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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Filamentdse Pilze reagieren auf eine Vielzahl von Umweltsignalen. Einer davon ist
Licht, der wichtige Informationen Uber Habitat, Orientierung und Tageszeit liefert.
Mit der wachsenden Zahl verfliigbarer Genome, konnten eine Reihe verschiedener
Rezeptoren identifiziert werden. Die dominierende Lichtqualitat ist bei den
meisten Pilzen blaues Licht. Die phototropinahnlichen White Collar Proteine sind in
diesen Pilzen fur die Blaulichtperzeption verantwortlich und inzwischen sehr gut
charakterisiert. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in Aspergillus nidulans das
White Collar System physisch und funktionell mit Phytochrom interagiert.

Phytochrom interagierte dartber hinaus mit Velvet, einem zentralen Regulator
des Sekundarmetabolismus. Beide Lichtrezeptorsysteme kontrollieren die
Regulation von Sterigmatocystin und Penicillin in entgegengesetzter Weise.
Wahrend Phytochrom die Penicillinsynthese aktiviert, hemmt es die Bildung von
Sterigmatocystin. Der Einfluss der White Collar Proteine ist gerade umgekehrt. Der
unterschiedliche Einfluss beider Systeme auf die subzelluldre Lokalisation von
Velvet ist offenbar fur diesen Effekt verantwortlich.

Der Einfluss des Lichts auf die Synthese von Sterigmatocystin hangt
malfdgeblich von der verflgbaren Kohlenstoffquelle ab. Im Licht braucht es doppelt
so viel Glukose um die Mycotoxinsynthese zu induzieren, als im Dunkeln. cAMP
konnte als Regulator fir diesen Effekt ausgeschlossen werden.

Licht ist ein wesentlicher Faktor zur Kontrolle der sexuellen und asexuellen
Entwicklung. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Licht mit der
Sporenkeimung auch den Beginn des Lebenszyklus von A. nidulans kontrolliert.
Dunkelrotes Licht verzdgert die Keimung um mehrere Stunden. Interessanterweise
ist ausschlief3lich das Erscheinen des Keimschlauches von dieser Verzdgerung
betroffen, die isotrope Wachstumsphase und der Zellzyklus bleiben unberihrt. Mit
Licht konnte damit zum ersten Mal ein Umweltfaktor beschrieben werden, der die
Etablierung der polaren Achse in einem filamentdsen Pilz reguliert. Dieser Effekt
wurde genutzt, um durch differentielle Expressionsanalyse Gene zu identifizieren,
die in der friihen Phase der Zellpolarisierung exprimiert werden.

Die Untersuchung der Rezeptormutanten ergab, dass neben Phytochrom ein
weiterer Sensor fUr rotes Licht existieren muss. Es konnte gezeigt werden, dass
maoglicherweise ein Opsin diese Rolle tbernimmt.
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2 Einleitung

2.1 Lichtwahrnehmung bei Pilzen

Pilze sind saprophytische Organismen und nicht in der Lage, das Licht der Sonne
als Energiequelle zu nutzen. Wie alle heterotrophen Organismen leben sie von der
Verwertung energiereicher Verbindungen, die phototrophe Organismen zuvor
aufgebaut haben. Dennoch besitzen Pilze die Fahigkeit Licht wahrzunehmen und
das weit effizienter als die blof3e Unterscheidung zwischen Hell und Dunkel, Tag
und Nacht. Sie ,sehen’ Licht Giber das gesamte Spektrum, von ultraviolettem bis hin
zum nahen Infrarotlicht. Die Spanne der wahrnehmbaren Intensitaten reicht dabei
Uber mehre GrolRenordnungen, vom Licht der Dammerung bis hin zu voller
Sonneneinstrahlung. Es ist offensichtlich, dass fir diese Fahigkeiten ein
hochentwickeltes Rezeptorsystem notwendig ist. Tatsachlich findet man in Pilzen
eine ganze Reihe unterschiedlicher Lichtsensoren, die auch in Prokaryoten,
Pflanzen oder Tieren zu finden sind (Idnurm & Heitman, 2005). Warum verwenden
Pilze solch grof3e Anstrengungen darauf, Licht wahrzunehmen?

Licht ist ein allgegenwartiges Signal, das allen Lebewesen wichtige
Informationen Uber ihren Aufenthaltsort, ihre Umgebung und Orientierung sowie
die Tageszeit liefern kann. Ein besonderes Merkmal filamenttser Pilze ist ihr
unbegrenztes Spitzenwachstum, sie kdnnen so ernorme Substratflachen besiedeln.
Dennoch sind Pilze sessile Organismen, die auf die ErschlieBung neuer
Lebensraume angewiesen sind. Dazu bilden sie grof3e Mengen Sporen, die von
Wind, Wasser und Tieren verbreitet werden. Im Falle von Aspergillus nidulans
(teleomorph Emericella nidulans) sind das sogenannte Konidiosporen, mitotisch
gebildete, einkernige, haploide Sporen, die bei guten Wachstumsbedingungen
weniger als zwei Tage bis zur Reife bendtigen. Diese Sporen eignen sich
hervorragend zur Verbreitung, sie sind allerdings nicht sehr ausdauernd. Die
Produktion ergibt also vorrangig dann Sinn, wenn sich der Pilz an einer
exponierten Oberflache befindet. Genau dafur ist Licht ein adaquates Signal.
Dunkelheit signalisiert dem Pilz, dass er sich verborgen in der Erde befindet. Das
fuhrt zu einem Strategiewechsel, statt der Besiedelung entfernter Habitate steht

nun die Erhaltung des bestehenden auf der Agenda. Der Pilz wechselt in die



Einleitung

sexuelle Entwicklung, fir die er nicht zwingend einen Partner braucht
(Homothallie), und produziert nun vorrangig meiotische Ascosporen. Deren
Eigenschaften passen weit besser zu verborgenen Standorten wie etwa im Boden.
Sie sind ausdauernd und auch nach Jahren noch lebensféhig. Sie halten somit das
Habitat auch wenn das vegetative Myzel abstirbt.

Im Labor lassen sich die beiden Entwicklungsstadien leicht unterscheiden. Die
asexuellen Konidiosporen geben der Kolonie sehr schnell ein grines
Erscheinungsbild. Gelbe Punkte von einigen Zehntel Millimetern Durchmesser
zeigen die beginnende sexuelle Entwicklung an. In diesen Nestern von sogenannten
Huallezellen reift der metallisch-schwarze, geschlossene Fruchtkorper, das

Kleistothezium, heran.

Abbildung 1: Entwicklungsstadien von A. nidulans

Eine etwa vier Tage alte A. nidulans Kultur, die bei Umgebungslicht kultiviert wurde. Das griine
Erscheinungsbild entsteht durch lange Ketten asexueller Konidiosporen. Kleine Hyphennester
aus Hullezellen zeigen die beginnende sexuelle Differenzierung an. In diesen Nestern wird der
Fruchtkdrper heranreifen. Rechts sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines
Konidiophors mit langen Sporenketten zu sehen sowie ein reifes Kleistothezium, umgeben von
Hyphen und den dicken, vesikelartigen Hillezellen.

REM Bilder aus Blumenstein et al., 2005

Ahnliche als Photomorphogenese bezeichnete Prozesse findet man bei vielen
Pilzen in verschiedenen Phyla (Abb. 2). Der Basidiomycet Coprinopsis cinerea bildet
nur im Licht reife Fruchtkorper aus. Bei dem Erreger der Kryptokokkose,
Cryptococcus neoformans, dagegen wird das Mating und die Produktion von
Basidiosporen durch blaues Licht unterdrickt (Idnurm & Heitman, 2005).

Die Aktivierung der Carotinoidsynthese in Neurospora crassa durch Licht und
der Phototropismus der Fruchtkdrper von Phycomyces blakesleeanus dienen seit

Langem als Modell fur die Reaktionen von Pilzen auf Blaulicht (Cohen & Delbriick,
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1958; Linden et al, 1997). Wahrend blaues Licht in den meisten Pilzen am
effektivsten ist, reagiert Alternaria tomato auf nahes Ultraviolettlicht und in A
nidulans dominiert die Rotlichtantwort (Blumenstein et al, 2005; Kumagai & Oda,
1969).

Phylum Organismus
Zygomycota Phycomyces blakesleeanus Dunkel Licht
Photocarotenogenese

Induktion der Carotinoidbiosynthese durch
Licht

Photomorphogenese
Inhibition der Bildung von Mikrophoren

Phototropismus
Die Markophoren biegen sich zum Licht

Ascomycota Neurospora crassa |

Photocarotenogenese
Induktion der Carotinoidbiosynthese durch
Licht

Zirkadiane Uhr
Die zirkadiane Uhr wird durch Licht gestellt

Basidiomycota Coprinopsis cinerea |

Photomorphogenese
Die Reifung der Fruchtkérper benétigt Licht

Cryptococcus neoformans |

Photomorphogenese
Mating und die Bildung von Basidiosporen
wird im Licht unterdriickt

Abbildung 2: Lichtantworten in verschiedenen Pilzen

Die Farbung des Myzel im Licht durch Carotinoide bei N.crassa und P. blakesleeanus ist ein
auffalliger Prozess und wurde daher schon friih untersucht. Der Zygomyzet bildet lichtabhangig
unterschiedliche Sporangiophoren, Mikro- oder Macrophoren (Corrochano & Cerda-Olmedo, 1992).
Die Makrophore biegen sich phototrop. Die innere Uhr von N. crassa stellt sich nach dem Tag/Nacht-
Rhythmus, Licht spielt dabei die wesentliche Rolle (Collett et al., 2002). Bei den Basidiomyceten ist
haufig die Fruchtkdrperbildung lichtabhangig.
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2.2 Phytochrome als molekulare Lichtschalter

Borthwick et al. beschrieben 1952, dass die Samenkeimung von lichtkeimenden
Nutzpflanzen nach Bestrahlung mit Licht, mit einem Wirkungsmaximum bei
650 nm, induziert werden kann. Nach einer erneuten Bestrahlung mit Licht der
Wellenldnge 730 nm wurde jedoch dieser Induktionseffekt wieder revertiert. Im
Jahr 1959 wurde die erfolgreiche Isolierung eines photoreversiblen Pigments aus
Pflanzen beschrieben, welches in zwei Formen auftretend sowohl Rotlicht als auch
dunkelrotes Licht absorbiert (Butler et al, 1959). Im Laufe der Zeit zeigte sich, dass
dieses Lichtreaktionssystem eine Reihe weitere photomorphogenetische Prozesse
in der Pflanze steuert, wie BlUteninduktion, Hypokotylwachstum und
Schattenvermeidung.

In Arabidopsis thaliana wurden Gene fir 5 Phytochrome mit den
Bezeichnungen phyA-E  gefunden, die sich in  Absorptionsverhalten,
Proteinstabilitat,  lichtabhangiger  Lokalisation und  Signaltransduktion
unterscheiden (Whitelam et al., 1998). Phytochrome sind l6sliche Pigmente mit
einer Masse von 120-150 kDa. Sie liegen als Homodimer vor und binden als
chromophore Gruppe mehr der weniger stark reduzierte, lineare Tetrapyrrole. Bei
Pflanzen ist es das Phytochromobilin (P®B), Phycocyanobilin (PCB) wird von den
Cyanobakterien gebunden (Wu et al, 1997). Phytochrome existieren in zwei
ineinander Uberfuhrbaren Konformationen mit unterschiedlichen spektralen
Eigenschaften: Die Pr-Form besitzt ein Absorptionsmaximum bei ca. 660 nm, die
Pfr-Form  hingegen bei 730nm  (Abb.3). Die Verschiebung des
Absorptionsmaximums wird durch eine Z/E-Isomerisierung der Doppelbindung
zwischen Ring C und D des P®B verursacht (Rudiger et al., 1983). Die strukturelle
Veranderung des Chromophors zieht eine Konformationsdénderung des Proteins
nach sich, was letztlich den Signal-Output bedingt. Neben dem
Absorptionsmaximum im roten Licht weisen Phytochrome ein zweites Maximum
im blauen Spektralbereich auf. Auch hier unterscheidet sich die Pfr-Form von der
Pr-Form: Die erste bildet den Peak bei ca. 400 nm, die zweite bei ca. 370 nm.
Phytochrome werden in der Pr-Form synthetisiert. In den meisten Féallen fuhrt
rotes Licht zu einer Reaktion in der Pflanze, die von dunkelrotem Licht unterdruckt
werden kann. Daher wird die Pfr als die biologisch aktive Konformation angesehen.

Da sich die beiden Absorptionsspektren tberlappen, stellt sich abhangig von den
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Lichtbedingungen ein ,Photogleichgewicht’ zwischen Pr und Pfr-Konformation ein.

Dieses Verhaltnis bestimmt den Signal-Output des Phytochroms.

| | = | L
300 400 500 600 700 800
Wovelength [am]

Abbildung 3: Phytochromobilin und Absorptionsspektrum des PhyB aus A. thaliana

A Rotlicht und dunkelrotes Licht fiihren zu einer Z/E-lIsomerisierung der Doppelbindung

zwischen den Ringen C und D des Phytochromobilins. B Dies fiihrt zu einer

Komformationsanderung des Proteins und zu unterschiedlichen Absorptionsspektren.

Absorption von Rotlicht Gberflihrt das Protein in die Pfr-Konformation und verschiebt das

Absorptionsmaximum ins Langwellige. Dunkelrotes Licht stellt die Pr-Form wieder her.
Die meisten Phytochrome verlieren im Dunkel ihre Aktivitat und fallen zurtck in
den Grundzustand, einen Vorgang den man als Dunkelreversion bezeichnet. Dies ist
kein rein thermodynamischer Prozess, wie lange Zeit angenommen wurde, sondern
ist offensichtlich reguliert (Nagy & Schafer, 2002). Fortsatze am N-Terminus (NTE,
N-terminal extention) stabilisieren die aktive Pfr-Form von Hafer-Phytochrom

(Cherry et al., 1992).

