedlich phosphorylierte Versionen von Prfl dptie Unterklassen der pheromon-
regulierten Gene aktivieren, ergeben sich differenziewektionaliiten in Reaktion aufiber-
geordnete Signaltransduktionsprozesseilbarhinaus bietet dieses Zusammenspiel verschie-
dener Aktivierungsmechanismen der Zelle di@édchkeit, unterschiedliche Kriterien in die

transkriptionelle Antwort auf einen extrazebwen Pheromonstimulus zu integrieren. Dabei ist
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es jedoch nicht unwahrscheinlich, dass weitere, bisheekarinte Kofaktoren an deren Ver-
mittlung beteiligt sind.

Komplexe posttranslationelle Modifikationsprozessedsilduch die Grundlage der pheromon-
vermittelten Aktivierung von Stel2p, dem zentrale Traiplansfaktor der Pheromonantwort
in S. cerevisiaeDie grund&tzliche Aktivierung von Stel2p erfolgt zachst durch Phospho-
rylierung des Proteins selbst sowie der Inhibitoren Dighpo Dig2p, welche im unmodifi-
zierten Zustand Stel2p durch Bindung an unterschiedlichei@er des Proteins inhibieren
(Olsonet al, 2000; Chouet al, 2006). Die DNA-Bindung von Stel2p erfolgt einerseitser
die PRE-Sequenzen, in Kombination mit den Koaktivatoren Mgmnd Teclp werden jedoch
auch zusammengesetzte Erkennungssequenzen erkanntafiautidl Fink, 1997; Zeitlinger
et al, 2003). Da Stel2p sowohl in der Pheromonantwort als aucleiirfildmenbsen Diffe-
renzierung zum Einsatz kommt, ist eine Regulation der Zredgezifiat von entscheidender
Bedeutung. Dabei scheint jedoch nicht die Spetifion Ste12p selbst prémer Angriffspunkt,
sondern vielmehr die Veifjbarkeit von Teclp, welches als spezifischer Kofaktor infitke
menbsen Differenzierung wirkt. Um eine Kreuzaktivierung zuhiadern, phosphoryliert die
MAP-Kinase Fus3p im Rahmen der Pheromonantwort Teclp, weldaraufhin durch Ubi-
quitinierung fir den proteolytischen Abbau markiert wird (Babal., 2004; Biickneret al.,
2004; Chouet al,, 2004). Zuatzlich gibt es Berichtéiber eine Modifikation von Stel2p wie
auch Teclp durch das Ubiquitéhinliche Protein SUMO, welche die Staldtibeider Proteine
gegenaufig zu beeinflussen scheint (Wang und Dohlman, 2006). Dezifat dieses zentra-
len Transkriptionsfaktors wird somit vorrangidper die Verfigbarkeit des Koaktivators Teclp

reguliert.

Mit Pho4p existiert irS. cerevisia@in weiteres Beispiellfr einen Transkriptionsfaktor, dessen
Spezifiat posttranslationell durch unterschiedliche Phosplenyhgsstadien beeinflusst wird.
Die Aktivitat dieses Faktors, welcher mafigeblighdie transkriptionelle Antwort der Hefe auf
Phosphatmangelbedingungen ist, wird in Ahgigkeit von der Phosphatvagbarkeit durch
den Zyklin/CDK-Komplex Pho80p/Pho85p reguliert (O’Naitlal., 1996; Komeili und O’Shea,
1999). Die Phosphorylierung erfolgt dabei an vier funkélbmvichtigen Serinen. \&hrend die
Modifikation der ersten Positionen eine Kernlokalisaties &roteins und damit die Expression
aller Zielgene verhindert, bewirkt eine alleinige Phogphierung an der vierten Position eine
intermedéare Reaktion, welche die Inhibition nur eines Teils der Z&eaky beinhaltet (Komei-

li und O’'Shea, 1999; Springest al, 2003). Interessanterweise zeigt der Pho80p/Pho85p-
Komplex eine deutliche Preferenirfdie vorrangige Phosphorylierung dieses Amaoe-
restes (Jeffergt al,, 2001), weshalb bei mittlerer Phosphatigtharkeit und entsprechend nur
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teilweiser Aktivierung des Zyklin/CDK-Komplexes eine Aickerung partiell phosphorylier-
ter Pho4p-Molekle stattfindet (Springeat al., 2003). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass
die Modifikation dieser Position die Interaktion mit dem Kboaator Pho2p verhindert, welcher
an der Aktivierung einiger Pho4p-Zielgene beteiligt istu(let al., 2000; Bhoiteet al., 2002).

In diesem Protein scheint somit durch Phosphorylierungspezifische Interaktion mit einem

Koaktivator und darausfolgend die selektive Auswahl vaglgtiomotoren kontrolliert.

Der Transkriptionsfaktor Prfl zeigt eine durch den Phosgleyungsstatus regulierte Ziel-
genspezifiit, welche eine transkriptionelle Integration verschreteSignalwege in der Phero-
monantwort vonJ. maydisermdglicht. Das Auftreten negativeriRkkopplungsmechanismen
sowie die nibgliche Beteiligung weiterer Signalwege giwen einen Einblick in die hohe Kom-
plexitat dieses regulatorischen Netzwerkes. Insbesondere drakidasierung partiell modi-
fizierter Varianten &nnte einen Einstieg in das Veasdnis zugrunde liegender Mechanismen
eroffnen.

3.3.6 Ausblick

Im Zentrum zukinftiger Ansatze wird die weitere Entsdidselung der regulierbaren Zielpro-
motorspezifiait von Prfl stehen. Einen wichtigen Aspekt sollte der deddachweis der dif-
ferentiellen Promotorabdeckung z.B. duiclvivo-Chromatin-Koimmunof@zipitation darstel-
len. Im Anschluss bieten sich verschiedenédiichkeiten zur Karung der zugrunde liegenden
Prozesse. Dazutkinten z.B. die DNA-Bindeeigenschaften unterschiedlichsphorylierter
bzw. mutierter Prfl-Varianten durgh vitro-DNA-Bindestudien an verschiedene Zielpromotor-
fragmente charakterisiert werden. Vorrangigre/jedoch die Suche nach Interaktionspartnern,
welche spezifisch an der Expression der Regulationsklasseiligt sind. Vielversprechende
Kandidaten varen hier z.B. Proteine, die in einer Zwei-Hybrid-Analyskekgv an aspartatsub-
stituierte Versionen von Prfl binden. So bietet die weitéméersuchung der posttranslationellen
Prf1-Aktivierung inU. maydisn Zukunft die Moglichkeit, diese komplexen Regulationsprozes-

se in einem erschlieBbaren Umfeld bekannter Komponentéanz@ entschisseln.

Neben Erkenntnisseiber die phosphorylierungsadningige Regulation von Prfl bieten die
Ergebnisse dieser Arbeit jedoch auch diédiichkeit, die Positionierung und Funktion strom-
aufwarts agierender Signaltransduktionskomponenteb.imaydisgenauer zu untersuchen.
Fur deren Einordnung @re es hilfreichjiber Markergene zu varfen, deren Expression als
spezifischer Indikator der Aktivat des MAPK- oder PKA-Signalweges gewertet werden kann.
Zudem ebffnet sich dainber die Moglichkeit, neue Wege der Kreuzvernetzung innerhalb diese

regulatorischen Netzwerks aufzudecken. So wurdeiihdren Arbeiten z.B. das Gdrb34,
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dessen Expression auf die Aktivierung beider Signalweggegenhufiger Richtung reagiert,
als derartiger Reporter empfohlen (Brachmanal,, 2001; Miller et al., 2003a). Die Verwen-
dung getrennter Markefif die verschiedenen Wegeave jedoch von Vorteil, um unterschied-
liche Aktivierungsmuster besser agkn zu Bnnen. So effllt z.B. rbfl alle Merkmale eines
MAPK-spezifischen Reporters.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen
4.1.1 Medien, L 6sungen, Enzyme und Kits

Chemikalien:

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien waren p.a.|®atund wurden von den Firmen
Ambion, Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Riedel-de-Han, GerBaakem, Duchefa, Difco, Serva,
BioRad, Amersham, Pharmacia, Invitrogen und Carl-Roth bezdgenwveitere Einzelheiten:
siehe Brachmann, 2001.

Puffer und L dsungen:
Standard-Puffer unddsungen wurden nach Ausuletlal. (1987) und Sambrooét al. (1989)

hergestellt. Spezielle Puffer und&ungen sind unter den jeweiligen Methoden auflefsein.

Medien:
Fur die Kultivierung vonE. coli wurden dYT-Flissigmedium und YT-Festmedium verwendet
(Ausubelet al., 1987; Sambroolet al,, 1989), welche 5 min bei 12C autoklaviert wurden.

Ampicillin wurde in einer Konzentration von 1Qdy/ml eingesetzt (YT-Amp).

Fur die Kultivierung vonJ. maydiswurden folgende Medien verwendet, die wenn nicht anders

angegeben, 5 min bei 12T autoklaviert wurden.

CM Vollmedium

(Holliday, 1974; Banuett und Herskowitz, 1989):
1,5 g NH,NO;

2,5 g Casamino Acids

0,59 DNA

1 g Yeast Extract

10 ml Vitamin-Losung (siehe unten)

62,5 ml Salz-lbsung (siehe unten)

1 ml Spurenelementésung (siehe unten)

20 g Bacto Agar (fir Platten)

mit Hy O auf 980 ml aufgeiilt,

pH-Wert auf 7,0 mit NaOH eingestell und auto-
klaviert.

nach dem Autoklavieren:

20 ml 50% (w/v) Glukose-tisung (f.c. 1% CM-
GIk)

CM-CC aktivkohlehaltiges Vollmedium
(Holliday, 1974; Banuett und Herskowitz, 1989):
6 g NH;NO;

10 g Casamino Acids

1 g DNA

2 g Yeast Extract

20 ml Vitamin-Losung (siehe unten)

250 ml Salz-lvsung (siehe unten)

10 g Aktivkohle

20 g Bacto Agar (fir Platten)

mit Hy O auf 960 ml aufgefllt und autoklaviert.
nach dem Autoklavieren:

40 ml 50% (w/v) Glukose-tisung (f.c. 2% CM-
GIk)
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YEPS, -Medium, modifiziert nach (Tsukudat
al., 1988):

10 g Yeast Extract

10 g Pepton

10 g Saccharose

mit H,O auf 1 | aufgeiillt.

MM Array-Minimalmedium  (Schereret al,
2006):

62,5 ml Salz-lbsung (siehe unten)

30 mM L-Glutamin

mit H,O auf 980 ml aufgefllt pH-Wert auf 7,0
mit NaOH eingestellt und sterilfiltriert.

nach dem Sterilfiltrieren:

20 ml 50% (w/v) Glukose-tisung (f.c. 1%)

Salz-Losung(Holliday, 1974):

16 g KH,POy:

4 g NaSOy

8 g KCI

4 gMgSQ, x 7 H,O

1,32 g CaC] x 2 H,O

8 ml Spurenelementdésung

mit HoO auf 1 | aufgeffillt und sterilfiltriert.

Spurenelement-losung(Holliday, 1974):
60 mg H;BO3

140 mg MnC} x 4 H,O

400 mg ZnC}

40 mg NaMoQ x 2 H,O

100 mg Fed x 6 H,O

40 mg CuSQ x5 H,O

Mit H,O auf 1 | aufgefillt und sterilfiltriert.

Enzyme:

Vitamin-L osung(Holliday, 1974):

100 mg Thiamin

50 mg Riboflavin

50 mg Pyridoxin

200 mg Calciumpantothenat

500 mg p-Aminobenzoésire

200 mg Nikotingwure

200 mg Cholinchlorid

1000 mg myo-Inositol

Mit H,O auf 1 | aufgeifillt und sterilfiltriert.

Regenerationsaga(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), zuatzlich 400 g/ml Hygromyzin oder 4
ng/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 H,O auf 1 | aufgeiillt.

Restriktionsenzyme wurden von NEB Biolabs bezogen, i#tlegen Enzyme von Roche mit

Ausnahme der reversen Transkriptasen (Invitrogen), dasiBiMHigh-Fidelity DNA Poly-

merase (NEB) und Tag DNA-Polymerase (Labagmaration).