2.2.1 Die modulare Architektur der Phytochrome

Das photosensorische Modul ist bei allen Phytochromtypen aus den drei Domanen
P2, GAF und PHY zusammengesetzt (Ponting & Aravind, 1997; Wu & Lagarias,
2000). Die P2-Doméne gehoért zur PAS-Superfamilie, die ihren Namen drei
Proteinen verdankt, in denen man sie beschrieben hat: perodic clock (PER) aus
Drosophila melanogaster, aromatic hydrocarbon receptor nuclear translocator
(ARNT) aus Saugern und single-minded (SIM) ebenfalls aus Drosophila (Ponting &
Aravind, 1997). PAS-Domanen sind weit verbreitete Sensordoménen, die in
Archéden, Bakterien und Eukaryoten gefunden wurden. Sie detektieren ihre
jeweiligen Signale mit Hilfe gebundener Cofaktoren wie Ham, Flavine oder 4-
Hydroxycinnamyl. Dariber hinaus sind sie haufig an Protein-Protein Interaktionen
beteiligt (Briggs, 2007).
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GAF-Doménen sind bekannt dafiir kleine, planare, aromatische Liganden zu binden,
darunter Tetrapyrrole, Flavine und Nukleotide. Man findet sie in Enzymen wie der
cGMP-spezifischen Phosphodiesterase, der cyanobakteriellen Adenylatzyklase
sowie in der Formatdehydrogenase von E. coli (Aravind & Ponting, 1997). PAS und
GAF Domanen zeigen strukturelle Ahnlichkeiten. Gemeinsam mit der PHY Doméne
(Phytochrom) gehen alle drei auf einen gemeinsamen Vorfahren zurick
(Montgomery & Lagarias, 2002). Pflanzen besitzen zuséatzlich eine serinreiche P1-
Domaéne, die als Autophosphorylierungsstelle dient. Daher werden Pflanzen als
Serin/Threonin Kinasen betrachtet. Inwiefern die Kinaseaktivitat fur die Funktion
der Phytochrome relevant ist, ist noch unklar (Nagy & Schéfer, 2002)

Das Output-Modul ist in den verschiedenen Organismengruppen variabler
gestaltet. Allen gemeinsam ist eine Histidinkinase-d4hnliche Doméne (HKRD). Bei
Synechocystis Cphl und Agrobacterium tumefaciens Agpl ist diese Kinase
lichtreguliert (Lamparter et al., 2002; Yeh et al., 1997). Die HKRD bilden zusammen
mit Responseregulatoren Zweikomponentensysteme zur Signaltransduktion.
Externe Stimuli induzieren Autophosphorylierung an einem konservierten Histidin.
Die Phosphorylgruppe wird in der Folge auf einen Aspartatrest des
Responseregulators tUbertragen. Bei den Pilzen ist dieser Teil des Phytochroms, bei
Bakterien wird er haufig im gleichen Operon codiert (Bhoo et al, 2001; Vuillet et
al, 2007). Als dritte Komponente des Operons kann oft eine Hamoxygenase
identifiziert werden (Bhoo et al., 2001). Diese vermittelt die Umwandlung von Ham
in Biliverdin.

Bei Pflanzen ist das Output-Modul um zwei PAS Domanen erweitert, die
Interaktionen mit anderen Signalkomponenten vermitteln (Fankhauser, 2001; Yeh
& Lagarias, 1998). Der Histidinkinase fehlt die namensgebende, konservierte
Aminosdure, so dass die N-terminale Serin-Threonin-Kinase die

Autophosphorylierung tbernimmt (Bhoo et al., 2001).

2.3 Phytochrom in Pilzen
Schon zu Beginn der 30er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts wurden erste
Untersuchungen zur Lichtwahrnehmung in Pilzen unternommen. Da in den

meisten Pilzen die Lichtreaktionen auf blaues Licht zurtick gehen, lag der Fokus
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zunéchst dort (Dillon Weston, 1931). Erst in den Sechzigern wurde erkannt, dass
auch Rotlicht perzipiert wird. In Botritis cinerea und A. solani wird die Sporulation
durch blaues Licht unterdrickt. Folgt daraufhin Beleuchtung mit Rotlicht, beginnt
die Sporenbildung und der Blaulichteffekt ist hinféallig (Lukens, 1965; Tan, 1974).
Damit waren erste Hinweise fUr einen Rotlichtrezeptor gegeben, um welche Art es
sich dabei handelt war aber noch véllig offen.

Vor rund 50 Jahren konnte Klein et al zeigen, dass in N. crassa ein, den
Phytochromen aus Pflanzen @hnlicher, molekularer Schalter existiert. Die Rate der
induzierten  Mutationen  durch  Rontgenstrahlung lie@  sich  durch
Rotlichtbehandlung (660 nm) deutlich reduzieren. Dieser schitzende Effekt war
durch Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 730 nm reversibel (Klein & Klein,
1963). Dies war der erste Hinweis auf ein Phytochrom aul3erhalb des
Pflanzenreichs. In der Hefe Candida guilliermondii wurde einige Jahre spater ein
ahnlicher Effekt beschrieben (Fraikin et al, 1976). Hier wurde UV-Strahlung als
mutagenes Agens verwendet. Die Sterberate der Hefe liel3 sich deutlich verringern
durch anschlieRende Rotlichtbehandlung. Durch langerwelliges Rotlicht war auch
dieser Effekt revertierbar.

In dem Schleimpilz Physarum polycephalum wurde im Jahre 2001 ein Pigment
spektroskopisch nachgewiesen, dass durch Rot- bzw. Dunkelrotbelichtung in zwei
Konformationen mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima Uberfihrbar ist
(Lamparter & Marwan, 2001). Diese Photokonversion hatte groRe Ahnlichkeit mit
der von Haferphytochrom. Damit war die Existenz von Phytochromen in nicht-
pflanzlichen Eukaryoten bewiesen, eine molekulare Charakterisierung fand
allerdings noch nicht statt.

Im Jahre 2001 konnten  Teilsequenzen mit  Ahnlichkeit zu
Bakteriophytochromen in N. crassa und A. fumigatus nachgewiesen werden (Bhoo
et al., 2001). Fur A. nidulans wurde bereits 1990 ein Phytochrom vorgeschlagen
(Mooney & Yager, 1990). Rotlicht induziert die Sporulation, kann jedoch durch
sofortige dunkelrote Beleuchtung unterdrtckt werden. Es dauerte noch bis 2005
als Blumenstein et al. in unserem Labor das erste, fur ein Phytochrom codierende
Gen in einem Pilz identifizieren und molekulare Untersuchungen anstellen konnten
(Blumenstein et al., 2005). Es konnte gezeigt werden, dass das Phytochrom FphA

(fungal phytochrome A) aus A. nidulans ein Rotlichtsensor ist, der nach heterologer
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Expression in E. coli Biliverdin als Chromophor bindet. Das aus 1280 Aminosauren
aufgebaute Protein lokalisiert als Dimer vorwiegend im Cytoplasma und
unterdrickt effektiv die sexuelle Entwicklung im Rotlicht. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass es sich bei FphA um eine funktionelle Sensorkinase mit
rotlichtabhangiger Autophosphorylierungsaktivitat handelt. Durch
TAansphosphorylierung geht die Phyosphgrylgruppe auf den Responseregulator
Uber (Brandt et al., 2008). Sogar retrograder Transfer von dem Phosphotransmitter
YpdA zum Phytochrom ist mdoglich, was auf die Beteiligung an komplexen
Phosphorelaysystemen hindeutet (Azuma et al., 2007). Eine rund 170 Aminosauren
lange N-terminale Verlangerung (NTE) stabilisiert FphA in der Pfr-Form, so dass

praktisch keine Dunkelreversion stattfindet (Brandt et al., 2008).

Photosensorisches Modul  Signal-Output Modul {
FEnEOuPLtMod, L=
—D ) o B —
P2 GAF  PHY HKRD RRD —

Pflanzen —{_

P1 P2 GAF  PHY PAS-A  PAS-B  HKRD %

P2 GAF  PHY HKRD RRD [—l

Cyano-
bacteria ‘
P2 GAF  PHY HKRD RRD H [

Abbildung 4: Die Doméanenstruktur und Verwandtschaft verschiedener Phytochrome

A Das photosensorische Modul ist bei Pilzen, Pflanzen und Bakterien identisch aufgebaut. P2 ist eine
PAS Domane und bindet bei Pilzen und Bakterien den Chromophor tber ein konserviertes Cys. Bei
Pflanzen und Cyanobakterien geschieht dies mit der GAF Doméne. Das Output-Modul enthalt in allen
Fallen eine Histidin Kinase (HKRD). Bei Pflanzen fehlt das konservierte His, hier zeigt allerdings der
N-Terminus (P1) Ser/Thr-Kinaseaktivitit. B Obwohl Pflanzen mit den Cyanobakterien die
Bindestelle teilen, sind sie doch ndher mit den heterotrophen Bakterien verwandt. Die Phytochrome
der Pilze gehen auf einen Vorfahren dieser nicht-photosynthetischen Bakterien zurtick.

Obwohl in N.crassa alle bislang bekannten Lichtantworten auf blaues Licht
zurickgehen finden sich gleich zwei Phytochromsequenzen im Genom. Zumindest
fur phy-2 konnte gezeigt werden, dass es in vitro Biliverdin bindet und daraufhin
die Phytochrom-typische Photokonversion durchfuhrt. Die Expression von phy-1
unterliegt der zirkadianen Rhythmik, ansonsten werden beide Gene unabhangig

vom Licht reguliert. Die Deletion beider Phytochrome hatte keinen erkennbaren
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Phanotyp zur Folge, was ihre Funktion weiter im Unklaren lasst (Froehlich et al.,
2005).

Cheomephor Bindestolle His der Hig-Kinase Asp des Responsraguidions
P x «
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Abbildung 5: Sequenzvergleich wesentlicher Bereiche verschiedener Phytochrome

Vertreter der Pilze (in braun) und Bakterien (in purpur) besitzen das gleiche konservierte Cys
zur Bindung des Chromophors. Dies ist in beiden Féllen Biliverdin. Die Bindestelle der Pflanzen
(in grin) ist identisch mit der von Cyaobakterien (in blau). Das His der Histidin-Kinase ist bei
pflanzlichen Phytochromen kaum konserviert. Das essentielle Aspartat ist bei allen
Responseregulatoren erhalten.

Inzwischen konnten in nahezu allen  verflgbaren Pilzgenomen
Phytochromsequenzen identifiziert werden (Karniol et al, 2005). In Pflanzen ist
der Chromophor als Thioether an ein konserviertes Cystein in der GAF Domane
gebunden (Abb. 4). In A. nidulans ist an dieser Stelle allerdings ein Isoleucin (I-503).
Ein Alignment verschiedener Phytochromesequenzen aus Pilzen bringt ein anderes
konserviertes Cystein zu Tage (C-195), das als Chromophorbindestelle in Frage
kommt (Abb.5). Tatsachlich verhindert die Mutation zum Alanin (C195A) die
Bindung des Chromophors in vivo (Blumenstein et al, 2005). Interessanterweise
teilen Pilz-Phytochrome diese Bindestelle mit nichtphototrophen Bakterien.
Cyanobakterien jedoch binden den Chromophor, wie Pflanzen auch, mit der GAF-
Domane.

Daraus lief3e sich schlie3en, dass die Phytochrome von Pilzen und Bakterien
inklusive Cyanobakterien auf einen gemeinsamen Vorfahren zurick gehen.
Cyanobakterien haben im Lauf der Evolution die Bindestelle fir den Chromophor
gewechselt, von der GAF zur P2 Doméne. Durch horizontalen Gentransfer haben in

der Folge Pflanzen dieses Gen Ubernommen und weiter evolviert. (Herdman et al.,
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2000; Yeh & Lagarias, 1998). Allerdings sind die Pflanzenphytochrome naher mit
den nichtphototrophen Bakterien verwandt als mit Cyanobakterien (Abb. 4).

Lamparter sieht in der gemeinsamen Bindestelle keine Evidenz flr einen
gemeinsamen Vorfahren, sondern eine Folge verdnderter Chromophore: nach
Endosymbiose eines Cyanobakteriums standen dem Pflanzenvorfahren plétzlich
Bilinreduktasen zur Verfigung wo es vorher nur eine Himoxygenase gab. Mit den
nun veranderten Chromophoren ergab sich der Wechsel der Bindestelle hin zur
GAF Domaéne. Bei den cyanobakteriellen Phytochromen gab es diese Notwendigkeit
aufgrund der modifizierten Biline schon friher. Nach der Endosymbiose sind dem
neuen Organismus allerdings nur die Reduktasen geblieben, die Phytochromgene

des Endosymbionten sind verschwunden (Lamparter, 2004).

2.3.1 Ein Phytochrom ist nicht genug

Das Pytochrom in A. nidulans unterdruckt die sexuelle Entwicklung im Rotlicht. Die
Deletion des Phytochroms fihrt daher zu einer verminderten Repression des
sexuellen Zyklus im Licht. Allerdings produziert der AfphA-Stamm im Rotlicht nur
10 % der Kleistothezien im Vergleich zu Dunkel (Blumenstein et al., 2005). Rotlicht
fuhrt also weiterhin zu einer drastischen Reduktion der sexuellen Entwicklung. In
dieser Arbeit wurden weitere Hinweise fur die Notwendigkeit eines zweiten
Rotlichtrezeptors gefunden. Da die bis dato bekannten Phytochromsequenzen sehr
charakteristisch sind, musste sich ein weiteres Phytochrom ohne Schwierigkeiten
im Genom identifizieren lassen. Dies ist aber nicht der Fall. Im Rahmen dieser

Arbeit wurde versucht den verantwortlichen Rotlichtrezeptor zu identifizieren.
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2.4 Die Lichtregulatoren in A. nidulans

2.4.1 Das velvet-Protein
In A. nidulans wurde in den letzten Jahren eine ganze Reihe verschiedener Proteine
mit der Lichtwahrnehmung und Signaltransduktion in Verbindung gebracht. Die
Entdeckung des ersten Faktors ist der Bequemlichkeit der fruhen Aspergillus
Forscher zu verdanken, die tUber 50 Jahre lang eine Mutation im veA-Gen in ihren
Laborstammen bewahrten. Diese veA1-Mutante sporuliert spontan im Dunkeln und
braucht keinen Lichtreiz, was die Arbeit mit dem Organismus einfacher machte
(Kéfer, 1965). Die Mutation ist im Startkodon lokalisiert und fuhrt zu einem
aminoterminal um 36 Aminosauren verkirzten Protein (Kim et al., 2002). Stinnet
(2006) konnten

Kernlokalisierungssequenz

in eben diesem Teil eine
VeA::GFP

hauptsachlich im Kern, wahrend VeAl::GFP ausschliel3lich cytoplasmatisch zu

et al zeigen, dass sich

befindet. Entsprechend lokalisierte

finden war. Die veranderte Lokalisation des Proteins ist offensichtlich die Ursache

fur die Unabhéangigkeit der

Sporulation vom Licht.

Der veA Deletionsstamm zeigt

G LreB noch drastischere

VipA Phanotypen. Diese Mutante ist
NTDA nicht mehr in der Lage das

T O . CryA Mycotoxin  Sterigmatocystin

e —— Ver zu produzieren (Kato et al,
2003). AulRerdem produziert

Abbildung 6: Komponenten der Lichtregulation sie keine Fruchtkorper,
In A. nidulans konnten inzwischen eine Reihe von Proteinen | ghwohl die Expression der

mit der Lichtperzeption und -regulation in Verbindung
gebracht werden. Rotlicht wird vom Phytchrom (FphA)
detektiert, blaues Licht von dem white collar Homologen
LreA sowie vom Cryptochrom. VeA ist der zentrale
Regulator, der eine Reihe lichtabhangiger Prozesse steuert.
Fir VipA und das Opsin NopA gibt es erste Hinweise fiir
eine Beteiligung an der Lichtregulation.

faktor briA stark hochreguliert.

essentiellen  Transkriptions-
faktoren nsdD und steA kaum
beeintrachtig ist. Allerdings ist

der ,asexuelle’ Transkriptions-

Das velvet-Protein hat keinerlei Homologie zu anderen bekannten Proteinen und so

ist die molekulare Funktion noch immer unklar, obwohl es seit einiger Zeit intensiv
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untersucht wird. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass VeA and mit dem a-
Importin KapA und einem Velvet-like Protein VelB interagiert. Weit interessanter
noch ist die physische Interaktion von VeA mit dem zentralen Regulator des
Sekundarmetabolismus, LaeA (Bayram et al, 2008b). LaeA steuert als
Methyltransferase unter anderem die Zuganglichkeit der Sterigmatocystin und
Penicillin Gencluster (Bok & Keller, 2004).

2.4.2 Der velvet-Interaktionspartner VipA

Kap-Hoon Han konnte einen weiteren Interaktionspartner des velvet-Proteins
identifizieren, das velvet interacting protein A oder VipA (personliche Mitteilung).
Dieses Protein gehort mit seiner FAR1 Domane in eine Familie pflanzlicher
Proteine, die FAR1 related proteins. Darunter sind die neuartigen
Transkriptionsfaktoren Fhyl (farred elongated hypocotyl 3) und Farl (far red
impaired respose 1). Sie interagieren in A. thaliana mit dem priméren
Photorezeptor fir Dunkelrotantworten in hoheren Pflanzen, dem Phytochrom A.
Mithilfe seiner Kernlokalisierungssequenz transportiert Fhyl Phytochrom A in den
Kern, was die dahnlichen Phanotypen der Mutanten erklart (Hiltbrunner et al,
2006). Die charakterisierende Doméane hat hohe Ahnlichkeit mit Mutator-
Transposasen einschlie3lich der N-terminalen Cys:His>-Zinkfingerdoméane. Ob
VipA tatsachlich DNA binden kann ist nicht geklart. Microarray Analysen, die mit
einem AvipA-Stamm in Sud-Korea durchgefuhrt wurden, zeigen zumindest deutlich
veranderte Expressionsmuster (Kap-Hoon Han, personliche Mitteilung). Genaueres
allerdings ist noch nicht bekannt. Darlber hinaus konnte bis kurzlich kein
Phanotyp fur die Mutante beschrieben werden. In dieser Arbeit konnte zum ersten
Mal ein Entwicklungsprozess in A. nidulans beschrieben werden, der von VipA

reguliert wird und im Zusammenhang mit der Rot/Dunkelrot Perzeption steht.

2.4.3 Das Blaulichtrezeptor-System

Neben Rot- und Dunkelrotlicht perzipiert A. nidulans auch blaues Licht. Daftr
stehen zwei unterschiedliche Systeme zur Verfigung. Eines davon besteht aus
Homologen des am besten charakterisierten Lichtrezeptorsystems in Pilzen. Es
handelt sich um die White Collar Proteine WC-1 und WC-2 aus N. crassa (Ballario et
al, 1996; Harding & Melles, 1983), die in A. nidulans LreA und LreB (light

regulator) bezeichnet werden (Michelle Schoser, Dissertation). In N. crassa gehen
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alle Lichtantworten, wie Carotinoidbiosynthese, Protoperithezienbildung, asexuelle
Sporulation, usw. auf blaues Licht und die White Collar Proteine zurtick (Liu et al.,
2003).

Die Proteine WC-1 und WC-2 sowie ihre Homologe in A. nidulans LreA und
LreB zeichnen sich durch Doménen aus, die gleicher Abstammung sind wie die des
photosensorischen Moduls von Phytochromen, ndmlich die PAS (Per, Arnt, Sim)
Doméanen (Abb.6). LreA (WC-1) besitzt eine spezielle PAS-Variante, die LOV
Domane, die in Sensorpoteinen gefunden wird, die auf Licht, Sauerstoff oder
elektrische Spannung (Light, Oxygen, Voltage) reagieren (Huala et al, 1997).
Andere prominente Vertreter sind die Phototropine der Pflanzen. Diese besitzen
zwei LOV Doménen gefolgt von einer Serin-Threonin-Kinase Einheit. Pflanzen
binden Flavinmononukleotid (FMN) als Chromphor, bei N. crassa wurde hingegen
Flavindinukleotid (FAD) nachgewiesen (Froehlich et al., 2002).

LreA und LreB haben an Stelle der Kinase einen Zinkfinger vom GATA-Typ was
maogliche Aktivitat als Transkriptionsfaktor vermuten lasst. In N. crassa konnte die
Aktivierung der Transkription lichtinduzierter Gene durch Bindung des White
Collar Complex (WC-1 und WC-2) an bestimmte Promotorregionen (light response
elements) gezeigt werden (Froehlich et al., 2002; He et al., 2002). Eines dieser Gene
ist frq (frequency), welches das zentrale Element der zirkadianen Uhr darstellt
(Aronson et al., 1994).

Die Proteinlevel von FRQ steigen somit nach Anbruch des Tages rapide an.
WC-1 induziert nebenbei auch seine eigene Expression, wird allerdings bald
hyperphosphoryliert und daraufhin abgebaut. FRQ wird zigig in den Kern
transportiert und inhibiert dort den WCC (White Collar Complex) und damit seine
eigene Expression. Phosphorylierung fuhrt auch bei FRQ zu baldigem Abbau, was
nun auch die Repression des WCC langsam wieder aufhebt. Dieser beginnt
wiederum frq und wc-1 zu exprimieren, was aber erst bei Tagesbeginn mit volle
Intensitat ablauft. Beide Proteine oszillieren also in leicht versetzter, sinusartiger
Weise und bedingen letztlich den Tag/Nacht Rhythmus. Da WC-1 eine gewisse
Basisaktivitat besitzt, lauft der Zyklus auch einige Tage ohne externe Stimuli im
~24 Stunden Rhythmus weiter bevor er sich verliert.

In A. nidulans findet sich kein Homolog von Frg und auch keine ausgepragte

zirkadiane Rhythmik. Es konnte allerdings ein freilaufender Rhythmus in der
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Expression der Glyerinaldehyd-3-Dehydrogenase festgestellt werden (Greene et al.,
2003), was einen zumindest &hnlichen Mechanismus wahrscheinlich macht.

Neben LreA wurde ein weiteres Protein beschrieben, das in der Lage ist blaues
Licht wahrzunehmen. CryA aus der Familie der Cryptochrome und Photolyasen
zeigt Eigenschaften beider Subgruppen. Es ist an der Regulation der sexuellen
Entwicklung beteiligt und unterdrickt die Expression von velvet und dem
Transkriptionsfaktor der sexuellen Differenzierung NsdD. Das Enzym besitzt
auRerdem DNA-Reparaturaktivitat, wie in E. coli gezeigt wurde. Dort konnte es die
fehlende DNA Reparaturmaschinerie teilweise komplementieren (Bayram et al.,
2008a). Die Arbeit konnte jedoch keinen Hinweis liefern, dass cryA eine relevante
Rolle in der Lichtperzeption spielt. Es ist also eher als Photolyase zu betrachten

denn als Lichtrezeptor.

A. nidulans verbreitet sich

G o ronidium hauptséchlich durch

Konidiosporen. Das sind 3-4 pm

~—— Phialide

4 %{;\ggfm”" groBe, in groRer Zahl von den
\ Phialiden der  Sporentrager
S abgeschniirte mitotische Sporen.
W\ Sie  kénnen  sehr  schnell

— somatische Zelle

produziert werden und eignen

J ' VA A—
L_ R L 77——;3 -~ sich daher

zur raschen

Besiedelun ro3er Substrate.
Abbildung 7:  Aufbau eines Konidiophors und 9 9

Regulation der Sporulation Die asexuelle Differenzierung

Das Konidiophor ist die konidientragende Struktur der erfordert zwingend eine Wasser-

Aspergillen. Die verdickte Fusszelle bringt ein Stielchen
Luft Interphase und erfolgt

hauptsachlich im Licht (Axelrod,

hervor das am Ende verdickt ist. Aus dem Vesikel
wachsen die Metulae aus, die wiederum zwei bis drei
einkernige Phialiden tragen. Dies sind die eigentlichen 1972; Mooney & Yager, 1990).

Sporenproduzenten. Die Belichtung muss in einer

bestimmten Phase erfolgen, nachdem das Myzel die sogenannte
Entwicklungskompetenz erlangt hat. Dies ist nach etwa 16-18 Std. der Fall. Befindet
sich das Myzel dann fur mindestens 30 min im Licht, entwickelt sich aus einem
dickwandigen Ful3 zunachst ein Stielchen, das sich in zweierlei Hinsicht von

vegetativem Myzel unterscheidet. Es erstreckt sich, erstens, senkrecht nach oben
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statt flach auf dem Substrat zu wachsen. Zweitens ist sein Wachstum begrenzt, es
wird etwa 100 um lang. Das Stielchen schliel3t oben mit einer dicken rundlichen
Struktur, dem Vesikel, ab. Daran sitzen die Metulae, die je zwei bis drei strikt
einkernige Phialiden hervorbringen. Durch fortlaufende Mitose schniren die
Phialiden eine Konidiospore nach der anderen ab, so dass lange Ketten entstehen
(Adams et al., 1998).

Molekularbiologisch ist der Prozess der Sporulation sehr gut untersucht. Schon
Ende der sechziger Jahre isolierte Clutterbuck Mutanten mit einem watteartigen
Erscheinungsbild (fluffy), die nicht mehr in der Lage sind, Konidiophore zu bilden
(Clutterbuck, 1969). Weitere Untersuchungen ergaben insgesamt sechs flu-Gene,
die Ahnlichkeit mit G-Proteinen und Transkriptionsfaktoren zeigen. FIuG scheint
fur die Produktion einer niedermolekularen, diffusiblen Substanz verantwortlich
zu sein, die die Sporulation auch in benachbarten Kolonien induziert (Lee & Adams,
1994). Das FluG-Signal fuhrt zur Inaktivierung eines heterotrimeren G-Proteins mit
der a-Untereinheit FadA durch FIbA (Abb.8). Die Aktivitdt dieser GTPase
unterdruckt die Differenzierung und treibt das vegetative Wachstum voran. Eine
FadA Mutante (G42R), die nicht mehr in der Lage ist GTP zu hydrolisieren, weist
denselben Phanotyp auf wie AflbA: Kolonien mit ausschliel3lich vegetativem
Wachstum.

Die Uberexpression der regulatorischen Untereinheit der Proteinkinase A,
pkaA, hatte Uberraschenderweise ebenfalls den fluffy-Phédnotyp zur Folge. Die
Deletion von pkaA konnte den Verlust der Sporulation in AflbA und AfadA teilweise
wiederherstellen und muss diesen Komponenten in der Signalkette also folgen
(Shimizu & Keller, 2001).

Durch die Erzeugung und Komplementation von Mutanten, deren Entwicklung
auf spateren Stufen stehen blieb, konnte die vollstandige Signalkaskade aufgeklart
werden. Die bristle (brlA) Mutante bildet Stielchen und Vesikel. Die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors BrlA ist notwendig und hinreichend fur die Induktion der
Sporulation (Adams et al., 1988). Darauf folgt AbaA, der die Ausdifferenzierung der
Metulae und Phialiden steuert. Die Pigmentierung und Reifung der Konidien wird
von WetA reguliert, was den Prozess der Sporulation abschliel3t (Andrianopoulos &
Timberlake, 1994; Marshall & Timberlake, 1991).
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Wie genau Licht die Expression dieser Faktoren, vor allem von briA, steuert ist noch
unklar. In unserem Labor liegen erste Erkenntnisse vor, dass Phytochrom selbst
DNA bindet und damit mdglicherweise unmittelbar an der Induktion der
Transkription beteiligt ist (Maren Hedtke).

Der komplexen Struktur der Fruchtkorper entsprechend, ist auch die
Regulation der sexuellen Entwicklung umfangreicher und weniger gut verstanden.
VeA kann als eine zentrale Komponente der sexuellen Differenzierung betrachtet
werden, die zwar notwendig, keinesfalls aber hinreichend fur die Induktion des
vollstandigen sexuellen Zyklus ist und sich damit von brlA unterscheidet. Seine
Uberexpression fiihrt auch in submerser Kultur zur Produktion von Hullezellen. In
diesen grof3en, vesikelartigen Zellen reift normalerweise der Fruchtkdrper heran.

Inzwischen sind allerdings eine ganze Reihe von Faktoren beschrieben, deren
Deletion oder Uberexpression zur Produktion von Hiillezellen in Flissigkultur fiihrt
(Bayram et al., 2008a; Bayram et al., 2009; Busch et al., 2007). In keinem dieser
Falle geht die Entwicklung aber dariiber hinaus. Es ist also zumindest fragwurdig,
ob all diese Komponenten eine unmittelbare Rolle in der Regulation der sexuellen

Differenzierung spielen oder ob die Effekte nicht indirekter Natur sind.

2.5 Die Regulation des Sekunddarmetabolismus

Filamentdse Pilze bilden eine grof3e Vielfalt niedermolekularer Substanzen (Brase
et al, 2009). Diese Sekundarmetabolite sind verzichtbar fir Wachstum und
Entwicklung der jeweiligen Organismen. Man nimmt an, dass zumindest einige
davon durch toxische oder inhibitorische Effekte konkurrierende Organismen in
Schach halten. Diese Substanzen kénnen verheerende Folgen flir die menschliche
Gesundheit haben (Mycotoxine) oder aber zum Beispiel als Antibiotika von grof3em
Nutzen sein. Daher wird der Sekundarstoffwechsel filamenttser Pilze intensiv
erforscht.

Die Gene fur die Synthese von Sekundarmetaboliten befinden sich meist in
Gruppen in der Nahe der Telomere in sogenannten Clustern (Keller & Adams, 1995).
Neben den Strukturgenen enthalten die Cluster haufig auch Regulatoren und
Transporter. Diese Art der Anordnung ermdglicht eine effiziente Regulation aller

beteiligten Gene bereits auf Chromatinebene (Reyes-Dominguez et al, 2006;
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Williams et al., 2008). Die Methyltransferase LaeA reguliert auf diese Weise eine
Reihe von Sekundarmetaboliten in verschiedenen Aspergillus Spezies (Amaike &
Keller, 2009; Bok et al., 2006a; Lodeiro et al., 2009).

Die Regulation des Sekundarmetabolismus ist eng mit der Regulation der
Morphogenese verknupft. Mutanten ohne FIbA- oder FluG-Aktivitat sporulieren
nicht und akkumulieren kein Sterigmatocystin (Abb. 8). Die dominant aktive
Version von FadA fuhrte zum selben Ergebnis (Yu et al, 1996). Die Transformation
dieses Allels in A. parasiticus fuhrte auch dort zu GberméRiger Hyphenproliferation.
Diese Art produziert mit Norsolorinsaure eine farbige Aflatoxinvorstufe. In
Transformanten mit der dominant aktiven FadA-Variante konnte diese Substanz
nicht nachgewiesen werden. Die Koppelung der Sporulation mit der
Mycotoxinbiosynthese Uber die Aktivitat einer FadA-&ahnlichen GTPase scheint also

in verschieden Aspergillus Arten konserviert zu sein.