Verwendete Kits und sonstiges Material:

RNeasy Kit (Qiagen) zur Rparation hochreiner Gesamt-RNA, JETquick Plasmid Mimipre
Kit (Genomed) zur Raparation hochreiner Plasmid-DNA, JETquick General DNAa@iep
Kit (Genomed) zur Aufreinigung von Plasmiden vor der Seqieming, TOPO TA Cloning
Kit (Invitrogen) zur Klonierung von PCR-Produkten, BioArréjighYield-RNA Transcript La-
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belling Kit (Enzo), SuperScrift Ill First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), Platin
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). Weiteres verwersidfiaterial ist unter
den jeweiligen Methoden beschrieben.

4.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma metabion GmbH kgtisiert. Die Nukleotidse-

guenz ist jeweils vom 5-Ende in Richtung 3-Ende angegeben.

Fur Klonierungen verwendete Oligonukleotide:

oMF6 AGCCCATGGCCACGCGTCGCACCGGCGTC

oMF7 CCGGGCCCGCTTTGCACGTGGCG

oMF10 GCCCATGGCCTCGTACGACGACCAGTCAC

oMF14 CGGGCCCGGGTGGACAAATC

oMF16 CGCCAAAAAGCTGGCCATCCGGCAGACGAGCCC

OoMF18 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

Fur Sequenzierungen verwendete Oligonukleotide:

rev24 TTCACACAGGAAACAGCTATGACC

uni24 ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG

To2f AACAGCTATGACCATGATTACGCC

To2r GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTG
4.1.3 Stamme

E. coli-Stamme:

Fur samtliche Klonierungen wurde der Stamm DidBHanahan, 1985) verwendet, bei dem es
sich um ein Derivat deg. coli-Stammes K12 mit folgenden genetischen Markern handglt: F
endAl, hsdr, hsaM, supd4, thi-1, gyrAl, gyrA96, relAl, recAl, lacZ, AM15. Rir die Klo-
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nierung von PCR-Amplifikaten in pCRZ2TOPO mit dem TOPO TA Klonierungs-Kit (In-
vitrogen) wurde teilweise der Stamm TOP10 (Invitrogen)uiet ebenfalls eirk. coli K12-
Derivat mit dem Genotyp: F mcrA, A(mrr-hsdRMS-ncrBC), ¢80acZAM15, AlacX74,
dedR, recAl, araD139, A(ara-lel)7697,galU, galK, rpsL(Str?), endAl, nupG.

U. maydis-Stamme:

Die Sttamme in Tabelle 7 dienten in dieser Arbeit als Ausgangs-adet/ Testétimme, die

in Tabelle 8 aufgafhrten SAamme wurden in dieser Arbeit hergestellt. In allen herdieste

Stammen wurden die homologen Rekombinationsereignisse @aathern-Analyse beiigt.

Tabelle 7: Die verwendeten Ausgangs- bzw. Tegtsme

Stamm Genotyp UMa Referenz

FB1 albl 51  Banuett und Herskowitz, 1989

FB2 a2 b2 52 Banuett und Herskowitz, 1989

FBD12-17 a2 a2 bl b2 65  Banuett und Herskowitz, 1989

FB1PR..¢-gfp al bl ig[Pi.s-ofplip® 11 Zarnacket al, 2006

FB1P.t.1-0fp al bl ig[Pumsa1-9fplip® 9 Kaffarnik et al., 2003

FB1prflA al bl prflA 36 Muller et al., 1999

FB2prflA a2 b2 prflA 37  Miulleretal, 1999

FB1prf1° al bl prfr 38 Mller et al,, 1999

FB2prf1° a2 b2 prfx 39 Muller et al., 1999

FB2prf1e® a2 b2 prfre 42 Kaffarniket al., 2003

FB1prfleeMA al bl prfxeMAd 86  Kaffarniket al, 2003

FB2prf1eeMA a2 b2 prfreMAd 88  Kaffarniket al, 2003

CL13 al bE1bw2 66 Bolkeret al, 1995

CL13Mprf1® al bE1bW?2 ip[P.,¢.1-0fplip® prfl® 234  Kaffarniket al,, 2003

CL13MprflA al bE1bW2 ip[Puta1-0fplip® prflA 235 Kaffarniket al, 2003

CL13Mprf1eMA al bE1bW2 ip[Pysa1-gfplip® prf1eMAd 236  Kaffarniket al, 2003

Tabelle 8: Die in dieser Arbeit hergestellten&@hme

Stamm Genotyp UMa Integriertes Plasmid  Lokus Ausgangsstamm  Bferenz

FB1P,c;0-afp al bl ig’[Piet0-9fplip® 243  pReto-gfp-cbx ip FB1 Zarnaclet al, 2006

FB1P..t0-gfp/tTA* al bl tTA* 363 PRes-tTA*-hyg ektop. FB1R.i0-gfp Zarnacket al,, 2006
ip" [Preto-gfplip®

FB1Tc:prfl al bl tc:prfl 351 pTc-prfl-hyg prfl FB1P,¢a1-0fp Zarnacket al, 2006
ipT[meal-gfp]ips

FB1prflcc-gfp al bl prfre-gfp 293  pPrfre-gfp-hyg prfl FB1prflA diese Arbeit

FB1prfice-gfp3 al bl prfre-gfp? 314  pPrire-gip3-hyg prfl  FBlprflA diese Arbeit

FB1prf1cePD_gfp3 al bl prf1eePgip3 339  pPrirePP_gip? prfl  FBlprflA diese Arbeit

-h

FB1prf1eMD al bl prfxeMP 281 pg?ffMD-hyg prfl  FB1prflA diese Arbeit

FB2prf1eMD a2 b2 prfieMpb 283  pPrfEMD_hyg prfl  FB2prflA diese Arbeit

FB1prf1ePD al bl prfxePP 282  pPrfEPP-hyg prfl  FB1prflA diese Arbeit

FB2prf1ePD a2 b2 prfePP 284  pPrfPP-hyg prfl  FB2prflA diese Arbeit

FB1prflce al bl prfre 289 pPrfTe*-hyg prfl FB1prflA diese Arbeit

FB1prficePD/MA albl 370  pPrfrePD/MA prfl  FB1prflA diese Arbeit
prflcePD/MA _hyg

CL13Mprf1eMD al bE1bw2 prf¢MD 285  pPrfEMD_hyg prfl  CL13MprflA diese Arbeit
ip” [Pontar -gfplip®

CL13Mprf1ePDP allol [bElfb\lNg I?)]n‘lc;.P’:’ 286  pPrfEPP-hyg prfl  CL13MprflA diese Arbeit
ip" [Pmtas -gfplip®

CL13Mprf1ePD jkpp2K50R apl [bElfb\lNg ?)]ffF;_PD 302  pKpp2K50R-nat kpp2  CL13Mprf1ePD diese Arbeit

kpp2K50R
ip" [Pm¢a1-gfplip®

70



Material und Methoden

Maisvarietaten (Zea mays spec.):
Fur alle Pflanzeninfektionen wurde die MaisvadieEarly Golden Bantam (Olds Seed Compa-

ny, Madison, Wisconsin, USA) verwendet.

4.1.4 Plasmide und Plasmidkonstruktionen

Alle verwendeten Plasmide tragen eine Ampicillin-Resiskassette zur Selektion . coli.
Alle Klonierungsschritte wurden durch Restriktionsanalyberpiift, alle eingebrachten PCR-

Amplifikate sequenziert.
Ausgangsplasmide und Klonierungsvektoren:

pCR2.1®-TOPO (Invitrogen)
Vektor zum Klonieren von PCR-Produkten mittels Topoisomeaktivitat. Blau/Weil3-
Selektion auf Anwesenheit eines insertierten Fragmenisdglich.

pNEBUH (pUMa207; Brachmanat al., 2004)
Freireplizierendes Plasmid. Eith eine Hygromyzin-Resistenzkassette sowie ein 363 bp
U. maydisUARS-Fragment (Tsukudet al., 1988).

PPiee-gfp-cbx (pUMa80; Zarnaclet al., 2006)

Enthalt dasegfpGen (Clontech) unter Kontrolle des konstitutiv aktiveg:fPromotors (Spel-
lig et al, 1996) und des Terminators,J desnosGens auAgrobacterium tumefacien8e-

vanet al, 1983) sowie eine Carboxin-Resistenzkassette zur Integrati denip-Lokus von

U. maydis

pPrfle-hyg (pMF26; Muller et al, 1999)

Enthalt dasprfl-Gen erweitert um die kodierende Sequenz eines N-ternmrilg-Tags sowie
eines C-terminalen MyeTags als 2705 bpNcd/Acd5I-Fragment sowie eine Hygromyzin-
Resistenzkassette. Dpef1°-Expression steht unter Kontrolle des natiyefil-Promotors sowie
eines 971 bp Fragments ded1-Terminators. Plasmid zur Integration in den endogeprét+

Lokus.

pPrflce-hyg (pMF29; Kaffarniket al., 2003)

Derivat von pPrfi-hyg. Entlalt dasprfl-Gen erweitert um die kodierende Sequenz eines N-
terminalen Hig-Tags sowie eines C-terminalen My€ags als 2705 bplcd/Acd5I-Fragment
sowie eine Hygromyzin-Resistenzkassette. [wié¢“-Expression steht unter Kontrolle des kon-
stitutiv aktiven R..-Promotors (Spelliget al, 1996) sowie eines 971 bp Fragments geg-

Terminators. Plasmid zur Integration in den endogeméhLokus.
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pPrf1eMA_hyg (pMF33; Muller et al., 1999)

Derivat von pPrfi-hyg, in welchem in der kodierten Prfl-Amirinsresequenz die MAPK-
modifizierten Positionen S267, S375, S448, T473, S498 ud? SBwie vier Positionen in
der putativen MAPK-Kontaktregion durch Alanine ersetztrden (Prfz™4). Ohne die kodier-
te Aminofiauresequenz weiter zu \érdern, wurde einblarl-Schnittstelle an Position T473A
konstruiert, welche eine Unterscheidung von der Ausgatgssnz wie auch von pPHP-hyg

in einem Restriktionsverdau erlaubt. Die Expression stal¢ruKontrolle des nativeiprfl-
Promotors sowie eines 971 bp Fragmentspt€k Terminators. Plasmid zur Integration in den
endogeneiprfl-Lokus.

pKpp2K50R-nat (pUMa585; Miller et al,, 2003)
Enthalt das Allel kppZ©’%, in welchem die Kinase-Doame der MAPK Kpp2 durch eine
Punktmutation inaktiviert ist, unter Kontrolle des natvipp2Promotors sowie demfaz

Terminators zur Integration in den endogehkep2Lokus.
In dieser Arbeit hergestellte Plasmide:

PP:eto-gfp-cbx (pUMa47; Zarnaclet al., 2006)

Enthalt dasegfpGen (Clontech) unter Kontrolle eines 285BanHIBstY|-Fragments aus dem
Prr-Promotor (BBhner und Gatz, 2001), welches sechs tetO-Wiederholumggt gefolgt von
einem 108 bBstYl/Ncd-Fragment desnfal-Basalpromotors (Blker et al, 1992) sowie des
Terminators T, desnosGens auAgrobacterium tumefacien®evanet al,, 1983). Plasmid

zur Integration in defip-Lokus.

pP:cs-tTA*-hyg (pUMa468; Zarnaclet al, 2006)

Enthalt das GenTA* (tetR*-N-FF) der kodonoptimierten Version des TetR-Transaktivatass al
863 bpNcd/Notl-Fragment unter Kontrolle des konstitutiv aktivep:HPromotors (Spelliget
al., 1996) sowie des Terminators,I desnosGens au\grobacterium tumefacier(8evanet
al., 1983) sowie eine Hygromyzin-Resistenzkassette. Plasmrigktopischen Integration in

U. maydis

pTetR-Prfl,g9_g40-hyg (pUMa669)

Derivat von pNEBUH. Freireplizierendes Plasmid. Eitleine Fusion deetR*Gens als 623
bp Nca/Mlul-Fragment arprfl;gy_s,0 als 2046 bpMlul/Acds5I-Fragment, welchedif den
Prf1-Abschnitt C-terminal der HMG-Box kodiert. Die ExpremsivontetR-prfl g_s,, steht
unter Kontrolle des konstitutiv aktivenf2Promotors (Spelligt al, 1996) sowie eines 971 bp

Fragments degrfl-Terminators.
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pMF2-4h (pUMa680; Zarnaclet al,, 2006)

Tragt eine Promotoraustauschkassette, welche zu Vektoe/lanken des bereits vorhande-
nen Genaustausch-Systems kompatibel ist (Brachretalny 2004). Entilt P,.;-tTA* als 1463
bp Sfi,/Notl-Fragment gefolgt von einer Hygromyzin-Resistenzkassetid R..o als 403 bp
Notl/Asd-Fragment. Flankiert durch die Schnittstell®fi, und Sfj;.

pTc-prfl-hyg (pUMa711; Zarnaclet al., 2006)

Derivat von pMF2-4h. Entllt prfl-spezifische 1750 bzw. 1887 bp-Flanken stromauf- bzw.
abwarts der Kassette, welche unter Verwendung der Oligontidle@MF907 und oMF908
bzw. oMF905 und oMF906 durch PCR auf pPriyg-Plasmid-DNA bzw. genomischer DNA
generiert undiber die eingebrachten Schnittstell®fy, und Sfj; an die Promotoraustauschkas-

sette in pMF2-4h kloniert wurden. Plasmid zur Integrationlén endogenegorfl-Lokus.

pPrflee*-hyg (pUMa582)

Derivat von pPrff* mit einer kodonoptimierten Version des ktisags. Entstanden durch Aus-
tausch eines 658cd/Mlul-Fragments. Die kodonoptimierte Version, in welcher rugh das
endogene Startkodon zwischen Hikag undprf1-ORF deletiert wurde, entstand unter Verwen-
dung der Oligonukleotide oMF780-782 und oMF7 durch PCR auflsRhyg-Plasmid-DNA.

Plasmid zur Integration in den endogenmefi-Lokus.

pPrflce-gfp-hyg (pUMa595)
Derivat von pPrf1**-hyg, in welchem daggfpGen (Clontech) als 728had/Acd5I-Fragment
C-terminal an demprf1-ORF kloniert wurde. Plasmid zur Integration in den endoggumél-

Lokus.

pMF5-4h (pUMa647)

Tragt eine Kassettaif C-terminale Gfp-Fusion, welche zu Vektoren und Flanken des bereits
vorhandenen Genaustausch-Systems kompatibel ist (Bractehal,, 2004). Entilt eine drei-
fache Wiederholung desfpGens ¢fp’; Clontech) sowie eine Hygromyzin-Resistenzkassette.
Flankiert durch die Schnittstelle®fi, und Sfi;, wobei Sfi, die Fusion einen beliebigen ORF er-
laubt.

pPrflce-gfp3-hyg (pUMa655)
Derivat von pPrffe*-hyg, in welchem eine dreifache Wiederholung égépGens ¢fp’; Clon-
tech) als 2171 bfi/Asd-Fragment C-terminal an dgrfl-ORF kloniert wurde.

pPrf1eMP-hyg (pUMa500)
Derivat von pPrfi-hyg, in welchem in der kodierten Prfl-Amirinsresequenz die MAPK-
modifizierten Positionen S448, T473 und S498 durch Asparasetzt wurden (PrfiP).
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Entstanden durch Austausch eines 358Mxu/BsiWI-Fragments, welches in einer mehrstu-
figen PCR generiert wurden. Unter Verwendung der OligonuiklecoMF703 und oMF704
bzw. oMF705 und oMF16 wurden die entsprechenden Mutatiamé®0 bzw. 210 bp-lange
Zwischenstufen eingebracht, die in einer zweiten PCR alsétrifur die Amplikation des
Msd/BsiWI-Fragments eingesetzt wurden. Dief1¢MP-Expression steht unter Kontrolle des
nativenprfl-Promotors sowie eines 971 bp Fragmentsmté&s Terminators. Ohne die kodierte
Aminosauresequenz weiter zu rdern, wurden zwd@anHI-Schnittstellen an den Positionen
S448D und T473D konstruiert, welche eine Unterscheidumgdey Ausgangssequenz wie auch
von pPrfrFP in einem Restriktionsverdau erlauben. Plasmid zur Intemran den endogenen
prfl-Lokus.

pPrf1°FP-hyg (pUMa501)

Derivat von pPrfi-hyg, in welchem in der kodierten Prfl-Amirinsresequenz die PKA-
modifizierten Positionen T252, S366, S551, S512 und S65éhdAspartate ersetzt wurden
(Prf1°tP). Entstanden durch den Austausch von insgesamt vier Fragmein welche die
entsprechenden Mutationen z.T. in einer mehrstufigen PCgelbracht wurden: ein 217 bp
Mlul/Apd-Fragment (T252D; unter Verwendung der Oligonukleotit¥=306 und oMF7 wur-
de eine 80 bp-Zwischenstufe generiert, die in einer zwet€R gemeinsam mit oMF6 als
Primer fur die Amplikation eingesetzt wurde), ein 289 Bpad/Agd-Fragment (S366D; ge-
neriert duch PCR unter Verwendung der Oligonukleotide oMbetdd oMF707), ein 358 bp
BsiWI/Msd-Fragment (S511D S512D; unter Verwendung der OligonuideooMF708 und
OoMF16 wurde eine 180 bp-Zwischenstufe generiert, die ireregweiten PCR gemeinsam
mit oMF10 als Primeriir die Amplikation eingesetzt wurde) und ein 421 ldsd/BanHlI-
Fragment (S659D; unter Verwendung der Oligonukleotide 30Fund oMF18 wurde eine
230 bp-Zwischenstufe generiert, die in einer zweiten PCRegasam mit oMF10 als Primer
fur die Amplikation eingesetzt wurde). Digfl¢’P-Expression steht unter Kontrolle des na-
tiven prfl-Promotors sowie eines 971 bp Fragments pié$-Terminators. Ohne die kodier-
te Aminosfiuresequenz weiter zu rdern, wurde einBvu-Schnittstelle an Position T252D
konstruiert, welche eine Unterscheidung von der Ausgatgssnz wie auch von pPfftP in

einem Restriktionsverdau erlaubt. Plasmid zur Integratiaten endogeneprfl-Lokus.

pPrf1e¢PP-hyg (pUMa651)

Derivat von pPrfte*-hyg, in welchem dagrf1°*”?-Allel unter Kontrolle des konstitutiv aktiven
P...-Promotors (Spelliget al., 1996) sowie eines 971 bp Fragments pg&-Terminators steht.
Entstanden durch Austausch eines 2046Myd/ Acds51-Fragments aus pPAIP-hyg. Plasmid

zur Integration in den endogenprfl-Lokus.
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pPrf1¢ePD/MA _hyg (pUMa781)

Derivat von pPrf$efP-hyg, in welchem in der kodierten Prfl-Amirisresequenz die PKA-
modifizierten Positionen T252, S366, S551, S512 und S65&sheyMAPK-modifizierten Po-
sitionen S267, S375, S448, T473, S498 uns S812 durch Aspartetzt wurden (PrffP/MA),
Entstanden durch den Austausch von insgesamt drei Fragmeantwelche die entsprechen-
den Mutationen z.T. in einer mehrstufigen PCR eingebrachdevurein 217 bpvilul/Apa-
Fragment (T252D S267A; generiert unter Verwendung derddliggleotide oMF6 und oMF25
durch PCR auf pPrffP-Plasmid-DNA), ein 573 bpAgd/Msd-Fragment (S511D S512D
S375A S448A T473A S498A unter Verwendung der OligonuksaMF708 und oMF16 wur-
de durch PCR auf pPrffP-Plasmid-DNA eine 180 bp-Zwischenstufe generiert, dieiiee
zweiten PCR gemeinsam mit oMF26 als Primer in einer PCR auflpPPff-Plasmid-DNA ein-
gesetzt wurde) und ein 546 tganHI/Ac5I-Fragment (S812A) aus pPfft4-hyg. Die Ex-
pression steht unter Kontrolle des konstitutiv aktivep-Promotors (Spelli@t al., 1996) sowie
eines 971 bp Fragments ded1-Terminators steht. Plasmid zur Integration in den endegen

prfl-Lokus.
pPrf1¢ePP-gfp3-hyg (pPUMa688)

Derivat von pPrffe-gfp3-hyg, in welchem in der kodierten Prf1-Amiringresequenz die PKA-
modifizierten Positionen T252, S366, S551, S512 und S658hdAspartate ersetzt wur-
den (PrfEePP-gfp?). Entstanden durch Austausch eines 150Mbpl/BanHI-Fragments aus
pPrf1°FP . Die Expression steht unter Kontrolle des konstitutivati R..-Promotors (Spellig
et al, 1996) sowie eines 971 bp Fragments gg&-Terminators steht. Plasmid zur Integration

in den endogeneprfl-Lokus.

4.2 Mikrobiologische, zellbiologische und genetische Methoden
4.2.1 Arbeiten mit E. coli

Kultivierung von E. coli:

E. coli-Stamme wurden entweder als $itelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien unter
aeroben Bedingungen beig7 kultiviert. Ubernachtkulturen wurden von Y T-Amp-Festmedien
angeimpft. Die bei -80C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arlbregeneut auf

YT-Amp-Festmedien ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte beiE. coli:
Die Zelldichte von Ruissigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec llt&heter

(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine lineareafpigkeit sicherzustellen, wur-
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den 1r die Messung der Ofg, die Kulturen durch entsprechende V@nthung auf einen Wert
unterhalb von 0,8 veithnt. Als Nullwert wurde die OB, des jeweiligen Kulturmediums ver-

wendet. Eine OR), von 1,0 entspricht etwa 1@ellen/ml.

RbCl-Transformation von E. coli:

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Cohetal. (1972). Zur Herstellung transformationskom-
petenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium, dem je 10 M§CI, und MgSQ zu-
gesetzt war, mit 1 ml einer frischen DHBJbernachtkultur angeimpft und bis zu einer @P
~ 0,5 bei 37C und 200 Upm inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugie fur 15 min
bei 3.000 Upm und 4C pelletiert und in 33 ml eiskalter RF18kung resuspendiert. Nach 30
bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzieigiert (15 min, 3.000 Upm,
4°C), derUberstand abgenommen, die Zellen in 5 ml eiskalter RB&ung resuspendiert und
15 min inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je 1@Oaliquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetautgigsv50 .| mit 10 ul Plasmidbsung
(1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und 15 mirE@iinkubiert. Nach einem Hit-
zeschock von 2 min bei 42 wurde der Transformationsansatz zuapbtypischen Expression
der durch das eingebrachte Plasmid vermittelten AntikesResistenz mit 800l dYT-Medium
versetzt und 30 min bei 500 Upm und°&7in einem Eppendorf- \Wmeblock inkubiert. 200
ul des Transformationsansatzes wurde auf YT-Platten mit/Ag)énl Ampicillin ausplattiert
und uiber Nacht bei 37T inkubiert. Auf diese Weise konnte eine Transformatiotesvan 10

Transformanten pro Lg eingesetzter Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-Losung: RF2-Losung:

100 mM RbClI 10 mM MOPS

50 mM MnChk x 4 H,O 10 mM RbCI

30 mM K-Acetat 75 mM CaC} x 2 H,O

10 mM CaC} x 2 H,O 15% (v/v) Glycerin

15% (v/v) Glycerin in HyOpiq.

in HaOps4. mit NaOH auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrie-
mit Essig&ure auf pH 5,8 einstellen und sterilfil- ren.

trieren.

4.2.2 Arbeiten mit U. maydis

Kultivierung von U. maydis:
U. maydisStamme wurden entweder als $ittelkulturen bei 200 Upm oder auf Festmedien
unter aeroben Bedingungen bef@8kultiviert, sofern nicht anders vermerkibernachtkultu-

ren wurden von Kulturen auf Festmedien, die weniger alsetenat bei 4C gelagert wurden,
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angeimpft. Die bei -80C gelagerten Glycerinkulturen wurden vor weiteren Arbeitemer zu-

erst auf Festmedien ausgestrichen.