VeA ist eine essentielle
fbE, fIbD, fIbB, flbC,

FluG Signal brlA —> abaA —> wetA —> Sporulation

— Komponente sowohl fir die

o sexuelle  Entwicklung als

ety |~ [Pan — EE—— auch fir eine Reihe von

l Sekundarmetaboliten in

A. nidulans. Die  Mutante

Penicillin

Laea == fR —— EECUEMICEIRISE bildet kein Sterigmatocystin

und keine Fruchtkdrper.
Abbildung 8: Die Regulation der Entwicklung und des

Sekundidrmetabolismus sind iiber FadA gekoppelt Interessanterweise hat die

I Deletion von VeA nur wenig
Modifiziert nach (Yu & Keller, 2005)

Einfluss auf die Expression

von Transkriptionsfaktoren der sexuellen Entwicklung wie nsdD und steA (Kato et
al., 2003). In dieser Mutante steigt allerdings die Transkription des asexuellen
Regulators briA deutlich an, was zur Sporulation fiihrt. Die sexuelle Entwicklung
wird als Folge der Induktion der asexuellen Differenzierung unterdriickt. VeA
fungiert also als Repressor der briA-abhangigen Sporulation und induziert die
Expression der Sterigmatocystin-Gene. Dartber hinaus reguliert VeA auch die
Penicillinbiosynthese. Der knockout-Stamm produziert deutlich mehr Penicillin als

der Wildtyp, die Regulation der beiden Metabolite durch VeA erfolgt also
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gegenlaufig (Kato et al., 2003). Wie genau sich die Aktivitat von VeA und die FadA-
Signalkaskade Uberlappen ist gegenwartig noch nicht bekannt.

Velvet wird Gberwiegend im Dunkeln exprimiert und in den Kern importiert,
wo es seine regulatorischen Aufgaben wahrnimmt (Kim et al., 2002; Mooney et al.,
1990; Sprote & Brakhage, 2007). Inwiefern Lichtperzeption und Regulation des
Sekundarmetabolismus auf molekularer Ebene zusammenhangen, sollte in der

vorliegenden Arbeit untersucht werden.

2.5.1 Die Regulation von Aflatoxin und Sterigmatocystin

Giftige Substanzen in Schimmelpilzen werden bereits seit einigen Jahrzehnten
intensiv untersucht. So wurde etwa in den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts das
toxische Lacton Patulin aus Penicillium Arten (Fragner, 1950) oder Toxine aus dem
Maispathogen Helminthosporium victoria isoliert (Pringle & Braun, 1958). Sehr bald
jedoch wurde die grofite Aufmerksamkeit dem von Aspergillus flavus gebildeten
Aflatoxin zuteil. Diesem Toxin fielen 1960 in GrolRbritannien uber 100 000
Truthdhne zum Opfer, nachdem sie mit verschimmeltem Erdnussmehl gefuttert
wurden. Die Bezeichnung ,Turkey X Disease’ zeigt, dass die Ursache zunéchst nicht
klar war. Drei Jahre spater wurde das Polyketid Aflatoxin B1 als Agens erkannt
(Spensley, 1963), inzwischen sind 16 strukturell eng verwandte Aflatoxine aus
unterschiedlichen Aspergillus Spezies bekannt (Bhatnagar et al, 2003). Die
haufigste Variante, Aflatoxin B1, wird im tierischen Kérper durch das Cytochrome-
P450 System hydroxyliert, wodurch Aflatoxin M1 entsteht; eine der potentesten
krebserzeugenden Substanzen in der Natur.

A. nidulans, ein enger Verwandter, besitzt einen Grol3teil der 25 Gene zur
Regulation und Biosynthese des Toxins. Lediglich die letzten beiden Reaktionen
zum Aflatoxin B1 kdnnen nicht katalysiert werden, so dass die Synthese auf der
Stufe des Sterigmatocystins endet. Die Gene sind in beiden Genomen in der Néhe
des Telomers in Clustern angeordnet, unterscheiden sich allerdings in Lage und
Orientierung innerhalb des jeweiligen Clusters (Bhatnagar et al., 2003). In A. flavus
konnte durch Komplementation einer Mutante, die keinen Zwischenschritt der
Aflatoxinsynthese mehr durchfihren konnte, das Regulatorgen alfR kloniert
werden. Die Uberexpression von alfR fiihrt auch unter unginstigen Bedingungen

zur Synthese des Mycotoxins (Chang et al, 1995b; Payne et al, 1993).
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Interessanterweise sind die AflR-kodierenden Gene aus beiden Aspergilli
austauschbar. Das afIR-Allel aus A.flavus induziert die Expression der
Sterigmatocystingene in A. nidulans in vollem Umfang (Chang et al, 1995a; Yu &
Keller, 2005).

Zwischenzeitlich wurden eine Reihe N&hrstoff- und Umweltbedingungen
charakterisiert, die die Aflatoxinproduktion beeinflussen. Temperatur, pH-Wert,
Stressfaktoren, Kohlenstoff- und Stickstoffverfluigbarkeit, Lipide und Metallsalze
wirken sich auf die Expression der Aflatoxingene auf (Klich et al., 2000). Licht als
Effektor der Biosynthese wurde schon friih untersucht (Joffe & Lisker, 1969).
Beleuchtung von A. flavus Kulturen fuhrte zu einer funffachen Reduktion der
Synthese. Eine detailliertere Untersuchung fand allerdings nicht statt.

Kurzlich wurde der Effekt von Licht auf die Produktion des
lebensmittelrelevanten Mycotoxins Ochratoxin im Labor von Dr. Geisen (MRI,
Karlsruhe) untersucht. In Penicillium nordicum geht die Ochratoxinsynthese unter
Weil3licht fast auf Null zurtck. Blaues Licht zeigt denselben Effekt. Gelbes Licht der
Wellenldnge 590 nm induziert interessanterweise die Bildung des Mycotoxins
(Frank Raupp, Diplomarbeit).

In dieser Arbeit sollte der Effekt, den Licht bzw. die Lichtregulatoren auf die
Produktion von Sterigmatocystin in A. nidulans ausibt, im Detail untersucht

werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Phytochrom interagiert mit den Proteinen des Blaulichtsystems

In A. nidulans konnten Mooney und Yager zeigen, dass die Sporulation mit Rotlicht
induziert und durch dunkelrotes Licht wieder revertiert werden kann. Sie fuhrten
diesen Effekt auf ein mutmalfiliches Phytochrom zurtck, molekulare Schalter wie
sie in Pflanzen vorkommen (Mooney & Yager, 1990). In unserer Arbeitsgruppe
konnte dieses Phytochrom (FphA, Fungal Phytochrome A) schliel3lich identifiziert
werden (Blumenstein et al., 2005). Janina Purschwitz hat dariber hinaus gezeigt,
dass neben rotem auch blaues Licht die Sporulation induziert. Aber nur die
Kombination von Licht beider Wellenlangen (450 nm und 680 nm) fuhrt zu einer
ahnlich starken Produktion von Konidien wie unter Weil3lichtbedingungen
(Purschwitz et al., 2008). Beide Lichtqualitdten zeigen also denselben Effekt und
addieren sich. Dies warf die Frage auf, ob mdglicherweise eine physische
Interaktion zwischen beiden Rezeptorsystemen stattfindet. Mit Hilfe der
bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BiFC oder Split-YFP) wurde gezeigt,
dass FphA mit LreB interagiert und LreB wiederum mit dem eigentlichen
Blaulichtrezeptor LreA (Abb. 9).

Ein weiteres Protein, Velvet, ist ebenfalls unmittelbar an der Lichtregulation
der Sporulation beteiligt. Eine bestimmte Mutation im veA Leserahmen ist in vielen
Laborstammen zu finden und resultiert in einem N-terminal verkirzten Protein
(Kim et al., 2002). Diese veA1 Mutation fuhrt zu einer Entkopplung der Sporulation
von Licht und Konidien werden auch im Dunkeln in grof3er Zahl gebildet (Mooney
et al., 1990). Velvet ist also offensichtlich ein Regulator, der seine Aufgabe in der
Folge der Lichtperzeption wahrnimmt. Daher wurde auch VeA auf mdégliche
Interaktion mit den Lichtrezeptoren getestet. Es zeigte sich, dass Velvet mit dem
Phytochrom FphA interagiert, nicht aber mit den Komponenten des
Blaulichtsystems. Alle Interaktionen wurden durch Sylvia Muller biochemisch
durch  Co-Immunopréazipitation  bestatigt (Purschwitz et al, 2008).
Interessanterweise konnte nach Prazipitation von VeA auch LreA im Pellet
nachgewiesen werden. Wir haben daraufhin einen Licht-Regulator-Komplex

postuliert, der alle vier Komponenten zur selben Zeit beinhaltet.
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Der Licht-Regulator-Komplex (Abb. 9) enthélt also sowohl die Rezeptoren fir alle
drei relevanten Lichtqualitaéten (blau, rot, dunkelrot), als auch den bis dato

wichtigsten Lichtregulator Velvet.

Hoechst

Overlay

Abbildung 9: Der Licht-Regulator-Komplex

A Interaktion zwischen dem Regulator VeA und Phytochrom FphA wurde mit Hilfe des Split-YFP-
Systems untersucht. VeA war N-terminal an die aminoterminale Hélfte von YFP fusioniert, FphA
an die carboxyterminale Halfte. Das Signal wurde mittels GFP-Filtersatz im Zellkern identifiziert.
B Mit der Split-YFP-Methode konnten die Komponenten des Licht-Regulator-Komplexes
identifiziert werden. Er besteht aus den Rezeptoren fiir alle relevanten Lichtqualitaten (blau, rot,
dunkelrot) und VeA.

Inzwischen konnten die Interaktionen genauer kartiert werden. Janina Purschwitz
hat gezeigt, dass die Interaktion von VeA auf die Histidin Kinase des Phytochroms
beschrankt ist, wahrend LreB zusatzlich an den Responseregulator bindet
(Purschwitz et al., 2009).

Obwohl FphA tberwiegend im Cytoplasma lokalisiert, waren alle Interaktionen
auf den Kern beschrankt. Wir schliel3en daraus, dass sich eine kleine, aktive
Population des Phytochroms im Kern befindet, wahrend die inaktive,

cytoplasmatische Fraktion keine Interaktionen eingeht.

3.2 Entwicklungsregulatoren als Interaktionspartner des

Phytochroms?
Die Lichtbedingungen, denen A. nidulans Kulturen wahrend einer als
Entwicklungskompetenz bezeichneten Phase (nach etwa 16 Std.) ausgesetzt sind,
haben einen drastischen Einfluss auf die weitere Entwicklung. Die Lichtsituation
gibt Aufschluss Uber den Standort des Myzels und beeinflusst dementsprechend
das weitere Entwicklungsprogramm. Exposition gegenuber Tageslicht fihrt zur

Induktion der asexuellen Sporulation und damit der Bildung von
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Verbreitungssporen; Dunkelheit induziert den sexuellen Zyklus, der in
ausdauernden Ascosporen resultiert. Um die Regulation der Entwicklung durch die
Komponenten des Licht-Regulator-Komplexes besser zu verstehen, wurden vier
Transkriptionsfaktoren, die in unterschiedlichen Phasen der Entwicklung
fungieren, auf Interaktion mit FphA und LreA getestet.

Der erste Kandidat war RcoA, ein Protein der WD repeat-Familie. Die Mutante zeigt
eine Reihe von Phanotypen. Asexuelle Sporulation und Sterigmatocystinbio-
synthese sind ebenso betroffen wie das vegetative Wachstum (Hicks et al., 2001).
Die Expression der Regulatoren briA und afIR ist in der Mutante stark vermindert,
die Komponenten der Signaltransduktion fluG, fadA oder fIbA hingegen sind nicht
betroffen. Interessanterweise konnte selbst die Uberexpression von afiR in ArcoA
die Induktion der Sterigmatocystingene nicht wiederherstellen.

Ein fur die frihe sexuelle Entwicklung essentieller Zn-Finger
Transkriptionsfaktor vom GATA-Typ ist NsdD (never sexual development). Wie der
Name andeutet, produziert die Mutante keinerlei Strukturen der sexuellen
Entwicklung (Han et al., 2001). Die Uberexpression ist ausreichend um die sexuelle
Differenzierung selbst in Flussigkultur zu induzieren, wo der Wildtyp niemals
Huallezellen bildet. Die Expression von nsdD setzt die Aktivitat des G-Proteins FIbA
voraus, welches die FadA-vermittelte Hyphenproliferation einschrankt (Abb. 8).

Ein weiterer Trankriptionsfaktor der sexuellen Differenzierung ist NosA
(number of sexual spores). Das Zn(11)2Cyse—Zn-Finger Protein ist involviert in der
Fruchtkdrperreifung (Vienken & Fischer, 2006). Die Produktion von Hullezellen ist
nicht tangiert, die Entwicklung bleibt aber auf der Stufe des Primordiums stehen.
Reife Kleistothezien entstehen kaum.

RoOSA (repressor of sex) ist ein Homolog zu NosA und damit genetisch verknupft
(Vienken et al, 2005). Der Transkriptionsfaktor unterdrickt die sexuelle
Entwicklung unter ungunstigen Bedingungen u.a. durch Repression der nosA-
Expression.

Von diesen vier getesteten Faktoren zeigten zwei ein Signal im Split-YFP
Ansatz. NosA interagierte mit FphA hauptsachlich im Kern (Abb. 10), wo es auch als
GFP-Fusion lokalisierte. Es verhalt sich damit wie mit VeA und LreB, die mit einer
kleinen mutmallich aktiven Phytochrompopulation interagieren. NsdD ist mit GFP-

Markierung ebenfalls kernlokalisiert, das YFP-Signal wurde allerdings im
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Cytoplasma detektiert. Dies ist Uberraschend, da NsdD als Transkriptionsfaktor

seine Aufgabe im Zellkern wahrnimmt.

Abbildung 10: FphA interagiert mit den Transkriptionsfaktoren NosA und NsdD

A Untersuchung der Interaktion des Transkriptionsfaktor der sexuellen Entwicklung NosA mit
dem Phytochom FphA mit Hilfe des Split-YFP-Systems. Die Interaktion findet hauptsachlich im
Kern statt, wie es auch fir die Interaktionen innerhalb des Licht-Regulator-Komplexes gezeigt
wurde. Daneben ist auch im Cytoplasma ein Signal detektierbar. B Ein weiterer
Transkriptionsfaktor der sexuellen Entwicklung, NsdD, interagiert im Split-YFP-System ebenfalls
mit FphA. Hier ist die Interaktion allerdings auf das Cytoplasma beschrankt.

NosA bildet Homodimere, die ebenfalls im Nukleus lokalisieren. Interessanterweise
lassen sich dort Punkte mit sehr hoher Konzentration des Proteins ausmachen.

Ahnliches wurde auch fir die Interaktion von VeA und FphA beobachtet.

Abbildung 11: NosA bildet Dimere, die als Speckles erkennbar sind

Der Wildtypstamm SKV103 wurde transformiert mit YFP_N-Term::nosA und YFP_C-Term::nosA.
Beide Fusionskonstrukte standen unter der Kontrolle des alcA-Promotors. Das Signal zeigt, dass
NosA im Kern als Dimers vorliegt. AuBerdem sind Punkte besonders hoher Akkumulation
sichtbar.

Um die Interaktionen, die im bimolekularen Fluoreszenzkomplementationsansatz

gefunden wurden, zu bestatigen, wurden Co-Immunoprazipitationen durchgefuhrt.