Bestimmung der Zelldichte beiU. maydis:

Die Zelldichte von Rlissigkulturen wurde photometrisch in einem Novospec |lt&hneter
(Pharmacia Biotech) bei 600 nm bestimmt. Um eine linearegfigkeit sicherzustellen, wur-
den 1r die Messung der Ofg, die Kulturen durch entsprechende V@nthung auf einen Wert
unterhalb von 0,8 veithnt. Als Nullwert wurde die OB, des jeweiligen Kulturmediums ver-

wendet. Eine OR), von 1,0 entspricht etwa 1-5 x 1@ellen/ml.

Transformation von U. maydis:

Dieses Protokoll ist modifiziert nach Schuizal. (1990) und Gillisseret al. (1992). Von einer
auf Platte wachsenden Kultur wurde eine 4 ml YEP8sBigkultur angesetzt undirf8-10 h
bei 28C gesclittelt. Diese Vorkultur wurde anschliessend 1/300 in 50 mschem YEPSL-
Medium verdinnt und bei 28C bis zu einer Zelldichte von 1-2 x 1@ellen/ml (bis maximal
ODgoo = 1,0) geschittelt. Nach Erreichen des optimalen Zelltiters wurdenzgiben durch Zen-
trifugieren (3.200 Upm, 10 min,°€) geerntet, einmal mit 25 ml SCS gewaschen und in 2 ml
SCS mit 2,5 bis 5 mg/ml Novozym resuspendiert. Die in dieseffePbei Raumtemperatur ab-
laufende Protoplastierung kann mikroskopisch verfolgtdea, da die zigarreidfmigen Zellen
nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form einnehmen. Waven ¥3 der Zellen abgerundet
(5-15 min), wurden 10 ml eiskaltes SCS zugegeben und dieptastien durch 10miitige Zen-
trifugation bei 2.300 Upm (&) pelletiert. Um das Novozym volBihdig zu entfernen, wurde
dieser Waschgang zweimal wiederholt. Anschliessend waonitleiskaltem 10 ml STC gewa-
schen und das Pellet danach in einem Volumen von 0,5 ml &eskeé®TC aufgenommen. Die
so behandelten Protoplastedrkien 3-4 h auf Eis oder aliquotiert bei <€@mehrere Monate

aufbewahrt werden.

Zur integrativen Transformation wurden 0 Protoplasten mit 1-5ul linearisierter Plasmid-

DNA (ca. 5ug) und 1ul Heparin-Losung tir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
0,5 ml STC/PEG folgte eine weitere Inkubation von 15 min aw@f Binschliessend wurde der
gesamte Transformationsansatz auf einer kurz zuvor miAlggr Uberschichteten Regenerati-
onsagarplatte ausgestrichen. Nach 2 bis 5 Tagen Inkubagid28 C wurden die gewachsenen

Kolonien mit Zahnstochern auf antibiotikahaltigen PDttla vereinzelt.

SCS: STC: STCI/IPEG:

20 mM Na-Citrat, pH 5,8 10 mM Tris-Cl, pH 7,5 15mlI STC

1 M Sorbitol 100 mM CaC} 10 g PEG4000
in HyOy1q., sterilfiltriert. 1 M Sorbitol

in HyOy,;q., sterilfiltriert.
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Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit:

Fur das Erstellen einer Wachstumskinetik wurden ZellenreimgonentielleriJbernachtkul-
tur (ODgpp ~ 1,0) pelletiert (8.500 Upm, 5 min, RT), in frischem Mediumf @&ine ODyy

~ 0,05 resuspendiert und erneut bet@8ind 200 Upm inkubiert. Die Messung der g@pPim
28°C-Raum erfolgte sindlichiiber einen Zeitraum von mindestens 7 tir Bie Berechnung der
Wachstumsgeschwindigkeit wurde eine Ausgleichsgeradehdtie halblogarithmische Dar-
stellung der MeRRwerte gelegt. Die Verdopplungszeit (inam) entspricht dem Kehrwert der
Steigung dieser Geraden.

Test auf filamentdses Wachstum:

U. maydisStamme wurden in CM-kissigmedium bei Z& bis zu einer Ol ~ 1,0 ange-
zogen. Die Zellen wurden pelletiert (13.000 Upm, 1 min, Rigun H,O,;4. so aufgenom-
men, dass die Zelldichte bei Q3 ~ 3,0 lag. Bei Ko-Inokulationen wurden gleiche Volu-
mina beider Kreuzungspartner in einem Eppendorf-RealdefdaB gemischt. & die Stimu-
lation des filameritsen Wachstums von CL13 und entsprechenden Derivaten dymtes-
sches a2-Pheromon wurde dieses miDH,. auf 5ug/ml verdinnt, und diese &sung in einem
Eppendorf-Reaktionsg&® 1:1 mit der Pilzsuspension vermischt. Von jedem Ansatzemn3-

5 ul auf eine CM-CC-Platte getropftDie Platte wurde £4-48 h bei 21C unter Luftabschluss

inkubiert.

Pheromonstimulation in Flussigkultur:

Fur die Behandlung mit synthetischem Pheromon wurden dieedellt CM-Flissigmedium
bis zu einer Oy, ~ 0,8 angezogen. Jeweils 3 ml Kultur wurden in einem 15 iduRhen
(Greiner) pelletiert (8.500 Upm, 5 min, RT) und in 3 ml frigch CM-Medium mit 2,5:g/ml
synthetischem Pheromon (in DMSO) bzw. 0,1 % (v/v) DMSO rpseusdiert. Die Inkubation
erfolgte fir 4-6 h bei 28C und 20 Upm auf einem Drehrad (Eppendorf).

Behandlung mit externem cAMP:

Fur die Stimulation mit externem cAMP wurde eine A¥bernachtkultur 1:1000 in reines bzw.
cAMP-haltiges CM-Mediumiiberimpft (6 mM cAMP, in CM geédst und sterilfiltriert). Die
Inkubation erfolgteiiir 18 h bei 28C und 200 Upm.

Fluorimetrische Messung in Ganzzell-Suspensionen:

Da z.B. Tetrazyklin und seine Derivate eines starke Autoflspenz aufweisen, wurden die
Zellen zurachst einmal mit KOy,;q. gewaschen und anschliel3end igQy;q. auf eine ORy, ~
0,3 resuspendiert. Gemessen wurde die Fluoreszenz voilg@06 1l Zellsuspension in einer
96er-Mikrotiterplatte (Greiner) an einem TECAN Saphiredfkszenzscanner (Anregungswel-

lenlange 485 nm, Emissionswellé@nige 520 nm, Bandweite 7,5 nm bei Anregung und Emis-
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sion). Die Daten wurden nach Abzug der Hintergrundfluoneszner HOy,;4 -Kontrolle auf
die OD;y normalisiert. Soweit nicht anders vermerkt, entsprechermdgebildeten Werte den

Mittelwerten bzw. Standardabweichung aus Triplikatlmestungen.

Infektionsexperimente:

Als Pathogenitstest wurde eine Spritzinfektion verwendet, bei der 280l einer Pilzsus-
pension in das Innere des Blattwirtels 7 Tage alter Maisp8angzjiziert wurde. Die entspre-
chenden Stmme wurden in YERSFlUssigmedium bis zu einer Q) ~ 0,8 angezogen, durch
Zentrifugation (3000 Upm, 5 min, RT) pelletiert und in®d;qy, aufgenommen (Ofy, ~ 3,0).
Die kompatiblen Simme wurden vor der Infektion 1:1 gemischt. Die Bonitur ggfel7 und 14
Tage nach Infektion.

Mikroskopie und Bildverarbeitung:

Die zellmorphologische Betrachtung vbh maydiserfolgte an einem Lichtmikroskop (Axio-
phot, ZEISS) mittels Nomarski-Optik.UF Licht (DIC)- und Fluorszenz-Mikroskopie wurde
ein 100faches Plan-Apochromat Objektiv (ZEISS) mit 1,4 atisther Apertur verwendet. 5
ul einer exponentiell wachsenden Kultur (@P= 0,3) wurden zur Analyse auf Objekityer
getropft. Rir die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden Filter mit folgendAnregungs- und Emis-
sionsspektrum eingesetzt: Gfp, 450-490 nm und 515-565 ngitalz Aufnahmen wurden mit
einer hochaufisenden CCD-Kamera (CoolSNAP-HQ, Photometrics) aufgenommeiche
durch das Programm MetaMorph (Universal Imaging) gestemerde. Die Nachbearbeitung
der Bilder (Bildausschnitt, Kontrastveéskung, Mal3stabsskalierung) erfolgte mit MetaMorph
und Photoshop 6.0 (Adobe).

4.3 Molekularbiologische Standard-Methoden

Standardtechniken, wie z.B. Aufreinigungalkeing und elektrophoretische Auftrennung von
DNA, oder Klonierungstechniken sind bei Ausulelal. (1987) und Sambrookt al. (1989)

beschrieben.

4.3.1 Die Bestimmung der Konzentration von Nukleins  &uren

Die Konzentration von Nukleirg&giren wurde photometrisch bestimmt. Bei einer Schichtdicke
von 1 cm entspricht OB, = 1 einer Konzentration von 50g/ml doppelstangiger DNA, 33
ng/ml einzelstangiger DNA, bzw. 40ug/ml RNA. Als Mal fir die Reinheit der Desoxyri-

bonukleinguren diente der Quotient ausgh zu Asgy. Fir reine DNA und RNA sollte er
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bei etwa 1,8 liegen. Niedrigere Werte weisen auf Verungeingen mit Proteinen hin,ofe-
re Werte auf Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern. Dassdingen erfolgten in einem
BioSpec UV-Spektralphotometer (Amersham) bzw. NanoDrop-I0D0 Spectrophotometer

(NanoDrop-Technologies).

4.3.2 Die Isolierung von Nukleins &uren

Praparation von Plasmid-DNA auskE. coli:

Die Isolierung erfolgte durchLyse durch Kochen nach Sambroekal. (1989). 1,5 ml einer
E. coli-Ubernachtkultur wurden pelletiert (13.000 Upm, 30 sec,. s Zellpellet wurde in
300 il STET resuspendiert, nach Zugabe von;2Q.ysozym-Losung kaftig gesclittelt und
anschliessend 40 sec beiP@5in einem Eppendorf-Heizblock inkubiert. Die lysierterilZere-
ste und die denaturierte genomische DNA wurden 15 min b&BUpm abzentrifugiert und
danach mit einem sterilen Zahnstocher aus diesssigen Bsung entfernt. Die Reinigung der
Plasmid-DNA erfolgte durch&lung mit 40ul 3 M Na-Acetat, pH 5,3 und 400! Isopropanol
bei RT fur 5 min und anschliessender Zentrifugatian$ min bei 13.000 Upm. Das Pellet wur-
de mit 70% Ethanol gewaschen und nach Trocknen in@@aTE-Puffer mit 20pug/ml RNase A
aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es routiisiy, aus 1,5 mlbernachtkultur etwa
50 ng Plasmid-DNA zu isolieren.

STET: Lysozym-Losung:

50 mM Tris-Cl, pH 8,0 10 mg/ml Lysozym

50 mM Na-EDTA 10 mM Tris-Cl, pH 8,0
8% (w/v) Saccharose in HyOhiq.

5% (v/v) Triton X-100

in HaOiq.

DNA-Isolierung aus U. maydis:

Diese Methode ist modifiziert nach Hoffman und Winston, (@9®abei wurden 1,5 ml einer
Ubernachtkultur in YEPSFlussigmedium wurden zusammen mit 0,3 g Glasperlen in einem 2
ml Eppendorf-Reaktionsgas$s pelletiert (13.000 Upm, 30 sec, RT), tirerstand abgegossen
und das Pellet in 400l Ustilago-Lysispuffer und 40Q:I TE-Phenol/Chloroform aufgenommen.
Die Proben wurdeniir 10 min auf einem Vibrax-VXR Salitler (IKA) gesclittelt. Nach Pha-
sentrennung (13.000 Upm, 5 min, RT) wurden 40@esUberstands in ein neues Eppendorf-
Gefassuberiihrt und mit 1 ml Ethanol géflt. Nach Zentrifugation (13.000 Upm, 30 sec, RT)
wurde das Pellet in 501 TE mit 20 xg/ml RNAse A aufgenommen, bei 50 resuspendiert und

bei -20C aufbewahrt.
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Ustilago-Lysispuffer: TE-Phenol/Chloroform:

50 mM Tris-Cl, pH 7,5 Mischung aus gleichen Teilen Phenol (mit TE-
50 mM Na-EDTA Pufferaquilibriert) und Chloroform

1% (w/v) SDS

in HaOpia.

RNA-Isolierung nach der Trizol ®-Methode:

Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma lrogen und wurde zur Bparation von
Gesamt-RNA aub). maydisFlussigkulturen verwendet: 2 ml Zellkultur (Qf3 =~ 0,5) wurden
pelletiert (3.500 Upm, 5 min, RT), déiberstand verworfen und das Pellet insigem Stick-
stoff schockgefroren (ggf. Aufbewahrung bei 280). Auf das tiefgefrorene Zellpellet wurde 1
ml Trizol pipettiert, dieser Ansatz kurz gevortext und natigabe von ca. 0,3 g Glasperlen
(150212 microns; Sigmajf 5 min auf einer Retsch-Kugelihle bei 30 Hz aufgeschlossen.
Nach Inkubation bei RTufr 5 min wurden 20Q:I Chloroform zugegeben. Die Aatze wurden
anschliel3end kurz gevortext und 2-3 min bei RT inkubiertciNZentrifugation (13.000 Upm,
4°C, 15 min) wurde die dssrige Phase abgenommen, in ein frisches Reakticiisigie¢riihrt
und nach Zugabe von 5Qd Isopropanol 10 min bei RT gafit. Nach einer erneuten Zentri-
fugation (13.000 Upm, 4C, 10 min) wurde die pelletierte RNA mit 75% Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert (13.000 Upnt,@&, 5 min). DerUberstand wurde verworfen und das
Pellet ir 5 min bei RT getrocknet, anschliessend in/A0Nuclease-freiem KO (Ambion)
aufgenommen undif 10 min bei 58C resuspendiert. Eine Quafdtis- und Qualdtskontrol-

le erfolgte durch photometerische Messung am NanoDrop BB Spectrophotometer sowie

durch Analyse auf einem Agilent 2100-Bioanaly2dsiehe Angaben des Herstellers).

4.3.3 Auftrennung und Nachweis von Nukleins  auren

Transfer von DNA (Southern-Blot):

Diese Methode ist modifiziert nach Southern, (1975). DenSier der aufgetrennten DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembrargtfdurch Kapillar-Blot. Hier-
bei wird die Transfer-bsung (20x SSC) aus einem Pufferreseridier Kapillarkéfte durch
das Gel hindurch in einen auf dem Gel platzierten StapeldPagndiicher gesaugt. Die DNA-
Fragmente werden durch den Pufferstrom aus dem Gel eluidrbinden an die déberlie-
gende Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Pharmacia Bipt&bin dem Transfer wurde
das Agarosegelir jeweils 20 min in 0,25 M HCI, DENAT- und RENAT-hsung inkubiert,
um u.a. einen Teil der Purine abzuspalten und damit den fEnragsoRer DNA-Fragmente
zu erleichtern. Der Kapillar-Blot erfolgte in der Reg@ber Nacht, mindestens jedoctr f4

h. Anschlie3end wurde die Membran 15 min getrocknet und dNé Durch UV-Bestrahlung
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(1200mJcm?) in einem Stratalinké? (Stratagene) fixiert.

20x SSC: DENAT-LoOsung: RENAT-Losung:

3 M NaCl 1,5 M NacCl 1,5 M NaCl

0,3 M Na-Citrat*2H,0 0,4 M NaOH 282 mM Tris-HCI
in HoOpyq. in HoOpyq. 218 mM Tris-Base
pH-Wert mit HCI auf 7,0 einstellen. in HoOpiq.

Der spezifische Nachweis immobilisierter Nukleinguren:

Genspezifische Sonden wurden durch den Einbau von DigarigdndUTP (DIG) wahrend
einer PCR markiert. Ein PCR-Ansatz enthielt 10- 100 pg PladdiNé- oder 100 ng genomi-
sche DNA, 5ul PCR-Puffer, 5ul PCR-DIG-Labeling-Mix (Roche, siehe Herstellerangaben),
jeweils 20 pmol der beiden Oligonukleotide und @J5TaggDNA-Polymerase (mit KO,,;q. auf

50 ul aufgetillt). Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler PTC200 (REksearch) analog
einem Standard-PCR-Ansatz.

Die Hybond-N"-Membranen (Amersham Pharmacia Biotech) wurden zué#iigsing der un-
spezifischen Bindungsstellen mit Southern-Hybridisiesyodfer fir 20 min bei 62C prain-

kubiert. Nach Wechsel der Hybridisierungstng wurde dielfr 5 min bei 95C denaturierte
Sonde zugegeben uritber Nacht bei 6ZC hybridisiert. Im Anschlufl3 wurden die Filteiarf je

15 min bei 62C mit 2xSSPE+0,1%SDS, 1XxSSPE+0,1%SDS und 0,1xSSPE+0,$%8Dba-
schen.

Fur die Detektion wurde die Membran bei Raumtemperatur uatggdamem Schwenken in
folgenden losungen inkubiert: 5 min DIG-Waschpuffer, 30 min DIG2dung, 30 min DIG2-
Antikorper-Losung (1:20.000 Anti-Digoxigenin-AB Fab-Fragmente (RQahdIG2-Lodsung)
und zweimal 20 min in DIG-Waschpuffer. Danach wurde die Meambfur 5 min in DIG3-
Losungaquilibriert und anschlieBendrf5 min in Chemilumineszenzésung (1:100 CDP-Star
(Roche) in DIG3-ldsung) inkubiert. Die Membran wurde luftblasenfrei in eirilastikbeutel
eingeschweil3t und gemeinsam mit einem Film in einer licitidin Kassette verschlossen. Nach

einer Expositionszeit von durchschnittlich 10 min wurde [e#ém entwickelt.

Southern-Hybridisierungspuffer: Southern-Waschpuffer:
50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 1x SSC

50 mM PIPES 0,1% (w/v) SDS

100 mM NacCl in HyOiq.

1 mM Na-EDTA
5% (w/v) SDS
in HyOpiq.
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DIG1-Lodsung: DIG-Waschpuffer:
0,1 M Maleingwure 0,3% Tween-20
0,15 M NacCl in DIG1-Ldsung
in HaOpjiq.
pH-Wert mit NaOH auf 7,5 einstellen. DIG3-Losung:
0,1 M Tris-HCI
DIG2-Losung: 0,1 M NaCl
2% (w/v) Magermilchpulver in HoOpiq.
in DIG1-Ldsung 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 Blax-Planck-Institut dir
Zuchtungsforschung (MPIZ) in &n durchgefihrt. Verwendet wurden dort Sequenzierauto-
maten AbiPrism 377, 3100 und 3730 (Applied Biosystems) solageSequenzier-Kit BigDye-
Terminator v3.1 (Applied Biosystems).Die erhaltenen Datenden mit den ProgrammereS
QUENCHER4.1 (Genecodes) odenONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Central)

ausgewertet.

Sequenz- und Strukturanalyse:

SEQUENCHER4.1 (Genecodes) zur Bearbeitung von Sequenz-Rohdaten und/engieich
von DNA-Sequenzen.

DNA-STRIDER 1.3 (Douglas, 1995) zur Erstellung und zur Bearbeitung vasmid- und
genomischen Sequenzen; wichtig vor allem zur VorbereittamgKlonierungsschritten.
CLONEMANAGER (Version 7 und Version 8; Sci Ed Central) zur Erstellung undrBeiung
von Plasmid- und genomischen Sequenzen, zum erstellenrimoerA und zeichnen von gene-
tischen Karten. BAST2 (Altschul et al, 1990; Altschulet al, 1997; Gish und States, 1993)
zur Identifikationahnlicher Proteine oder DNA-Sequenzen in déentlichen Datenbanken.
PESTRIND  (https://embl.bbc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/)  zutdentifikation  von
PEST-Sequenzen. CBNPROSITE (http://lwww.expasy.org/tools/scanprosite/) zur
Identifikation putativer Modifikationsstellen. ®ME (Bailey und Elkan, 1994;
http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html)  zur Identifikati wiederkehrender Sequenz-
motive. MAST (Bailey und Gribskov, 1998; http://meme.sdsc.edu/mertre/imml)
zur  Suche nach vorgegebenen  Sequenzmotiven.Fold  (Zuker,  2003;
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/dnafnl.cgi/) zur Bestimmung von Sekun-
darstrukturen in gPCR-Amplifikaten. ®éL oGO (Version 2.8.2) zur graphischen Abbildung

eines Sequenzvergleichs.
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Die durch MEME ermittelte positionsspezifische MatriRdsition-specific scoring matnder
PRE-Konsensussequenz, welchie die anschlieRende MsT-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-Ansitze:

Die Methode ist modifiziert nach Innit al. (1990). Ein typischer PCR-Ansatz enthielt etwa
10 ng Matrizen- DNA, zwei sequenzspezifische Oligonuktofi.c. 1,M) und 125uM (f.c.)
dNTPs (d.h. je 20M dATP, dCTP, dGTP und dTTP) in PCR-Puffer. Standaaig wurden
die Reaktionen in einem Volumen von p0durchgetihrt, zur Vermeidung von Kontaminatio-
nen wurden Pipettenspitzen mit Filtereinsatz benutzt. BeireAmplifikatlange von unter 1 kb
sah ein typisches Protokoll folgendermal3en aus:

Denaturierung bei 9€ fur 2 min, Zugabe von 1-2 U Taq Dna-Polymerabot Star), De-
naturierung bei 94C fur 1 min, 30 Zyklen mit jeweils 30 sec Denaturierung bei®430 sec
Anlagerung bei 68C und 1 min Elongation bei 7Z, mit einer abschlieRenden Elongations-
phase von 10 min bei 7. Bei der Herstellungdngerer Amplifikate wurde die Elongationszeit
entsprechend angepasst. Die Reaktionen erfolgten im Tlogoteo (PTC 100 oder PTC 200,
MJ Research).

qPCR:

Fur eine gPCR wurde Gesamt-RNA Aghst mit Turbo DNase | (TURBO DNA-fré¥-Kit,
Ambion; siehe Herstellerprotokoll)uf 30 min bei 37C behandelt und anschlie3end nach
RNeasy-Protokoll (Qiagen, siehe 4.3.3) aufgereinigt, unABdntaminationen zu entfernen.
Quantifzierung und Quaktskontrolle erfolgten photometrisch mit einem NanoDradp-N)00

Spectrophotometer (NanoDrop-Technologies) bzw. aufneiAgilent 2100-Bioanalyzé&.
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Fur die anschlieRende Reverse Transkription wurde das Sor@f 11l First-Strand Synthe-
sis SuperMix-Kit (Invitrogen) nach Herstellerprotoko#trwendet. Eingesetzt wurden 0,54
DNasel-behandelter RNA sowieid einer 1:1-Mischung der enthaltenen Oligonukleotide Oli-
go(dT)20 und Random Hexamers (siehe Herstellerprotokaid.Inkubation erfolgte 10 min
bei 25C, 50 min bei 42C und 5 min bei 8%C in einem Thermocycler (PTC 100 oder PTC
200, MJ Research). Nach Zugabe voplRNaseH (2U4l) wurde die Reaktion nochmalgif
20 min bei 37C inkubiert. Die synthetisierte cDNA wurde mit Nuklease#m H,0 (Ambion)
1:5 verdinnt und bei 20C gelagert.

gPCR-Experimente wurden mit Hilfe des Platinum SYBRGreen gPCR SuperMix-
UDG-Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben durchiget. Das Design der verwende-
ten Primer erfolgte nach Anleitung der Firma BioRad, wobebgiitherweise siren-

de Sekundrstrukturen der Amplikate mit Hilfe der MoLD-Anwendung (Zuker, 2003;
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/dnarffnl.cgi/) ausgeschlossen wurden. Um si-
cherzustellen, dass die qPCR-Reaktion in einem linearen Akgtlonsbereich ablaufen, wur-
den jeweils 5ul von insgesamt drei 1:5-Veithnungsstufen der cDNA eingesetzt. Als Referenz-
farbstoff diente 1uM (f.c.) Fluorescein (BioRad). Die Reaktionen erfolgten ineemBioRad-
iCycler-System unter der Verwendung des folgendes Progea@&C fur 2 min, 45 Zyklen
fur 30 s bei 95C, 30 s bei 59C und 30 s bei 7Z. Im Anschluf3 hieran wurde die Speztit
der Amplifikation anhand einer Schmelzkurve durch scheise Steigerung der Temperatur

um jeweils 0,2C Uberpiift.