24



Ergebnisse

Dazu wurden nosA und nsdD jeweils N-terminal an das Hamagglutininepitop
fusioniert. Das Konstrukt stand unter Kontrolle des alcA-Promotors, der mit
Threonin induzierbar und mit Glukose reprimierbar ist. Mit Glycerin als C-Quelle
ist der Promotor dereprimiert und hat mittlere Aktivitat. AuRerdem lasst sich der
Promotor mit bis zu 10 mM Cyclopentanon stufenlos regulieren. Dabei kann
Laktose als C-Quelle verwendet werden, worauf A. nidulans weitaus besser wachst
als auf Glycerin oder Threonin. Zur Proteinpraparation wurde sowohl Myzel, das
sich in der Entwicklung befindet (1 bis 2 Tage alt), als auch Myzel aus der Phase der
Entwicklungskompetenz (20 Std. alt) eingesetzt. Als Kohlenstoffquellen wurden
Threonin bzw. Laktose (+10 mM Cyclopentanon) eingesetzt. HA::NosA liel3 sich
stets pelletieren, GFP::FphA konnte im Pellet allerdings nie nachgewiesen werden.
Schlie3lich  wurde das Myzel protoplastiert und mit 20mM DSP
(Dithiobis[succinimidylpropionate]) als Protein-Crosslinker behandelt. Mit dieser
Methode konnen auch transiente Interaktionen stabilisiert und somit
nachgewiesen werden. Doch auch so konnte die Interaktion bislang bisher nicht

bestatigt werden.

’C\’S{S Qe\\e" Abbildung 12: Co-Immunoprizipitation von
& 2 GFP:FphA mit HA:NosA
In A. nidulans wurde die beiden Fusionsproteine GFP::FphA
F: OFEFRhe: und HA::NosA exprimiert. FphA erscheint im Western Blot

; immer als Doppelbande. Mit anti-HA Antikérpern und

[od ‘ HA-NosA Protein-G-Agarose wurde HA:NosA pelletiert. Im Pellet

' konnte jedoch bislang kein GFP::FphA nachgewiesen
werden.

Da NosA die spate sexuelle Entwicklung reguliert, musste die ColP mit vier oder
funf Tage altem Myzel wiederholt werden. Nach dieser Zeit beginnt der Pilz mit der
Fruchtkorperbildung. Der Pilz wurde auf Laktose kultiviert, ein Substrat auf dem
der sexuelle Zyklus weit weniger favorisiert wird als auf Glukose. Mdglicherweise
findet die Interaktion unter diesen Bedingungen nicht statt. Eine Moglichkeit wére
die Umklonierung der Expressionkonstrukte unter die Kontrolle eines

konstitutiven Promotors, der auch mit Glukose als C-Quelle aktiv ist.
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3.3 Regulation der Penicillinbiosynthese durch Licht

Neben der Regulation der Mycotoxinbiosynthese dient A. nidulans auch als Model
zur Untersuchung der Penicillinproduktion. Ahnlich wie die Gene der
Sterigmatocystinproduktion sind auch die Penicillin Synthesegene in einem Cluster
angeordnet, es sind allerdings nur drei Gene fur die Synthese notwendig. Da die
Chemie der Penicillin (PN) Biosynthese inzwischen sehr gut verstanden ist,
verlagerte sich der Fokus zunehmend auf die komplexe Regulation (Brakhage et al.,
1992; Espeso et al, 1995). Glukose und Saccharose im Medium reduzieren die
Produktion im Vergleich zu Laktose. Aulerdem stimulieren alkalische pH-Werte
die PN-Synthese (Shah et al, 1991). Die Transkription der Aminoadipyl-cysteinyl-
valin Synthetase (ipnA) wird direkt vom zentralen pH-Regulator PacC gesteuert
(Espeso et al., 1993; Tilburn et al, 1995). Dartber hinaus wurde berichtet, dass
L-Lysin im Medium die Synthese stark reduziert (Demain, 1957).
a-Aminoadipinsaure ist sowohl eine Vorstufe von Penicillin, als auch ein
Intermediat des Lysinstoffwechsels. Die Hemmung scheint an dieser

Stoffwechselkreuzung stattzufinden, der Mechanismus ist aber noch unbekannt.

B Penicillin Produktion
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Abbildung 13: Die Penicillinproduktion wird durch dunkelrotes Licht stark induziert

A Die Lichtabhangigkeit der Penicillinbiosynthese wurde mit Hilfe des Agardiffusionstest
durchgefiihrt. Dazu wurde der Wildtyp bei 26°C fiir zwei Tage in einem Fermentationsmedium
unter unterschiedlichen Lichtbedingungen inkubiert. A. nidulans Kulturiiberstdnde wurde in
ausgestanzte Locher einer Agarplatte pipettiert. Als Indikatororganismus diente Geobacillus
stearothermophilus. Die Kontrolle mit Penicillinase aus Bacillus terreus zeigt, dass die
antibakterielle Wirkung ausschlie3lich auf Penicillin zuriickgeht. Die absoluten Mengen wurden
mittels einer Standardreihe bestimmt. B Die Quantifizierung zeigt, dass dunkelrotes Licht die
Synthese stark stimuliert wahrend alle anderen Lichtqualitéten reprimierend wirken. Der Graph
zeigt das Mittel aus drei Experimenten, die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an.
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Die Wirkung des Lichts auf die Produktion dieses kommerziell bedeutsamen
Antibiotikums wurde bisher noch nicht detailliert untersucht. Daher wurde
A. nidulans Wildtyp in Flussigkultur fur zwei Tage bei 26°C unter
verschiedenenLichtbedingungen kultiviert. Um die Produktion messbarer
Penicillinmengen in A. nidulans zu induzieren, wird ein Fermentationsmedium mit
Laktose als C-Quelle eingesetzt, das durch grof3ere Mengen an CaCOs sehr triub ist.
Die Beleuchtung mit einer 40W Glidhbirne bzw. mittels Umgebungslicht zeigte
daher keinen Effekt. Um eine ausreichende Belichtung des Myzels zu gewaéhrleisten,
wurde ein 150W Halogen-Strahler in 40 cm Entfernung eingesetzt. Die entstehende
Warmestrahlung wurde durch Wasser gefiltert. Die verschiedenen Lichtqualitaten
wurden durch Schott Filterglaser hergestellt (RG9, RG695, BG7). Weildlicht
reduziert die Produktion um fast 40%, blaues und rotes Licht hatten vergleichbare
Effekte (Abb. 13). Besonders interessant ist die Bestrahlung mit dunkelrotem Licht.

Unter diesen Bedingungen verdoppelt sich die Ausbeute an Penicillin.

3.4 Blaues Licht inhibiert die Sterigmatocystinsynthese

Um den Effekt des Lichts auf die Sterigmatocystin Synthese zu untersuchen,
wurden Kulturen des Wildtyp Stammes FGSC A4 bei 30°C fur 3 Tage inkubiert.
Dabei wurden sie mit Licht unterschiedlicher Qualitaten (450 nm, 680 nm, 700 nm
und 740 nm) bestrahlt. Die Belichtung wurde mit LED-Panelen realisiert, die im
Vergleich zu Filtern, wie sie fur die Untersuchung der Penicillinsynthese verwendet
wurden, ein deutlich engeres Spektrum haben. Deren Intensitat ist aul3erdem gut
regulierbar.

Vier Agarscheiben a 16mm Durchmesser wurden daraufhin in Chloroform
extrahiert, der Extrakt anschlie3end konzentriert. Dieses Konzentrat wurde tber
Kieselgelplatten diinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Nach Behandlung mit
AIClz fluoresziert Sterigmatocystin unter UV-Licht und kann photographiert
werden.

Wie in Abbildung 14 dargestellt ist, stimulieren rotes (680 nm und 700 nm)
und dunkelrotes Licht (740 nm) die Biosynthese leicht. Interessanterweise besteht
kaum ein Unterschied zwischen Rotlicht und dunkelrotem Licht. Die Produktion
von Sterigmatocystin nimmt bei Belichtung mit Weil3licht deutlich ab. Blaues Licht
der Wellenlange 450 nm hat denselben Effekt.
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Abbildung 14: Die Biosynthese von Sterigmatocystin wird im Blaulicht reduziert

A Fluoreszenzaufnahme einer dinnschichtchromatographischen Analyse von Sterigmatocystin.
Der Wildtypstamm FGSC A4 wurde unter verschiedenen Lichtbedingungen fiir 3 Tage bei 30°C
kultiviert. Danach wurde Agarscheiben ausgestanzt und Sterigmatocystin mit Hilfe von
Chloroform extrahiert. Der Extrakt wurde chromatographisch aufgetrennt. Eine entsprechende
Quantifizierung der Bandenintensitat von vier unabhangigen Experimenten ist in B gezeigt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

3.5 Produktion von Sterigmatocystin und Penicillin sind gegenliufig
reguliert
Die Perzeption von Rotlicht und dunkelrotem Licht wird durch Phytochrom
bewerkstelligt. Die Blaulichtperzeption ist in erster Linie abh&ngig von dem
Flavoprotein LreA, das im Komplex mit LreB zu finden ist. Es konnte in dieser
Arbeit gezeigt werde, dass beide Rezeptorsysteme miteinander interagierten. Fur
diese Proteine stehen in unserem Labor Einzelmutanten, sowie Kombinationen
davon zur Verfiugung. Um deren Beteiligung an der Regulation der
Sekundarmetabolite besser zu verstehen, wurde die Produktion beider Substanzen
in den jeweiligen Stammen gemessen. Um den Effekt der fehlenden Proteine
isoliert zu betrachten, ohne die jeweils verbleibenden Rezeptoren anzusprechen,
wurden die Experimente im Dunkeln durchgefiihrt. In der folgenden Abbildung
sind die chromatographische Analyse von Sterigmatocystin, sowie ein
Agardiffusiontest zur Penicillinbestimmung gezeigt. Die Quantifizierung zeigt, dass
beide Metabolite in den einzelnen Mutanten gegenlaufig reguliert sind. Der
Ph&notyp, der durch die Deletion des Phytochroms FphA hervorgerufen wird, ist in
den Doppel- bzw. der Tripelmutante dominant tber das Fehlen der Proteinen des

Blaulichtsystems, LreA und LreB.
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Abbildung 15: Phytochrom und das Blaulichtsystem beeinflussen beide Metabolite in
entgegengesetzter Weise

A Dunnschichtchromatographische Analyse der Sterigmatocystinproduktion im Wildtyp sowie in
verschiedenen Rezeptormutanten. B Die selben Stdmme wurde auf die Bildung von Penicillin hin
untersucht. Die Quantifizierung in C zeigt, dass die Mutationen die Biosynthese beider Metabolite in
entgegengesetzter Weise beeintrachtig. FphA wirkt als Repressor der Toxinsynthese, wahrend es
die Bildung des Antibiotikums im Wildtyp stimuliert. Zumindest im Bezug auf Sterigmatocystin ist
die fphA-Mutation dominant hinsichtlich der Ire-Mutationen. (AF: AlreA/AfphA; BF: AlreB/AfphA,;
ABF: AlreA/AlreB/AfphA)

3.6 Die Regulation von Sterigmatocystin durch Licht und Glukose
Die Lichtabh&ngigkeit der Sterigmatocystinproduktion wurde bereits in friheren
Studien untersucht, allerdings mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen. So berichtet
Guzman-de-Pefa, dass die Sterigmatocystin Produktion im Licht angeregt wird,
Kato et al. hingegen kommen zu einem gegenséatzlichen Resultat (Guzman-de-Pena
et al., 1998b; Kato et al., 2003). In beiden Studien wurden verschiedene Medien
benutzt, Yeast Extract Succrose Medium (YES) im ersten Fall und Minimalmedium
mit Glukose im letzteren.

Um ein mogliches Zusammenspiel von C-Quelle und Lichtbedingungen zu
untersuchen, wurde der A. nidulans Wildtyp FGSC A4 auf Agarplatten mit
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen, im Licht und im Dunkeln, inkubiert

(Abb. 16). Laktose fordert die Synthese von Sterigmatocystin am starksten, wie es
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auch schon fur die Penicillinsynthese gezeigt wurde (Espeso et al, 1995). Starke
wirkt ebenfalls induzierend. Einfache Zucker wie Glukose und Xylose induzieren
die Toxinbildung am wenigsten. Auf Threonin wéchst der Pilz sehr schlecht und
bildet nur wenig Myzelmasse. Auf den anderen C-Quellen wurde kein Unterschied
hinsichtlich des Wachstums beobachtet. Die geringe Sterigmatocystinmenge liegt in
diesem Fall also wohl am schlechten Wachstum des Pilzes. Der Einfluss des Lichts

ist vor allem auf Saccharose und Glukose zu beobachten.

Glc Sacc Stirke Lac Xyl Gly Thr ST Glc Sacc Starke Lac Xyl Gly Thr ST
- —— - - —— L — o

Licht Dunkel

Abbildung 16: Der Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen und Licht auf die
Biosynthese von Sterigmatocystin

Biosynthese von Sterigmatocystin  in  Abhéngigkeit von Licht und verschiedener
C-Quellen (je 1% (W/V)). Die einfachen Zucker Glukose und Xylose stimuliert die Synthese nur
wenig, Saccharose und Starke deutlich mehr. Auf Laktose sind die gebildeten Mengen am gréRten.
Auf Glycerin und vor allem Threonin wachst der Pilz schlecht und bildet weniger Masse. Daher sind
wohl auch die Mycotoxinmengen deutlich geringer. (Glc: Glukose; Sacc: Saccharose; Lac: Laktose;
Xyl: Xylose; Gly: Glycerin; Thr: Threonin; ST: Sterigmatocystin Standard)

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die Konzentration von Glukose
einen Einfluss auf den Lichteffekt hat. Wie bereits oben beschrieben, unterdrickt
Licht die Synthese von Sterigmatocystin. Wird allerdings im Medium 2% Glukose
statt 1% verwendet, ist der Effekt gerade umgekehrt und die Produktion steigt
unter Lichtbedingungen an. Eine genauere Analyse des Zusammenhangs ist in
Abbildung 17 gezeigt. Je nach Lichtbedingungen unterscheiden sich die
Glukosekonzentrationen, bei denen eine maximale Sterigmatocystinproduktion
stattfindet. Im Licht ist das bei etwa 1,5% im Dunkeln bei 0,7%-1%.
Interessanterweise nimmt die Mycotoxinbildung abseits dieser Bereiche, sowonhl

mit steigender als auch mit sinkender Glukoseverfligbarkeit, wieder ab.
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Abbildung 17: Die Regulation von Sterigmatocystin durch Licht und Glukoseverfiigbarkeit

A Auf MM mit 1% Glukose wirkt Licht reprimierend auf die Biosynthese von ST. Bei doppelter
Menge Glukose im Medium ist der Effekt gerade umgekehrt und im Licht wird mehr ST produziert.
B Im Licht liegt die maximale ST-Produktion zwischen 1,3% und 1,7% Glukose. Ohne Beleuchtung
zwischen 0,7% und 1%.

Geringe Glukosekonzentrationen konnte der Pilz als Hungersituation
interpretieren. Hunger wird in eukaryotischen Zellen gewohnlich durch einen
Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) signalisiert (Lafon et al,
2006). Daher wurde untersucht ob cAMP als Signalmolekdl fur geringe
Glukosekonzentrationen in Frage kommt und damit verantwortlich fur die
Umkehrung des Lichteffekts bei veranderter Konzentration der C-Quelle sein kann.
Dazu  wurden  Flussigkulturen  von A nidulans  bei  verschiedenen
Glukosekonzentrationen fiir 30 Stunden inkubiert. Das Medium wurde dreimal
ausgetauscht, um einen maoglichst konstanten Glukosegehalt zu gewaéhrleisten.
Danach wurde das Myzel geerntet, gefriergetrocknet und in 5% Trichloressigsaure
extrahiert. Die cCAMP Konzentration wurde mit Hilfe eines Kits (Cyclic-AMP EIA Kit,
HOolzel Diagnostika, Kéln) bestimmt. Diese stieg erst bei Konzentrationen von unter
0,7% Glukose signifikant an. In dem fir uns interessanten Bereich zwischen 0,7%

und 2% waren die cAMP-Level nahezu konstant.
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Abbildung 18: Abhangigkeit der Sterigmatocystinproduktion von cAMP

A Eine Bestimmung des endogenen cAMP-Levels in Abhangigkeit der Glukosekonzentration ergab,
dass dieses erst unterhalb von 0,7% Glukose signifikant ansteigt. A. nidulans Wildtyp wurde dazu
zwei Tage bei 30°C und 180 rpm in Minimalmedium inkubiert. Um die Glukosekonzentration
moglichst konstant zu halten wurde das Medium mehrfach getauscht. B Der A. nidulans Wildtyp
FGSC A4 wurde fiir 3 Tage bei 30°C auf Minimalmedium Platten mit 1% bzw. 2% Glukose, im Licht
bzw. im Dunkeln inkubiert. Je eine Probe wurde zusatzlich mit einer cAMP Variante versetzt (di-
butyryl-cAMP  (400uM), 8-bromo-cAMP (400uM)). Die Produktion von ST wurde mittels
Diinnschichtchromatographie sichtbar gemacht. Zugabe von cAMP hatte keine Auswirkug auf die
Synthese des Mycotoxins. Offensichtlich ist cAMP nicht flr den veranderten Lichteffekt bei
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen verantwortlich.

Zusatzlich wurden Minimalmedium-Agarplatten mit einem oder zwei Prozent
Glukose hergestellt. Diese wurden mit verschiedenen cAMP-Analoga versetzt. Die
beiden membrangéangigen Derivate di-butyryl-cAMP und 8-Bromo-cAMP wurden
zu jeweils 400 mM eingesetzt. Die Proben wurden nach Beimpfen flr 3 Tage im
Licht bzw. im Dunkeln bei 30°C inkubiert. Die Zugabe von cAMP zeigte in keinem
Fall einen Effekt auf die Biosynthese von Sterigmatocystin.

Die Menge an Sterigmatocystin wird also beeinflusst durch Licht,
Lichtregulatoren, Qualitat und Quantitat der verfligbaren C-Quelle. Dies deutet
darauf hin, dass die Regulation der Sterigmatocystinsynthese durch ein komplexes
Zusammenspiel von Licht, Kohlenstoffquelle und sicherlich weiteren
Umweltfaktoren zustande kommt. Die Regulation ist in Teilen schon sehr gut
verstanden, es bleiben allerdings noch immer offene Fragen, die untersucht

werden mussen.
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3.7 Der Einfluss des Lichts auf die Sporenkeimung

Die Arbeit mit den Lichtrezeptormutanten hat eine weitere Funktion des
Phytochroms ans Licht gebracht. Der AfphA-Stamm keimte deutlich langsamer als
der Wildtyp, was auf eine aktivierende Wirkung des Phytochroms hindeutet. Nach
16 Stunden waren beim Wildtyp bereits rund 40% aller Sporen gekeimt, ohne
FphA dagegen nur etwa 12%. Die Komplementation mit alcA(p)::GFP::fphA fuhrte
unter dereprimierenden Bedingungen (Minimalmedium mit Glycerin) dazu, dass
der Stamm anndhernd wie der Wildtp keimte. Eine zusatzliche Induktion der

Expression mit 10 mM Cyclopentanon beschleunigte die Keimung sogar.

Kelmung naeh 165t Abbildung 19: FphA stimuliert die

70 Sporenkeimung

60

L Die Deletion des Phytochroms fiihrt zu einer
hY deutlich  verzogerten  Keimung.  Die
40 i T Rekomplementation einer GFP Fusion unter

WT CcpP +CP

gekeimte Sporen (%)

20 zusatzlich mit 10 mM Cyclopentanon (+CP)

induziert keimt der Stamm sogar schneller

30 induzierbarem Promotor fihrt zu fast
i als der Wildtyp.

normaler Keimung (-CP). Wird der Promotor
AfphA

Die Funktion des Phytochroms als Induktor der Keimung lasst vermuten, dass Licht
bei der Keimung eine Rolle spielen kénnte. Um dies zu untersuchen, wurden
Sporen des A. nidulans Wildtyps FGSC A4 unter verschiedenen Lichtbedingungen
inkubiert. Um die Keimung tber einen langeren Zeitraum zu beobachten, fand die
Inkubation bei 23°C statt. Als Medium wurde Minimalmedium mit Glycerin statt
Glukose verwendet, was die Keimung ebenfalls verlangsamt. Eine Konzentration

von 700 Sporen/pl erméglichte eine effiziente Auszéhlung.
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Abbildung 20: Licht, besonders dunkelrotes, verzégert die Sporenkeimung

Konidiosporen, die im Dunkeln inkubiert wurden, keimten am schnellsten. Blaues und rotes Licht
verzogerten die Keimung. Unter Dunkelrotlicht ist die Repression am stérksten.

Ascosporen keimen insgesamt langsamer als Konidien. Der Effekt verschiedener Lichtqualitéten ist
aber prinzipiell derselbe.

Wie in Abbildung 20 gezeigt, keimen die Sporen im Dunkeln am schnellsten, nach
20 Stunden hatten mehr als die Halfte der Konidiosporen einen Keimschlauch
gebildet. Blaues und rotes Licht mit Wellenlangen von 450 nm bzw. 700 nm
verzogerten das Auswachsen des Keimschlauches in etwa gleichem Mal3e. Die 50%
Marke wird unter diesen Lichtbedingungen etwa 4-5 Stunden spater erreicht. Noch
deutlicher ist der Effekt bei Bestrahlung mit dunkelrotem Licht (740 nm). Hier
dauerte es rund 10 Std. langer bis die Hélfte der Sporen ausgekeimt waren. Der
Mechanismus ist im Prinzip bei beiden Sporenarten identisch, wobei die
meiotischen Ascosporen insgesamt langsamer keimen als die asexuellen Konidien.
Der Effekt war ebenfalls prinzipiell identisch, wenn Glukose statt Glycerin im
Medium war oder wenn bei héheren Temperaturen (30°C, 37°C) inkubiert wurde.

Unter diesen Bedingungen lief die Keimung allerdings deutlich schneller ab (Daten
nicht gezeigt).

Keimung Vegetatives Wachstum

Aktivierung Isotropes Wachstum Polares Wachstum

@ 3,5 um

@ 5-6 uym

Abbildung 21: Die drei Stadien der Sporenkeimung

Die Keimung vom Konidio- und Ascosporen lasst sich in drei Stadien einteilen. 1. Die Aktivierung

der Spore durch externe Stimuli. 2. Eine Phase isotropen Wachstums. 3. Ubergang zum polaren
Wachstum.
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Die Sporenkeimung lasst sich in drei Stadien einteilen (d'Enfert, 1997); die
Aktivierung der ruhenden Spore, das isotrope Wachstum (Schwellen) und
schlieRlich der Ubergang zum polaren Wachstum (Abb. 21).

Um festzustellen, welches Stadium der Keimung betroffen ist, wurde zunéchst
der Sporendurchmesser direkt nach Erscheinen des Keimschlauches gemessen. Es
zeigte sich, dass die Hemmung durch Licht mit der Gr63e der Sporen korreliert. Je
spater der Keimschlauch erschien, desto grdf3er war der Durchmesser (Abb. 22).
Grolere Sporen hatten dartber hinaus haufig bereits eine oder zwei Mitosen vor
dem Auswachsen des Keimschlauchs durchgefiihrt, wahrend im Dunkeln meist nur
ein Kern im Keimling zu sehen war. Mehr als zwei Kerne waren unter diesen

Bedingungen nie zu beobachten.

Sporendurchmesser nach Keimung

A 9 B Zellkerne in Keimlingen
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Abbildung 22: Belichtung fiihrt zu
grofReren Sporen mit mehr Kernen und 1080 Zahl der Keimschlauche
Keimschliduchen

80,0%
In A ist der Sporendurchmesser junger
Keimlinge, abhédngig von verschiedenen
Lichtbedingungen gezeigt. Je starker der 40,0%
reprimierende Effekt der jeweiligen 20,0%
Lichtqualitat, desto groRer der Durchmesser. 0%
B Der untersuchte Stamm exprimiert das ' = = -~
induzierbare Fusionskonstrukt RFP::stud, was
in den Zellkernen lokalisiert. So konnte die Zahl
der Kerne nach der Keimung bestimmt werden.
Diese korreliert ebenfalls mit der Intensitat der
Repression. C In etwa zwei Tage altem Myzel wurde die Anzahl der Keimschlauche in
Abhangigkeit von Licht bestimmt. Sporendurchmesser, Anzahl der Kerne und Keimschlauche
korrelieren also.

60,0%

Die Aktivierung der Spore und der Beginn des Wachstums sind also offenbar nicht
von der Belichtung betroffen. Allerdings fuhrt Licht dazu, dass die Phase isotropen

Wachstums deutlich verlangert ist. Wahrend dieser langeren Phase schreitet auch
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der Zellzyklus voran. Interessanterweise fiihrt der verzogerte Ubergang zum
polaren Wachstum auch zum Auswachsen von mehr Keimschlauchen. Bei
Belichtung mit 740 nm bilden mehr als doppelt so viele Keimlinge drei Hyphen als
im Dunkeln. Einige Sporen bilden sogar vier Polaritatszentren.

Diese Versuche wurden stets unter Dauerlicht bzw. —dunkelheit durchgefihrt.
In einem weiteren Experiment sollte herausgefunden werden, zu welchem
Zeitpunkt die Sporen fur Belichtung sensitiv sind. So wurde eine Reihe von Proben
fur die Dauer von 20 Stunden inkubiert. Eine Probe keimte durchgehend im
Dunkeln, eine andere unter dauerhafter Bestrahlung mit 740 nm. Die
Keimungsraten lagen nach 20 Stunden bei etwa 40% bzw. 5%. Die restlichen
Proben wurden zu unterschiedlichen Zeiten fur jeweils nur zwei Stunden belichtet
(Abb. 23). Die Graphik zeigt die deutliche Tendenz, dass Belichtung zu spéateren
Zeitpunkten eine starkere Hemmwirkung auf das Auswachsen eines
Keimschlauches hat. Zwischen 14 und 20 Stunden nach Animpfen reprimiert Licht
die Keimung am effizientesten. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Erkenntnis, dass
Licht die letzte Phase der Keimung beeintrachtig.

Mittels Real Time PCR wurde in drei unabhangigen Experimenten die Menge
der mRNA verschiedener Lichtregulatoren im Verlauf der Keimung gemessen. Die
Sporen wurden in diesem Experiment bei 30°C statt 23°C kultiviert, sodass die
Zeitspanne von 9 Std. die Entwicklung bis zum Erscheinen erster Keimschlauche
abdeckt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Transkripte der wichtigsten
Komponenten der Lichtperzeption bereits in der Spore vorhanden sind und sich
deren Menge im Laufe der Keimung nicht wesentlich dndert. Unterschiedliche
Lichtbedingungen wirkten sich nicht auf deren Expression aus. Die Sporen sollten
also bereits zu Beginn der Keimung Licht perzipieren kbnnen, zeigen dann aber

noch keinen Resonanz.
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Abbildung 23: Hemmung der Keimung in Abhingigkeit vom Belichtungszeitraum

A Konidiosporen wurden fur 20 Stunden bei 24°C inkubiert, danach wurde die Keimungsrate
bestimmt. Ohne Belichtung waren 40% gekeimt (oberste Zeile), unter konstanter Beleuchtung mit
Dunkelrotlicht nur 5% (unterste Zeile). Die restlichen Proben wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten fir jeweils zwei Stunden mit Licht der Wellenldnge 740 nm bestrahlt. Je spater die
Bestrahlung stattfand, desto gréRer war ihr reprimierender Effekt. B Die Expressionsanalyse
mittels Real Time PCR zeigt, dass die mRNA fir die Lichtrezeptoren bereits in ruhenden Sporen
vorhanden ist und sich Gber die Zeit und unabhéngig von den Lichtverhaltnissen kaum &ndert.

Es ist seit langem bekannt, dass Licht die Entwicklung und Reproduktion in
A. nidulans reguliert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Licht bereits den
Beginn des Lebenszyklus kontrolliert. Die Sporenkeimung wird in ihrem letzten
Stadium durch Licht gehemmt. Dies fuhrt zu grof3 angeschwollenen Sporen mit
zwei oder mehr Kernen, die aul3erdem mehrere Keimschldauche produzieren. Dass
dunkelrotes Licht dem starksten Effekt auslibt, deutet darauf hin, dass Phytochrom

malfdgeblich an der Regulation beteiligt sein kénnte.

3.8 Mindestens drei Lichtregulatoren kontrollieren die Keimung

Nach dem der Einfluss der verschiedenen Lichtqualitaten auf die Keimung geklart
war, sollten die verantwortlichen Regulatoren identifiziert werden. In unserem
Labor stehen Mutanten fur viele, an der Lichtperzeption beteiligten Gene zur
Verfugung (Abb. 24). Das Cryptochrom cryA wurde kirzlich in der Gruppe von
Gerhard Braus (Gottingen) beschrieben (Bayram et al., 2008a). Ein Deletionsstamm
wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Das Deletionskonstrukt wurde mit
Hilfe der Fusions-PCR (Szewczyk et al., 2006) mit etwa 1000 bp langen Flanken
hergestellt (Abb. 25). Als Marker diente das Pyrithiamin-Resistenzgen ptrA aus

Aspergillus oryzae. Dieses Gen ist ein mutiertes Allel eines Gens der
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Abbildung 24: Komponenten der
Lichtregulation

FphA

Thiaminbiosynthese und erlaubt
Wachstum auf 0,1 mg/| Pyrithiamine
(Kubodera et al., 2000; Kubodera et
al., 2002).

Das lineare Kontrukt wurde
in den Stamm TNO2A3 transformiert,
in dem das Gen nkuA vom Genom
entfernt wurde. Dieses Gen ist ein
Homolog des humanen ku70, das

zusammen mit ku80 in der DNA

Reparatur via non-homologous end

joining beteiligt ist. Die Mutation fUhrt in A. nidulans dazu, dass die DNA Reparatur

ausschlie3lich tber homologe Rekombination stattfinden kann (Szewczyk et al.,

2006). Damit erhoht sich die Wahrscheinlichkeit fir einen Knockout von etwa

einem auf rund 80 Prozent. In diesem Fall sind nur 10 Transformanten gewachsen,

davon konnte bei dreien eine homologe Rekombination per PCR nachgewiesen

werden (Abb. 25).

12345M67 8910

cryA
; : ptrA : ;
> <
| — |

Dral s Pvu ll
DIG-Sonde

Abbildung 25: Herstellung der cryA-
Deletion

Als Marker diente das Pyrithiamin-Resistenzgen
aus A. oryzae. B Ersetzen des OFRs von cryA mit
dem dominanten ptrA-Marker nach
Transformation des PCR Produktes in
A. nidulans TNO2A3. In diesem Stamm ist die
Wabhrscheinlichkeit der homologen
Rekombination durch Deletion des ku70-
Homologs auf 80 % erhéht. Die Lage der Primer
und Sonde zum Nachweis des Knockouts sind
eingezeichnet. C Bestatigung der homologen
Rekombination durch PCR und Southern Blot.
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Im Southern Blot ergaben diese Stamme ebenfalls das erwartete Signal bei 2,9 Kb.
Mehrfachintegrationen wurden nicht beobachtet.