Um die Ergebnisse verschiedener Experimente vergleichd&drmen, wurde bei der Kalkula-
tion der Ct-Werte Threshold Cyclgin allen Experimenten manuell der gleiche Ausschlusswert
festgelegt (100). Mit Hilfe der BioRad-Software Version 3Warde daraufhiniir jede Re-
aktion die Zyklenzahl bestimmt, zu der die Fluoreszenzsaits signifikantiber diesen Aus-

schlusswert steigt.

Die Berechnung der relativen Expressionswerte erfolgteuslhnnter Anwendung folgender
Formel (Pfaffl, 2001): Eziclgen _ B Ctieterensgen—0Clzictgen

EReferenzgen
EZiclgen UN Breferenzgen €Ntsprechen dabei den Expressionswerten der nachgeemGemeq

und 3 der Amplifikationseffizienz des jeweiligen Primerpaares @;cjgen DZW. Cheferensgen
den Ur die Gene erhaltenen Ct-Werten. Die Effizienz der jeweailiBamerpaare wurde anhand

einer abgeleiteten Formel aus den verschiedeneriderthgsstufen berechnet:

EVerdiinnun
_ gl
a=In /CtVerdiinnungZ - C%Verdiinnungl

EVerdiinnungZ
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Z”H entspricht dabei dem riatichen Logarithmus des Vedinungfaktors (hier In0,2)
und Chyergiinnung2 DZW. Clyeraiinnung1 den fr die Verdinnungsstufen erhaltenen Ct-Werten. Ab-
schlieend wurde der Mittelwert der relativen Expressimng (Ezicigen/Ereferenzgen) der drei
cDNA-Verdiinnungsstufen berechnet. Als Referenzgen diente das kaivséixprimierte Gen

ppi (Peptidylprolyl-lsomerase; Basseal,, 2002).
Folgende Oligonukleotide wurdeiirfdie gPCR verwendet:

fur prfl:
RT-prfl-F (SL57; TCGGTAGAACGAGCTGTGATG)
RT-prf1-R (SL58; CTGTTGGACGATGTTGGAGTTG)

fur bE fur ppi:

RT-bE-F (GCACAACACCTTCCATTGAC) RT-ppi-F (ACGCCGATTCACTTCGTC)
RT-bE-R (ACTGCTCCCGAATGTACTG) RT-ppi-R (TCTTGGCAGTCTTGGGAAC)
(M. Scherer, peinliche Mitteilung) (M. Vranses, per#nliche Mitteilung)

4.4 Microarray-Analysen
4.4.1 Wachstumsbedingungen

Alle Stamme, von denen Microarray-Analysen durcligpet wurden, wurden daf in Array-
minimalmedium angezogen und mit Tetrazyklin (A) bzw. swtigchem a2-Pheromon behan-
delt (siehe 4.1.1). Unbehandelten Kulturen wurden ent$igrede Mengen desdsungsmittels
EtOH bzw. DMSO zugesetzt, und die Zellen stets beigfB= 0,3-0,4 geerntet. (A) & die
Tetrazyklin-Behandlung wurde Zellen einer exponentielcissenden Vorkultur (0 bzw. 100
ug/ml Tc; ODyop ~ 0,1-0,2) pelletiert (8000 Upm, RT) und in 12 ml frischem Madi mit
entsprechender Antibiotika-Konzentration resuspehdmbei eine Ol ~ 0,25 eingestellt
wurde. AnschlielRend wurden die Zelleir fweitere 6h bei 28 und 200 Upm inkubiert. Zur
Uberpiifung der Behandlung wurden 5Q0 der Kultur pelletiert (13.000 Upm, 1 min, RT),
in 1 ml HyOy,;q. resuspendiert und im Fluorimeter vermessen (siehe 4 @2)-ur die Phe-
romonbehandlung wurden Zellen einer exponentiell wadtesenorkultur (ORy, ~ 0,1-0,2)
pelletiert (8000 Upm, RT)und in 12 ml frischem Medium aufeel@D;,, ~ 0,1 resuspendiert.
AnschlieRend wurde die Zellefirf weitere 6h bei 28 und 200 Upm inkubiert. Die Zugabe
von synthetischem a2-Pheromon bzw. DMSO erfolgte ifC2BRaum, wobei die Kultur zuvor
in 15 ml-Rohrchen (Greiner) auf 2x 4 ml aufgeteilt wurde (P~ 0,3-0,4). AnschlieRend
wurden die Zellenir 75 min bei 28C auf einem Drehrad (20 Upm, Eppendorf) inkubiert.
Zur Uberptifung der Behandlung wurde die beginnende Konjugationsypitdung der phe-
romonbehandelten Zellen lichtmikroskopisch BAgégt. (A) und (B) Fir die Zellernte wurden 2
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ml Kultur in EppendorfreaktionsgéRen zentrifugiert (13.000 Upm, 1 min, RT), digserstand
entfernt und das verbleibende Pellet iasBigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurden die Pellets bei *@gelagert.

4.4.2 RNA-Isolierung und -Aufreinigung

RNA-Isolierung:
Fur Microarray-Analysen wurde Gesamt-RNA stets nach deroHltethode isoliert (siehe
Kapitel 4.3.2).

RNA-Aufreinigung nach RNeasy MinElute Cleanup-Protokoll (Qiagen):

100 il geloste RNA wurden mit 35@l Puffer RLT und 250ul 100% EtOH gemischt. Dieser
Ansatz wurde auf eine RNeasyde pipettiert undir 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifu-
giert. Nach Zugabe von 50d Puffer RPE wurde die &ule erneutiir 15 sec bei 10.000 Upm,
RT zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 80%EtOH wurde die &ule fir 2 min bei 10.000
Upm, RT zentrifugiert. AnschlieBend wurde di@ute mit géffnetem Deckel ir 2 min bei
10.000 Upm, RT zentrifugiert, um dagi@lenmaterial zu trocknen. Zur Elution der RNA wur-
den 14ul Nuclease-freies Wasser (Ambion) auf die Matrix pipettignd die Sule Tir 1 min
bei 10.000 Upm zentrifugiert. Die Methode orientiert sich Brotokoll der Firma Qiagen. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem &ltdtekvor.

4.4.3 Synthese und Aufreinigung von cDNA und cRNA

Alle nachfolgenden Amplifikationsschritte sind jf@eneChif® Expression Analysis Technical

Manual“ der Firma Affymetrix beschrieben.

Ein-Schritt-Amplifikation:

Fur die Synthese eines cDNA-Erststranges wurdeg §ereinigte RNA (nach photometrischer
Konzentrationsbestimmung) und 100 pmol T7(dT)-Primeriirem Volumen von 2Qul fiir 10
min bei 70C inkubiert. Nach Abzentrifugieren wurde der Ansatz auf gastellt, mit 4.l 5x
Erststrang-Puffer, 21 0,1 M DTT und 1ul 10 mM dNTP-Mix versetzt undifr 2 min bei 50C
inkubiert. Nach Zugabe von 2| SuperScript Il RT (Gibco) wurde die Mischungrfl h bei
50°C inkubiert. Far die Zweitstrang-Synthese wurde der oben beschriebesatAmit 91l
H,0, 30ul 5 x Zweitstrang-Puffer, 3l 10 mM dNTP-Mix, 1ul E. coli-DNA-Ligase (10 U/Ll),

4 ul E. coli-DNA-Polymerasel (10 U/I) und 1 ul E. coli-RNaseH (2 ULl) versetzt undiir 2
h bei 16C inkubiert. Anschliel3end wurden2 T4-DNA-Polymerase (5 U/l) zugegeben, der
Ansatz fir weitere 5 min bei 18C inkubiert und die Reaktion mit 10l 0,5 M EDTA gestoppt.

87



Material und Methoden

Diese Methode orientiert sich an den Protokollen der Firds#fgmetrix und Invitrogen. Die

Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus demigewetrotokoll hervor.

cDNA-Aufreinigung:

600 u| cDNA-Bindepuffer wurden zu 1621 cDNA gegeben, der Ansatz kurz gevortext und
auf eine cDNA-Reinigungs$aile gegeben. Nach Zentrifugatiair fL min bei 10.000 Upm (RT)
wurde die &ule mit 7501 cDNA-Waschpuffer gewaschen und erneit £ min bei 10.000
Upm (RT) zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluates wurde $iule fir 5 min bei 13.000
Upm (RT) zentrifugiert. Die Elution der cDNA erfolgte mit 14 cDNA-Elutionspuffer und
einminitige Zentrifugation bei 13.000 Upm (RT). Eine Quaigkontrolle der cDNA erfolgte
auf einem Agilent 2100-BioanalyZ&r Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma

Qiagen. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geliteama Protokoll hervor.

cRNA-Syntheseih vitro-Transkription:

Die in vitro-Transkription erfolgte mit dem BioArray-HighYield-RNA Tinacript Labelling Kit
(Enzo). Dabei wurde %l cDNA mit 4 ul 10x HY-Puffer, 4l 10x Biotin-markierten Ribo-
nukleotiden, 4ul 10x DTT, 4 ul 10x RNase-Inhibitoren und 2l 20x T7-RNA-Polymerase in
einem Gesamtvolumen von 40 versetzt. Die Komponenten wurden kurz gevortext, abrentr
fugiert und anschlie3end bei 37 fur 16 h inkubiert. Nach jeweils 30 min wurde der Ansatz bei
750 Upm fir 30 sec gesadlitelt. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der RrEnzo.