Samtliche Mutanten wurden unter verschiedenen Lichtbedingungen (dunkel,
450 nm, 700 nm, 740 nm) inkubiert und die Keimungsrate tber die Zeit bestimmt.
Von allen getesteten Mutanten unterschieden sich nur drei vom Wildtyp. Die
entsprechenden Graphen sind in Abbildung 26 dargestellt. Den starksten Effekt
erzeugte das Fehlen des Phytochroms. Selbst im Dunkeln keimt der Stamm sehr
langsam. Rotes Licht kann noch perzipiert werden und induziert in dieser Mutante
die Keimung ein wenig.

Die Deletion von LreA und LreB hatte keinen Einfluss auf die Keimung. In der
Cryptochrom-Mutante allerdings scheint Blaulicht seine Keimungs-induzierende
Wirkung einzubifRen. Damit ist die Regulation der Polarisierung der erste

physiologische Prozess, in dem fur das Cryptochrom eine Rezeptorfunktion
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Abbildung 26: Untersuchung verschiedener Lichtregulatoren wihrend der Keimung im
Licht

Die Mutanten von fphA, cryA und vipA unterschieden sich im Keimungsverhalten vom Wildtyp.
Allen anderen Mutanten zeigten keinen Phénptyp. A Die Phytochrome-Mutante zeigt den starksten
Effekt. Nur noch rotes Licht (700 nm) induziert die Keimung. B Im AcryA Stamm b3t im Blaulicht
(450 nm) seine leicht induzierenden Wirkung ein. C Rotes und dunkelrotes Licht (740 nm) werden
ohne VipA nicht mehr unterschieden. D Die Kombination aller beteiligten Mutationen fihrt zu
einem Stamm dessen Sporen noch immer durch Licht reguliert werden.

nachgewiesen werden konnte. Die Deletion des velvet interacting protein A, vipA,
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fuhrt dazu, dass rotes und dunkelrotes Licht nicht mehr unterschieden werden. Da
nur fur diese drei Proteine eine Beteilung in der Aktivierung der Keimung gezeigt
werden konnte, wurden die entsprechenden Mutationen durch zwei aufeinander
folgende Kreuzungen in einem Stamm vereint. Uberraschenderweise reagierte
dieser Stamm immer noch auf Licht, und zwar auf alle untersuchten
Lichtqualitaten. Rotes und dunkelrotes Licht induzierten Keimung wéahrend die

Sporen im Blaulicht langsamer keimten als im Dunkeln.

3.9 Ein Opsin sieht rot

Wie aus Abbildung 26 hervorgeht, reagierte die Phytochrom-Mutante noch immer
auf rotes Licht. Auch die Unterdrickung der sexuellen Entwicklung im Rotlicht
findet im AfphA-Stamm grof3tenteils noch statt (Blumenstein et al, 2005). Diese
Evidenzen machen die Exisitenz eines weiteren Sensors fir rotes Licht
wahrscheinlich. Ein zweites Phytochrom kodierendes Gen im Genom von
A. nidulans kann aber wohl ausgeschlossen werden. Der neben den Phytochromen
einzige bekannte Rezeptor, der im langwelligen Bereich des sichtbaren Spektrums
absorbiert, ist Opsin. Opsine existieren in unterschiedlichen Varianten, mit Retinal
Chromophor (Terakita, 2005). Das Photopsin in den Sehzapfen ermdglicht es uns
Menschen Licht von etwa 380 bis 780 nm wahrzunehmen.

Vor einigen Jahren konnte in unserem Labor ein Gen mit Ahnlichkeit zu
Bakteriorhodopsinen im Genom von A. nidulans identifiziert werden (Abb. 27). Die
Vorhersage (TMHMM) ergab die typischen sieben Transmembranhelices mit
einem langen extrazellularen Aminoterminus und intrazelluldren Carboxyende.
Die Deletion hatte allerdings keinen offensichtlichen Phénotyp (Carolin Schaf,
personliche Mitteilung). Auf3erdem zeigte das Alignment mit verschiedenen
Bakteriorhodpsinen, dass ein konserviertes Lysin fehlt, welches zur Bindung von
Retinal notwendig ist. Dieses Lysin fehlt auch in anderen Aspergillen, ist aber in

N. crassa vorhanden.
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TMHMM Vorhersage
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Abbildung 27: NopA ist ein 7-transmembran Helix-Protein ohne typische Retinal-
Bindestelle

A Die rechnergestiitzte Vorhersage ergibt sieben Transmembrandoméanen mit extrazellularem
N-Terminus und einem C-Terminus, der ins Zellinnere ragt. B Wéhrend die Bakteriorhodopsine ein
konserviertes Lysin zur Bindung von Retinal bereithalten, ist es bei den beiden Aspergillen nicht
vorhanden. N. crassa besitzt das Lysin und bindet damit auch den Chromophor (Bieszke et al.,
1999).

Dort wurde gezeigt, dass dieser Aminosaurerest Uber eine Schiff'sche Base Retinal
bindet (Bieszke et al., 1999). Allerdings kdnnen Opsinmutanten ohne dieses Lysin,
Retinalderivate mit einer n-Alkylamin-Gruppe binden und so ein voll
funktionsfahiges Holoprotein bilden (Schweiger et al, 1994). In A. nidulans fehlt
auBerdem die genetische Ausstattung zur Carotinoid- und damit auch zur
Retinalsynthese, wahrend sie in N.crassa vorhanden ist. Die Versorgung mit
Carotinoiden sollten fir einen Organismus, der auf Pflanzenmaterial lebt, aber kein
Problem darstellen. Die Untersuchung der Lichtabh&ngigkeit der Keimung zeigte,
dass NopA in der Tat eine Rolle in der Lichtwahrnehmung spielt (Abb. 28).

A fphA/nopA Abbildung 28: NopA kontrolliert die

100 Keimung im Rotlicht

» Die Phytochrom-Mutante ist noch immer sensitiv
fur rotes Licht. Zusammen mit der Deletion des
40 Opsins nopA ,sieht’ der Stamm nur noch blaues
Licht, welches die Keimungsrate reduziert.
Damit ist NopA sehr wahrscheinlich der Sensor
0 fur rotes Licht wahrend FphA dunkelrotes Licht

16 18 20 22 perzipiert.
Zeit (Std.)

60

gekeimte Sporen (%)

20

Es schliel3t offensichtlich die Licke im Rotlichtbereich, die das Phytochrom offen
lasst. Die Doppelmutante reagierte weder auf rotes noch auf dunkelrotes Licht.

Lediglich Blaulicht konnte die Keimung noch verzégern. Ob NopA allerdings
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tatsachlich als Lichtrezeptor fungiert oder nur indirekt die Rotlichtwahrnehmung

beeinflusst, bleibt zur Zeit noch offen.

3.10 Expressionsanalyse des frithen Stadiums der Keimung

Mit Licht konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal ein Umweltfaktor beschrieben
werden, der die Zellpolarisation verzogert, ohne dabei Wachstum oder Zellzyklus
zu tangieren. Dieser Effekt bietet die Moglichkeit durch differentielle
Expressionsanalyse Faktoren zu identifizieren, die in der frihen Phase der
Polarisierung eine Rolle spielen. Ein erster Versuch dazu wurde in dieser Arbeit
unternommen. Frihere Versuche solche Gene zu identifizieren, basierten fast
ausschlie3lich auf Mutanten-Screens (Adams et al, 1990; Momany et al, 1999).
Microarray basierte Ansatze, die das Expressionsmuster gekeimter und
ungekeimter Sporen verglichen, krankten daran, dass die Sporen unterschiedlich

alt waren und sich daher in vollig unterschiedlichen Stadien befanden (Breakspear

& Momany, 2007,
)| Lamarre et al., 2008).

/ \ 740 nm Bl —> cDNA-Cy3 SO B ) ;
VI } Lo Far dieses Expriment
- = 740 nm —> cDNA-Cy5 3esssnsastset .
| 1 wurden zwei

0 Std. 18 Std. 21 Std.

Populationen erzeugt, die
Abbildung 29: Schema der Kultivierung sich nur im Fortschritt
Eine Probe wurde durchgehend im dunkelroten Licht (740 nm) | der Polarisierung

kultiviert. Die Polarisierung war somit unterdriickt. Die zweite
Probe wurde 3 Std. vor Ernte verdunkelt, die Repression damit | unterschieden.
aufgehoben. Aus beiden Proben wurde die gesamt RNA isoliert, ]
in cDNA umgeschrieben, markiert und mit dem Chip hybridisiert. | Dazu wurden Sporen in

Minimalmedium mit
Glycerin 18 Stunden lang geschuittelt und zwar unter Lichtbedingungen (740 nm),
die die Polarisierung der Zellen unterdriicken. Eine Halfte der Proben wurde drei
Stunden vor der Ernte ins Dunkel gestellt um die Suppression aufzuheben
(Abb. 29). Nach der Ernte hatten weniger als 12% einen Keimschlauch gebildet, bei
der 740 nm-Probe waren es annéhernd 0%. Von beiden Populationen wurde die
RNA isoliert. Das Umschreiben in cDNA sowie die Markierung mir den
Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 wurde in Freiburg (BF-BlOlabs) durchgefiihrt.

Die Firma Ubernahm auch das Hybridisieren und Auslesen der Chips. Insgesamt
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wurden zwei Chips hybridisiert (zwei Farben Experiment). Der Chip (PFGRC,

A. nidulans, Version 2) umfasste Oligonukleotide (70mer) aller vorhergesagter
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Abbildung 30: Liste der 40 am starksten hochregulierten Gene

Nach dem Verdunkeln der Proben war die Polarisierung der Zelle nicht mehr gehemmt. Daraufhin
wurde diese Gene hochreguliert. In Rot markiert sind die Gene, deren Expressionswerte sich in
beiden Experimenten sehr unterscheiden.

Die Auswertung der Arraydaten zeigte, dass die Expressionslevel der beiden
Proben nur relativ geringe Unterschiede aufweisen. Beide Populationen
unterschieden sich nur in den letzten drei Stunden der Kultivierung, sodass auch
keine grof3en Unterschiede erwartet wurden. Insgesamt waren Gene maximal
1,9-fach hochreguliert bzw. 4,2-fach runterreguliert. Die Berechnung eines Boxplots
(BF-Biolabs, Freiburg) ergab, dass Werte unter etwa -1,4 und uber 1,3-facher
Anderung als signifikant betrachtet werden konnen. In diesen Bereich fallen etwa
70 Gene.
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Julio Rodriguez hat in unserem Labor Microarray Experimente durchgefihrt um
lichtregulierte Gene in vegetativem Myzel zu finden. Falls diese Gene auch in
diesem Datensatz auftauchten, wurden sie orange markiert. Diese unterliegen dann
wahrscheinlich generell der Lichtregulation und sind nicht keimungsspezifisch.
Dies betraf nur Gene, die wahrend der Keimung runterreguliert wurden. In den
meisten Fallen waren die Werte der beiden Experimente sehr ahnlich. Vor allem
unter den Top 40 der hochregulierten Gene, sind eine Reihe von Datensétzen, die

sich in beiden Experimenten deutlich unterscheiden. Diese wurden rot markiert.
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Abbildung 31: Liste der 40 am starksten herrunterregulierten Gene

Nach dem Shift der Proben vom Licht ins Dunkel waren diese Gene herrunterreguliert. In Orange
sind die Gene, die auch in vegetativem Myzel lichtreguliert sind und daher moglicherweise keine
entscheidende Rolle fiir die Keimung spielen. Die Expressionswerte der Gene in Rot unterscheiden
sich stark in beiden Experimenten.

Interessanterweise zeigt die Auswertung der Daten, dass eine Reihe von
runterregulierten Genen in Gruppen vorliegt. So wurden zwei Cluster auf

Chromosom Il identifiziert, die insgesamt 16 wéahrend der Keimung regulierte
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Gene enthalten (Abb. 32). Von den 40 am starksten regulierten Genen sind % in
diesen Gruppen angeordnet. Interessanterweise wurde das Cluster mit den 9 Genen
bereits intensiv untersucht (Aramayo et al., 1989; Gwynne et al., 1984). Dieser als
SpoC1-Cluster bezeichnete Chromosomabschnitt umfasst etwa 38 kb und damit
immerhin 0.15 % des Genoms. Uberraschenderweise blieb die Entfernung des
gesamten Abschnitts vom Genom ohne erkennbaren Phanotyp. Bezuglich der

Keimung wurde die Mutante allerdings nicht detailliert untersucht.

Chrill
ok 10k 20k 30k a0k 50k 60k (I3
All Annotated A, nidulans (FGSC_A4) Sequence Features
AN5093 AN5091 =" AN11460 AN10626 AN11459 AN5079 AN5076
s mni [y m o=
Uncharacterized ~* Uncharacterized Uncharacterized Bhcharacterized  Uncharacterized Uncharacterized Uncharacterized
N5092 AN11461 AN5087 AN1063 N5081 5077
— - [ =y m = ‘Do
Dhcharacterized  “Possible pseudogene Ohcharacterized Uncharacterized ~Uncharacterized Uncharacterized, Putative chitinase

AN5090 AN10625 AN5075

o o 3

arfB, Uncharacterized, Predicted ADP ribosylation factor (Arf) GTPase ncharacterized NCharacterized

AN5089 AN5086
ncharacterized “BooC1-C1D, Uncharacterized, Conidium-specific RNA of unknown function
AN10630 AN10628
hcharacterized BPOC1-C1C, Uncharacterized, Conidium-specific RNA of unknown function
AN5088
Uncharacterized, Putative potassium-transporting ATPase with a predicted role in energy metabolism
AN10629 AN5082 AN10627
i < =
Uncharacterized Uncharacterized Uncharacterized
ANS5083 AN5078
Uncharacterized Unhcharacterized