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus ddok&itdervor.

cRNA-Aufreinigung:

60 1l H,O wurden zu dem vitro-Transkriptionsreaktion pipettiert undrf3 sec gevortext. Der
Ansatz wurde mit 350l IVT-cRNA-Bindepuffer versetzt und erneuiif 3 sec gevortext. An-
schlieRend wurden 25@ 100% EtOH zugegeben und diésung durch Pipettieren gemischt.
Dieser Ansatz wurde auf IVT-cRNA&&Ilen aufgetragen undif 15 sec bei 10.000 Upm, RT
zentrifugiert. Nach Zugabe von 500 IVT-cRNA-Waschpuffer wurden die &ilen erneutir
15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Es wurden dann8@0% EtOH zugegeben und die
Saule erneutiir 15 sec bei 10.000 Upm, RT zentrifugiert. Nach Verwerfes Briates wurde
die Sule fur 5 min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Zur Elution der cRMAIrden 11l
H,O auf die Matrix pipettiert, die &ule Tir 1 min bei RT inkubiert,dir 1 min bei 13.000 Upm,
RT zentrifugiert, erneut mit 1@l H,O versetzt, erneutf 1 min bei RT inkubiert undifr 1
min bei 13.000 Upm, RT zentrifugiert. Eine Quatigkontrolle der cRNA erfolgte auf einem
Agilent 2100-Bioanalyzé? und durch photometrische Messung. Diese Methode ori¢stizT
am Protokoll der Firma Qiagen. Die Zusammensetzung deremateten Puffer geht aus dem
Protokoll hervor.
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cRNA-Fragmentierung:

Fur die cRNA-Fragmentierungsreaktion wurden 20 cRNA mit 8 ul Mg?*-haltigem 5x
Fragmentations-Puffer und Nuklease-freiegOHAmbion) in einem Gesamtvolumen von 40
ul gemischt. Dieser Ansatz wurde 35 min bei’@4inkubiert und anschliel3end auf Eis ge-
halten. Eine Qualétskontrolle der fragmentierten cRNA erfolgte auf einem Iégi 2100-
Bioanalyze®. Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Firma Afgtnix. Die Zusam-

mensetzung der verwendeten Puffer geht aus dem Protokabthe

4.4.4 Microarray-Hybridisierung und Detektion

Array-Hybridisierung:

30 ul der fragmentierten cRNA wurden mit A des Kontroll-Oligo B2, 1541 20x Hybridi-
sierungskontrollen, 3l Heringssperma-DNA (10 mg/ml), 8l BSA (50 mg/ml), 150ul 2x
Hybridisierungpuffer und Nuklease-freiem,@& (Ambion) in einem Gesamtvolumen von 300
ul gemischt (Standard Array*). Dieser Cocktail wurdé@rf5 min bei 99C erhitzt, danniir 5
min bei 45C inkubiert und 5 min bei 13.000 Upm, RT abzentrifugiert. 20@avon wurden
in den Microchip pipettiert, der zuvor mit 20@ 1x Hybridisierungspuffer bei 4% fur 10
min aquilibriert worden war. Nach Verschliel3en der Chip-SeptérKlebepunkten wurde der
Chip bei 45C und 60 Upmir 16-18 h hybridisiert. Diese Methode orientiert sich amot&koll
der Firma Affymetrix. Die Zusammensetzung der verwendé&effier geht aus dem Protokoll
hervor.

Array-Detektionsreaktionen:

Nach der Hybridisierung wurde der Chip entleert und mit a0®Vaschpuffer A beiillt. Die
Nachweisreaktionen wurden mit einem SAPE-Mix, bestehersB@0ul 2x MES-Puffer, 24ul
BSA (50 mg/ml), 6ul Streptavidin-Phycoerythrin (1 mgl/ml) und Nukleaseidéra H,O (Am-
bion) in einem Gesamtvolumen von 600 sowie einer Antilbrper-Mischung, bestehend aus
300 ul 2x MES-Puffer, 24ul BSA (50 mg/ml), 6.l Ziegen-IgG (10 mgl/ml), 3,6:! biotiny-
lierterm Antikorper (0,5 mg/ml) und Nuklease-freiem® (Ambion) in einem Gesamtvolumen
von 600ul durchgefihrt. Es wurde das Programm EuGE-WS2ims$mtliche Wasch- und De-
tektionsschritte verwendet. Diese Methode orientiet sim Protokoll der Firma Affymetrix.

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer geht aus degiligem Protokoll hervor.

Datenanalyse:
Nach Abschluss der Wasch- und Markierungsschritte wurderidays mit Hilfe eines Ge-
neArray Scanners (Agilent/Affymetrix) bzw. eines AffymigtGeneChip Scanners (Affyme-

trix) eingelesen. Das resultierende Bild wurde acimst durch Verwendung des Programms
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AFFYMETRIX MICROARRAY SUITE 5.0 (Affymetrix) ausgewertet, noralisiert und die
Expressionswerte kalkuliert. Eine Auswertung der Traips&tm-Vergleiche wurde mit Hilfe
des Programm dChip 2004 (Li und Hung Wong, 2001) durdhigef Bei der vergleichen-
den Analyse der experimentellen Arrays mit den Kontrolgsrwurden Gene herausgefiltert,
die mindestens zweifach induziert oder reprimiert warer.d&e Berechnung der faktoriel-
len Veranderung der Genexpression wurde ein Vertrauensinteova®0% (,lower confidence
bound of fold change2*) vorgegeben (Li und Hung Wong, 2001).
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6 Anhang

6.1 Liste der pheromonregulierten Sondenreihen

Gene, tir die mit mehreren korrespondieren Sondenreihen exastisind mehrfach aufgért.
MUMDB: http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.
Abkurzungen: p.p.putative protein h.p., hypothetical proteinc.h.p.,conserved hypothetical

protein

Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
um00001 W20um209G h.p. -2
umO00053 C35uml171G 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 -2
transaminase (cytosolic)

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 SRCL1 - 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 DALS5 - Allantoate and ureidosuccinate -3
permease
um00375 W60um280G c.h.p. -14
um00384 W15um280G h.p. 12
umO00385 C5um280G p.p. 2
um00394 W9o6um166G 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
umO00465 C60um164G h.p. -4
umO00530 W10um286G c.h.p. 17

um00565 W85um110G probable CCT7 - component of chaperonin- 3
containing T-complex

umO00576 W30um110G c.h.p. 2
umO00577 W25um110G bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 60
um00578 C20uml110G b locus protein W1 35
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
um00638 C175um054G related to CDA2 - sporulation-specific chitin -19
deacetylase
umO00652 W110um054G  related to RNA helicase -2
um00736 W60um040G c.h.p. 2
um00747 W10um040G p.p. -16
umO00756 W70uml147G probable GDI1 - GDP dissociation inhibitor 3
umO00775 W35um262G c.h.p. 2
umO00783 W125um148G related to Heme oxygenase -2
umO00857 W10um201G probable KRESG - glucan synthase subunit -5
umO00860 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, 2
HSP70-like
umO00946 W90umO072G p.p. 4
umO00955 C50um072G probable stearoyl-CoA desaturase -2
umO00985 W40um150G c.h.p. -19
umO00987 C25um150G related to YNDL1 - 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 -4
synthase
um01073 W40umO095G p.p. -39
um01082 W10umO095G 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
umO01367 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
umO01437 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
umO01637 W20um159G probable YKT6 - SNARE protein for Endoplas- 2
mic Reticulum-Golgi transport
um01647 W110um135G related to CDC20 - cell division control protein -7
um01652 C85um135G c.h.p. 2
umO01655 C65um135G related to lipase family -70
um01662 W35um135G related to BCK1 ser/thr protein kinase of the 2

MEKK family
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
umO01677 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 pogcurs -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] -2
alpha-chain, mitochondrial precursor
um01911 W90um228G related to alcohol dehydrogenase -3
um01951 W130um003G  c.h.p. -2
um01958 W111um003G  p.p. 5
um01959 W110um003G p.p. 6
um01974 W40umO003G c.h.p. 3
um02010 C85um178G related to family Il 2-keto-3-deoxy-D-arabino- -3
heptulosonate 7-phosphate synthase
um02057 C25um168G probable STI1 - Hsp90 cochaperone 3
um02095 W50umO012G 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 -3
MLG1
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 dehydrogenas -2
mitochondrial precursor
um02201 W65um126G c.h.p. -7
um02208 W30um126G probable acyl-CoA oxidase -4
um02247 W45um281G h.p. -3
umO02255 C10um281G related to phosphatidic acid-preferring phospho- 2
lipase Al
um02256 W5um281G related to Cingulin -5
um02331 W155um044G  MAP kinase 22
um02336 C135um044G c.h.p. 2
um02345 Ww102um044G  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
umO02585 C45um260G related to TPO1 - Vacuolar polyamine-H+ anti- -4
porter
um02640 C25um138G c.h.p. -11
um02659 W116um153G  h.p. -4
umO02667 W75um153G probable Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A -4
transferase, mitochondrial precursor
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 C35uml117G 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 11
medium chain
um03172 W10um240G related to Zinc finger protein 12
um03172 W11um240G related to Zinc finger protein 27
um03234 C10um081G related to CDCS5 - 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- 2
transferase, cytosolic
umO03305 C45um078G MAP kinase Kpp2 2
um03315 C30um077G serine/threonine protein kinase B-related Ukb1l 4
umO03317 C20um077G related to PRM1 - Pheromone-regulated multi- 18
spanning membrane protein
um03355 C25um076G related to ERV25 - component of the COPII- 2
coated vesicles
umO03501 W30um113G probable DNA topoisomerase Il -8
um03547 C15um013G p.p. -3
umO03615 W15um272G related to Glucose oxidase 3
umO03700 W65um130G probable DIP5 - Glutamate and aspartate per--2
mease - able to mediate transport of other amino
acids
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
umO03776 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
umO03977 W55um055G h.p. -3
um03980 C70um055G c.h.p. 3
um03982 C75um055G h.p. 3
umO03987 W95umO055G related to BRNL1 - protein required for chromo- -6
some condensation
um03992 C127um055G h.p. -2
umO04000 ncpl DNA binding protein Ncpl 3
um04016 C75um118G h.p. -20
um04019 w80um118G p.p. 4
umO04060 C105um144G probable DIC1 - mitochondrial dicarboxylate -12
carrier
um04065 C130um144G c.h.p. -4
um04172 W30um038G h.p. -4
um04172 W31um038G h.p. -3
um04175 C15um038G probable GCV2 - glycine decarboxylase P subu- -7
nit
um04224 C85um027G related to Myosin-like protein NUF2 -8
umO04249 C50umi167G probable beta-adaptin 2
um04317 C50um226G c.h.p. 2
umo04352 W80umO008G probable MOB1 protein -3
umo04362 W25um008G related to Cytochrome P450 8B1 -7
um04364 W15um008G probable EXG1 - Exo-1,3-beta-glucanase precur -6
sor
um04368 C150um145G related to endo-1,3(4)-beta-glucanase -169
um04370 C145um145G c.h.p. 2
umO04386 C70um145G h.p. 17
um04393 W25um145G p.p. -9
um04403 W65um258G c.h.p. -45
umo04411 W30um258G related to CEF1 - required during G2/M transiti- 3
on
um04414 W20um258G h.p. -12
umO04415 C15um258G c.h.p. 2
um04417 C5um258G probable CRNL1 - a coronin, that promotes actin 2
polymerization and crosslinking to microtubules
umO04429 C75um030G probable histidinol-phosphate transaminase -2
umO04448 W40um052G related to Myosin regulatory light chain 2-A, -2
smooth muscle isoform
um04482 C15um268G h.p. 16
um04484 C5um268G related to choline-sulfatase 2
um04495 W55um217G probable COQ4 - responsible for restoring ubi- -2
quinone biosynthesis in cog4 mutant
umO04496 C51um217G related to Ceramide glucosyltransferase -2
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Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
um04524 C65um232G related to Kinesin -2
umO04533 C35um232G c.h.p. -2
umo04571 C55um211G putative dioxygenase Sspl -5
um04578 W20um211G c.h.p. 3
umO04579 C15um211G related to TRX2 - thioredoxin Il 3
um04581 C110um212G p.p. 5
um04581 C111um212G p.p. 5
umO04621 W95um015G p.p. -4
um04629 W55um015G acetyl-CoA carboxylase -10
umO04646 w80um112G c.h.p. 3
umO04655 C55um112G c.h.p. -2
um04697 CLUSTER27 c.h.p. 113
um04698 UG13-15m13- c.h.p. 30
73d11

umo04727 W95um259G related to Kinesin-like protein KIF23 -4
um04764 W5um278G h.p. 2
um04771 C22um278G related to potassium:hydrogen antiporter 2
umO04791 W31um188G related to to G1/S-specific cyclin -39
um04798 C60um188G h.p. 4
umO04807 C100um188G c.h.p. -5
umO04808 W110um188G related to serine/threonine protein kinase -3
umo04833 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. a7
um05117 W105um133G  p.p. 3
um05152 W20um235G c.h.p. -27
um05153 C15um235G related to MNT4 - putative alpha-1,3-mannosyl- -15

transferase
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
umO05315 C50um125G conserved hypothetical Ustilago-specific protein 3
um05344 C75um007G c.h.p. -15
um05348 W55um007G related to RAML1 - protein farnesyltransferase, 7

beta subunit
um05355 C30um007G related to acyl-CoA sterol acyltransferase 2
um05356 C23um007G h.p. 10
um05356 C25um007G h.p. 12
umO05385 W55um041G Guanine nucleotide-binding protein alpha-4 -2

subunit
um05514 C40um184G p.p. 22
um05541 C60um183G h.p. 3
umO05567 W55um182G probable ATGS8 - 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 -2
synthase 1
um05689 C20um042G c.h.p. -3
umO05756 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
umO05879 W20um239G c.h.p. 4
umO05951 W55um146G c.h.p. -6
um05952 C50um146G h.p. 2
um05997 W20um276G h.p. 2
um06002 C35um276G h.p. -4
um06056 C70umO075G p.p. -3
um06062 W100um075G  p.p. 3
um06062 W102um075G  p.p. 4
umO06071 C140um075G related to Para-nitrobenzyl esterase 17
um06072 C145um075G c.h.p. 3
um06078 W10umO057G c.h.p. -3
um06111 W60umO035G 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- -2
branched chain precursor
umO06187 W35um086G related to CDC14 - dual specificity phosphatase -2
um06190 C20um086G related to Chitinase 57
um06212 W85um085G related to SSN8 - DNA-directed RNA poly- 3
merase Il holoenzyme and SRB subcomplex sub-
unit, cyclin C homolog
um06243 W90umO084G c.h.p. -3
um06274 C14um273G related to hormone-sensitive lipase 2
um06305 C65um220G c.h.p. -4
umO06381 C80um071G p.p. -3
um06400 W45um019G c.h.p. -3
um06434 C205um019G c.h.p. -11
um06440 C15um214G c.h.p. 32
um06495 C60uml77G p.p. 2
um10025 W142um049G  c.h.p. -3
um10042 W15um193G related to wd-repeat protein 8 -4
um10052 W81um192G c.h.p. -2
um210053 W85um192G related to carbonic anhydrase -12
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Anhang

Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
um10093 W44um283G p.p. 45
um10104 W5um166G probable GCY1 - galactose-induced protein of -2
aldo/keto reductase family
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 W5umO007G related to Serine/threonine-protein kinase mphl -18
um10251 C82um074G c.h.p. -3
um10263 W130um056G related to 1-phosphatidylinositol-4,5-bis- -3
phosphate phosphodiesterase delta 1
um210270 C100um228G related to aspartate-tRNA ligase 3
um10279 W30um260G b-type cyclin 2 (clb2) -2
um10326 W20um023G probable Mannose-1-phosphate guanylyltrans- -6
ferase
um10339 W70umO053G related to fatty acid synthase, beta and alpha-7
chains
um10350 W1l6um184G 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 CHLL1 - protein of the DEAH box -2
family
um10412 W35um144G c.h.p. -31
um10414 C70uml167G 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 W40umO030G related to STEG6 - ABC transporter 6
um10529 W35um030G c.h.p. 14
um10610 C60um094G conserved hypothetical Ustilago-specific protein 3
(fragment)
um10636 W130um021G c.h.p. -3
um10678 W85um259G related to KIP1 - kinesin-related protein -7
um210705 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, -2
mitochondrial
um210765 C130um220G related to Ribonuclease H 2
um10769 C85um220G probable potassium channel beta subunit protein -5
um10782 C25um197G related to STU2 - Microtubule-associated protein -2
(MAP) of the XMAP215/Dis1 family
um10802 C15um024G c.h.p. -8
um10825 C22um79G related to 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase -2
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Anhang

Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
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 -2
synthetase, ammonia chain (fragment)
um10988 W2um212G probable clathrin coat assembly protein apl7 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
uml11264 W160um107G  h.p. (fragment) -3
um11266 C140um107G probable lysophospholipase (Ipl) -3
um11266 C142um107G probable lysophospholipase (Ipl) -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 BORL1 - boron efflux transporter 2
um11360 C200um119G c.h.p. -3
um11391 C25um178G c.h.p. -2
um211400 C5um105G probable Thiamin biosynthetic enzyme -4
um211476 W60um210G related to Guanyl nucleotide exchange factor 2
Sql2
um11502 C5umil72G probable dUTP pyrophosphatase -2
uml11514 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 CLUSTERG67 HMG-box protein Hmg3 22
uml1l1672 W115um227G related to Protein farnesyltransferase alpha 5
subunit
um11682 UG14-15c10- related to STE14 - farnesyl cysteine carboxyl- 4
91c8 methyltransferase
um11706 W10um169G p.p. 4
um11709 W137um044G  h.p. 6
um11713 W70um154G related to YCS4 - subunit of condensin protein -7
complex
um11740 W125um055G  c.h.p. -3
um11919 C110uml169G related to NADP-dependent malic enzyme -2
um11928 W175um175G related to cyclin (fragment) -4
um11953 W110um079G  related to STE23 - Metalloprotease involved in 4

a-factor processing
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Anhang

Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation Regulation
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
- C4uml71G - 2
- C5um162G - -3
- C60um285G - -3
- C97um186G - 2
- C9um200G - -5
- W155um138G - 2
- W17um036G - -2
- W210um003G - -2
- W26um225G - 2
- W3um239G - -6
- W86um169G - 3
- UG22-1c18- - -24
45f9
- UG16-1i3-50e2 - -9
- UG16-16120- - 4
80el2
- UG15-35al17- - -9
116a6
- UG15-34I1- - -3
123f2
- hyg - 4
- ESTO1um131 - -29
- CLUSTERG68 - -14
- CLUSTERA43 - 11
- CLUSTERS35 - -3
- CLUSTER23 - 3
- CLUSTER2 - -5
- CLUSTER18 - -2
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6.2 Liste der PRE-assoziierten Gene der Pheromonantwort

Anhang

Gene, @ir die mit mehreren korrespondieren Sondenreihen exastisind mehrfach aufgétfirt

(durch * gekennzeichnet).

MUMDB: http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago.

Abkurzungen: p.p.putative protein h.p., hypothetical proteinc.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- 3 1
containing T-complex
um00576 W30um110G c.h.p. 2 9
um00577 W25um110G bE1 - Mating-type locus allele B1 protein 60
um00756 W70um147G probable GDI1 - GDP dissociation inhibitor 3
um00775 W35um262G c.h.p. 2 3
um00783 W125um148G related to Heme oxygenase -2
um00860 C100um020G c.h.p. 10 4
um00876 C30um020G related to SPR1 - exo-1,3-beta-glucanase pre-26 1
cursor
um01367 C70uml179G probable alpha-adaptin C 5
um01422 C110um222G probable Lipase B precursor -3
um01531 C105um024G related to Importin 11 3 1
um01714 C145uml119G probable monooxygenase 3
um01959 W110um003G  p.p. 6 2
um01974 W40umO003G c.h.p. 3 5
um02104 C5um012G probable Regulator of G-Protein Signaling 8 2
Protein
um02255 C10um281G related to phosphatidic acid-preferring phos- 2 1
pholipase Al
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 2 1
synthase, 115 KD subunit
um02405 W145um091G  c.h.p. 3 1
um02410 W120um091G  h.p. 12 5
um02494 C25um?219G Rho2 GTP binding protein 3 1
um02542 C76uml154G h.p. 2 3
um02755 C10uml74G c.h.p. 2 1
um03144 W70um083G probable clathrin-associated adaptor complex 11 5
medium chain
um03172* W10um240G RDbf1 - related to Zinc finger protein 12 3
um03172* W11lum240G RDbf1 - related to Zinc finger protein 27 3
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Anhang

Pheromon- Anzahl
Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation regulation  PREs
um03315 C30um077G serine/threonine protein kinase B-related 4 2
Ukbl
um03317 C20um077G related to PRM1 - Pheromone-regulated mul- 18 4
tispanning membrane protein
um03355 C25um076G related to ERV25 - component of the COPII- 2 1
coated vesicles
um03615 W15um272G related to Glucose oxidase 3
um03704 W50um130G c.h.p. 3 3
um03783 C10um140G c.h.p. 3 3
um03973 W35um055G related to serine/threonine protein kinase 3
um03980 C70umO055G c.h.p. 3 2
um04249 C50uml167G probable beta-adaptin 2
um04317 C50um226G c.h.p. 2 1
um04364 W15um008G probable EXG1 - Exo-1,3-beta-glucanase -6 1
precursor
um04386 C70uml145G h.p. 17 6
um04411 W30um258G related to CEF1 - required during G2/M tran- 3 1
sition
um04415 C15um258G c.h.p. 2 1
um04417 C5um258G probable CRNL1 - a coronin, that promotes ac- 2 1
tin polymerization and crosslinking to micro-
tubules
um04655 C55um112G c.h.p. -2 1
um04698 UG13-15m13- c.h.p. 30 4
73d11
umo04771 C22um278G related to potassium:hydrogen antiporter 2
um04791 W31uml88G related to to G1/S-specific cyclin -39
um04798 C60um188G h.p. 4 1
um04808 W110uml188G related to serine/threonine protein kinase -3
um04954 W10um155G h.p. 8 1
um05036 C45um069G related to endo-1,3(4)-beta-glucanase 3
um05117 W105um133G p.p. 3 1
um05201 C35um199G c.h.p. -4 1
um05315 C50umi125G conserved hypothetical Ustilago-specific pro- 3 2
tein
um05348 W55um007G related to RAML1 - protein farnesyltransferase, 7 3
beta subunit
um05356* C25um007G h.p. 12 6
um05356* C23um007G h.p. 10 6
um05567 W55um182G probable ATG8 - essential for autophagy 3
um05764 C85um257G related to Malic acid transport protein -2
um06071 C140um075G related to Para-nitrobenzyl esterase 17
um06212 W85um085G related to SSN8 - DNA-directed RNA poly- 3 1
merase Il holoenzyme and SRB subcomplex
subunit, cyclin C homolog
um06381 C80umO071G 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
uml1l0093 W44um283G p.p. 45 3
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Anhang

Pheromon- Anzahl
Nummer Sondenreihe MUMDB-Annotation regulation  PREs
um10104 W5uml166G probable GCY1 - galactose-induced protein -2 1
of aldo/keto reductase family
um10139 W35um026G probable pantoate—beta-alanine ligase 3
uml10164 W37um070G related to E2 ubiquitin-conjugating enzyme -3
um10177 W80uml133G Guanine nucleotide-binding protein alpha-1 3 3
subunit
um10326 W20um023G probable Mannose-1-phosphate guanylyl- -6 1
transferase
um10339 W70um053G related to fatty acid synthase, beta and alpha -7 3
chains
um10414 C70uml167G c.h.p. -4 1
um10491 W51um130G p.p. 61 6
um10492 C45uml130G h.p. 3 1
um10528 W40um030G related to STE6 - ABC transporter 6
um10736 W70um088G probable NUC1 - dna/rna non-specific -2 1
nuclease, mitochondrial
um10765 C130um220G related to Ribonuclease H 2
um10838 W25um077G h.p. 10 4
um10988 W2um212G probable clathrin coat assembly protein apl17 4
um11190 W156um005G  p.p. 4 1
uml11228 C83um085G related to CAAX prenyl protease 2 3
uml1606 W20um280G p.p. 7 2
uml11658 CLUSTERG67 HMG-box protein Hmg3 22 4
uml1l672 W115um227G related to Protein farnesyltransferase alpha 5 2
subunit
umll706 W210uml1l69G p.p. 4 2
uml11953 W110um079G related to STE23 - Metalloprotease involved 4 1

in a-factor processing
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Anhang

6.3 Ubersicht der Daten auf der beiliegenden CD

Ordner 1: Microarray-Daten

Die vollstandigen Dateriégze sind im dChip-Format angegeben. Die jeweiligen Re@ikatd

durch die Erweiterungl und_2 gekennzeichnet.

Tabelle 9: Die Microarray-Daterétze

Nr.  Stamm Pheromon Dateiname
1) FBlprfr UMa289dmso
( P

2) FBiprfr UMa289a2

( P

3) FBiprfreMA UMa86.dmso
( p

(4) FBlprfreMA UMa86 a2

(5) FB1prf1ePD/MA UMa370.dmso

Ordner 2: Auswertungstabellen (Excel)

Tabellen der verschiedenen Experimentabgleiche (erdteith das Programm dChip):

289dmsavs 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.

86dmsavs.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).

86vs37Qdmso (3) gegen (5); Angabe der Werte der als differentiell

reguliert gefilterte Sondenreihen (insgesamt 73).
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