9 Gene H:' = l] 7 Gene
Chromosom Il

chrill
3300k 3200k
All Annotated A. nidulans (FGSC A4) Se(kuence Features
ANB652 ANE645 ANB6TA ANB624 ANg614 AN8604 AN11090 ANBS8S
=) 5 =
'Uncharacterized Uncharacterized “Uncharacterized Uncharacterized Uncharacterized Uncharacterized Uncharacterized “Uncharacterized
AN11096 ANB644 NB632 ANB620 AN8610 AN11091 ANgs88 AN8580
“ N i
Uncharacterized “Uncharacterized “Dhcharacterized “Ohcharacterized ~Uncharacterized Uncharacterized Uncharacterized ncharacterized
AN11094 ANB642 AN8631 ANB584
- P
Uncharacterized Uncharacterized * Uncharacterized, Protein with similarity to FK506 binding proteins (FKBPs) Uncharacterized
ANB616 AN8595 ANB583
I cm o
Possible pseudogene, similar to methylase involved in ubiquinone/menaquinone biosynthesis Bncharacterized Uncharacterized
AN8650 ANB643 ANB630 AN8618 ANB609 AN11098 8587 AN8579
BRcharacterized  Bhcharacterized  Uncharacterized “Wncharacterized Thcharacterized Bhcharacterized “Uncharacterized Yhcharacterized
AN8648 ANB641 AN8629 AN8617 AN8606 ANB596 AN8586
Thcharacterized “Uncharacterized ~ Bncharacterized  Uncharacterized “Uncharacterized Uncharacterized “Uncharacterized
ANB649 ANB640 AN8628 ANB615 ANB607 AN11095 AN11089
fa Py a5 - o) faly an
Bhcharacterized  “Uncharacterized Uhcharacterized ~ Uncharacterized Uncharacterized  Uhcharacterized Brcharacterized
tR(ACG)6 ANB8627 AN11100 ANB602 AN8590 AN8581
v & Al a =) )
TRNA-Arg, predicted by tRNAscan-SE Yncharacterized Bhcharacterized “Oncharacterized “Ohcharacterized ~Uncharacterized
ANB647 AN11093 _AN8601 ANBS91 AN11097
MitA, Verified, High-affinity nitrite transporter Brcharacterized “Uncharacterized Bncharacterized  Bhcharacterized
AN11626 ANB637 ANB612 AN11099 ANB589
Uncharacterized CatA, Verified, Conidia-specific catalase Uncharacterized Bncharacterized  “Uncharacterized
ANB646 ANB636 AN8625 AN8611 59
s - - -
Uncharacterized Bncharacterized  “Uncharacterized Uncharacterized “Uncharacterized
ANB638 AN11092
Tet), Uncharacterized, Transcript enriched in dormant conidia Bhcharacterized
ANB639
Bcharacterized, Putative alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase (UDP-forming) with a predicted role in trehalose biosynthesis
AN8635 AN8623 AN8608 AN8597
ncharacterized  'Uncharacterized “Uncharacterized “Uncharacterized
AN8633 8622 AN11625 AN8592
- ey B H " o )
hcharacterized Uncharacterized Uncharacterized hcharacterized
AN8626 AN11624 AN8593
“Bncharacterized Dhcharacterized Uhcharacterized
AN8621 AN8B605
Bncharacterized Uhcharacterized, Putative peptidyl-proly! cis-trans isomerase (PPlase)
N861 ANg603
Uncharacterized Bhcharacterized

Abbildung 32: Viele der regulierten Gene sind in zwei Clustern angeordnet

Telomere Bereiche des Chromosoms Ill. Die regulierten Gene sind gelb hinterlegt. Das obere
Cluster wurde bereits als SpoC1l-Cluster beschrieben. Die Entfernung eines 38 kb Bereichs
resultierte in keinem erkennbaren Phanotyp. Die Gene am anderen Ende des Chromosoms sind
lockerer gruppiert. Nur etwa 10% der Gene in diesem Bereich sind keimungsabhéngig reguliert. In
diesem Bereich finden sich interessanterweise auch einige Gene, die als konidienspezifisch
beschrieben wurden, wie die Katalase catA, das nicht naher charakterisierte cet/ oder eine
Komponente der Trehalose-Biosynthese.
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Der Stamm wurde uns freundlicherweise von Rodolfo Aramyao, Texas, USA, zur
Verfligung gestellt. Bis zur Fertigstellung dieser Arbeit konnte er noch nicht néher

untersucht werden.

3.10.1 Identifizierung einiger entwicklungsrelevanter Gene

Ziel dieser Expressionsanalyse war es Gene zu identifizieren, die in der Etablierung
der Polaritat eine Rolle spielen. Unter den hochregulierten Genen sind nur etwas
mehr als zwei Drittel zu verwenden. Wiederum zwei Drittel davon haben einen
klaren Bezug zum primaren Metabolismus, etwa dem Ethanol- und Aminosaure-
Stoffwechsel, Fettsdurestoffwechsel oder Zuckertransport. Zumindest drei Gene
sind allerdings an der Entwicklung und womaoglich auch an der Zellpolarisierung
beteiligt.

FIbC: Diese fluffy Mutante wurde bereits vor einiger Zeit beschieben. FIbC ist
einer von sechs Transkriptionsaktivatoren mit identischem und gravierendem
Phénotyp: watteartiges Wachstum und Unfahigkeit zur Sporulation. Dariber
hinaus produzieren sie kein Sterigmatocystin (Wieser et al., 1994; Wieser et al.,
1997). Ein Effekt in der Keimung wurde nicht berichtet.

Clgl: In der Hefe S. cerevisiae wurde Clgl als mdgliches Cyclin beschrieben. Die
Deletion hatte allerdings keinen Phanotyp (Matsumoto & Wickner, 1993). Es
konnte gezeigt werden, dass es mit der Zyklin-abhéngigen Kinase Pho85 interagiert
(Measday et al, 1997). Diese Kinase hat vielféaltige Aufgaben im Zellzyklus und in
der Kontrolle des Metabolismus (Kadota et al, 2004). In der Mutante ist der
Trehalosemetabolismus gestort. Die Akkumulation von Trehalose ist eine wichtige
Voraussetzung fur die Stabilitat von Sporen und die Stressresistenz des Myzels
(Fillinger et al., 2001; Ni & Yu, 2007). Der Abbau von Trehalose ist einer der ersten
Vorgange wahrend der Sporenkeimung (Fillinger et al, 2002). Inwiefern das
A. nidulans Homolog von Clgl bei der Sporenkeimung eine Rolle spielt, muss noch
geklart werden.

Cla4: Die monomere Rho-GTPase Cdc42 ist in S. cerevisiae und A. nidulans ein
zentraler Regulator des polaren Wachstums. Cdc42 und sein Aktivator Cdc24
spielen eine wesentliche Rolle bei der Rekrutierung und Organisation der
Wachstumsmaschinerie und damit in der Ausbildung der polaren Achse, sowohl in
der Hefe (Knopsung) als auch bei A. nidulans (Cabib et al., 1998; Simon et al., 1995).
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Eine Vielzahl von Regulatoren und Interaktionspartner von Cdc42 sind bislang
beschrieben worden (Chen et al., 1997; Martin et al., 1997). Dazu gehéren die
sogenannten p21-aktivierten Proteinkinasen (PAKSs), von denen es drei in der Hefe
gibt und nur zwei in A. nidulans. In diese Gruppe gehort auch Cla4 (Benton et al.,
1997).

3.10.2 Untersuchung zweier Gene durch Deletion

Die beiden am stérksten regulierten Gene wurden genauer auf einen eventuellen
Einfluss in der Keimung untersucht. Dazu wurden beide Gene vom Genom entfernt.
An11533 ist ein kleines, 78 Aminosauren langes Protein, das wahrend der Keimung
mehr als dreifach runterreguliert ist. In vegetativem Myzel findet eine Regulation
dieses Gens durch Licht nicht statt, es wird also offensichtlich spezifisch wahrend
der Keimung reguliert. Vorhersagen fir An11533 ergaben keine Homologien zu
bekannten Proteinen.

Das Gen cetL (An9194) ist ebenfalls relativ stark herunterreguliert (-1,9 fach).
Dieses Protein wurde als ein in Sporen angereichertes Transkript (conidial enriched
transcript) beschrieben (Osherov et al., 2002). Es besitzt eine NADP-Rossmann
Strkuturdoméne, die in NmrA beschrieben wurde, einem Repressor des
Transkriptionsfaktors AreA (Andrianopoulos et al., 1998; Kotaka et al., 2008). AreA
ist der zentrale Regulator des Stickstoffstoffwechsels. Proteine der NADP-
Rossmann Familie zeichnen sich durch Aktivitat als Transkriptionsrepressoren aus.

Zur Deletion beider Gene wurde jeweils ein lineares Konstrukt erzeugt, das
zwei etwa 1 kb grofRe Flanken und das pyrG-Markgergen aus A. fumigatus enthielt.
Die drei Frangmente wurden tber Sfil-Schittstellen miteinander ligiert. Uber eine
anschlieBende PCR wurde das DNA Material fur die Transformation in A. nidulans
TN 02A3 gewonnen. Die Transformanten wurden zunéchst nur per PCR auf
homologe Rekombination getestet. Es konnten in beiden Féllen eine Reihe von
Transformanten positiv getestet werden. Auf Kolonieebene zeigten beide Stamme
keinen Unterschied zum Wildtyp. Die Keimlinge sahen normal aus und die
Keimungsrate entsprach auch ungeféhr der des Wildtyps.

Im Falle von cetL gibt es im Genom ein Homolog mit 67% Sequenzidentitat, das

ebenfalls signifikant (-1,4 fach) reguliert ist. Da beide Proteine mdglicherweise
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redundant wirken, wurde eine Doppelmutante erstellt. Dabei wurde vorgegangen
wie oben beschrieben. Auch die Doppelmutante zeigte im Bezug auf die Keimung
keinen Phanotyp.

Keimung nach 16 Std. Abbildung 33: Keimungsrate der

0 Deletionsstimme

60
g . [ T T Die Deletionen der am stéarksten regulierten
5 [ Gene An11533 und cetL sind ohne Einfluss auf
8% die Keimung. Die Doppelmutante von CetL und
£ 3 seinem Homolog An3334 resultiert ebenfalls
£ 2 nicht in einem Phanotyp. Alle drei Stamme
h 10 keimen etwa so schnell wie der Wildtyp. Die

. Keimlinge sehen normal aus.

WT Acetl Acetl/An3334  AANn11533

Es konnte gezeigt werden, dass sich mit Licht zwei Populationen erzeugen lassen,
die sich ausschlief3lich im Bezug auf ihre Zellpolarisierung unterscheiden. Es war
moglich diesen Effekt zu nutzen, um einige Gene zu identifizieren, die
moglicherweise eine Rolle im polaren Wachstum spielen. Auch wenn die beiden
stark regulierten Gene An11533 und CetL offenbar nicht am polaren Wachstum
beteiligt sind, sind Clgl und Cla4, aufgrund ihrer Homologie zu bekannten
Komponenten der Polarisierung, sicherlich Kandidaten, deren Untersuchen in
A. nidulans lohnenswert ist. Wiederholungen des Experiments mit modifizierten
Bedingungen kénnten sicher weitere Faktoren an Licht bringen, deren Expression

waéahrend der frihen Phase des Hyphenwachstums einsetzt.
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4 Diskussion

4.1 Die Rezeptorsysteme fiir Rot- und Blaulicht interagieren
In A. nidulans wird Licht von mindestens drei Rezeptoren perzipiert, dem
Phytochrom FphA, dem White Collar-Protein LreA und dem Cryptochrom CryA. Fur
FphA wurde gezeigt, dass es Rotlicht wahrnimmt und daraufhin die sexuelle
Entwicklung unterdruckt. Durch dunkelrotes Licht wird der Effekt revertiert und
die Differenzierung der Fruchtkorper findet ungehindert statt (Blumenstein et al.,
2005). Die Unterdrickung des sexuellen Zyklus geht mit verstarkter asexueller
Sporulation einher. Dessen Induktion durch Rotlicht allein erreicht aber nicht den
Level wie unter Weildlichtbedingungen. Erst in Kombination mit blauem Licht
werden maximal viele Konidiosporen gebildet. Rotes und blaues Licht addieren
sich also. Uberraschenderweise konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,
dass diesem funktionellen Zusammenspiel eine physische Interaktion zugrunde
liegt. Phytochrom interagiert tiber LreB mit dem Blaulichtsensor LreA.
Interessanterweise waren alle Interaktionen der Lichtregulatoren auf den Kern
beschrankt, obwohl LreB und VeA auch cytoplasmatisch zu finden sind. FphA
lokalisiert sogar fast ausschlief3lich im Cytolasma. Wir gehen daher davon aus, dass
eine kleine aktive Population von Phytochrommolekulen in den Kern gelangt, wo es
mit anderen Regulatoren und Transkriptionsfaktoren interagiert. Der Import war
auch bei FphA-Varianten mdglich, denen beide NLS fehlten (Janina Purschwitz,
unsere Arbeitsgruppe), was einen Huckepack Mechanismus, ahnlich wie bei PhyA
aus Arabidopsis wahrscheinlich macht. Dieses Phytochrom besitzt keine eigene
Kernlokalisierungs-sequenz und wird zusammen mit Fhyl und Fhl in den Kern
geschleust (Hiltbrunner et al., 2006; Rosler et al., 2007). Der Verlust dieser beiden
Gene fahrt auch zum Verlust der PhyA abh&angigen Signalweitergabe. Die Stamme
Afhy1 und Afhl zeigen damit denselben Phénotyp wie die PhyA Mutante. PhyB
hingegen besitzt eine C-terminale NLS, die konformationsabhangig durch den
N-Terminus maskiert wird. Die Interaktion zwischen den beiden Termini wird nach
Belichtung schwaécher, so dass die NLS exponiert und erkannt wird (Nagy &
Schéfer, 2002). Wird nur die aminoterminale Halfte des Proteins mit Hilfe einer

heterologen NLS in der Kern befdrdert ist dies ausreichend um die PhyB abhangige
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Lichtantwort zu induzieren (Matsushita et al., 2003). Bei beiden Phytochromen ist
also der Kernimport das zentrale Regulationsereignis. Uns war es bislang nicht
maoglich den Kernimport von FphA in Abh&ngigkeit von Licht nachzuweisen, sodass
wir davon ausgehen, dass er nicht lichtreguliert ist.

N. crassa besitzt mit dem White Collar Complex aus WC-1 und WC-2 das am
besten untersuchte Lichtrezeptorsystem in Pilzen. Beide Proteine fungieren als
Transkriptionsfaktoren und liegen stets im Komplex vor. Dartber hinaus bindet
WC-1 Flavin (FAD) und erwirbt so Eigenschaften eines Lichtrezeptors. Beide
Proteine lokalisieren in Kern, WC-2 teilweise auch im Cytoplasma (Schwerdtfeger
& Linden, 2000). Dies deckt sich mit den Erkenntnissen fur LreA und LreB in
A. nidulans (diese Arbeit). Obwohl in N. crassa sogar zwei Phytochrome existieren,
gehen nahezu alle bekannten Lichtreaktionen auf blaues Licht zurtck. In den
Sechziger Jahren wurde lediglich gezeigt, dass Rotlicht die Mutationsrate nach
Rontgenbestrahlung vermindern kann und dieser Effekt durch dunkelrotes Licht
umkehrbar ist (Klein & Klein, 1963). Die Deletion beider Phytochrome fiihrte aber
zu keinem erkennbaren Phéanotyp (Froehlich et al., 2005). Allerdings wurden in
dieser Publikation keine Experimente zur DNA-Schadigung durchgefihrt. Des
Weiteren wurde nicht untersucht, ob es eine Interaktion auf Proteinebene
zwischen den White Collar-Proteinen und den Phytochromen gibt. In Cryptococcus
neoformans ist der Knockout des Phytochroms ebenfalls ohne Phanotyp (Idnurm &
Heitman, 2005). Wahrend nur wenige Pilze Gber eine ausgepragte Rotlichtantwort
verfigen, blieb die Lichtperzeption tUber White Collar Systeme offenbar hoch
konserviert wahrend der Evolution der Pilze (Ildnurm et al., 2006).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in A. nidulans ein funktionales und
physisches Zusammenspiel zwischen dem Blau- und Rotlichtrezeptorsystem
stattfindet. Es ist damit das bislang einzige Beispiel fir eine Wechselwirkung

zwischen zwei Lichtrezeptorsystemen in Pilzen.
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4.2 Der lichtabhangige Kernimport von VeA steuert den
Sekunddrmetabolismus

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass velvet eine N-terminale Kernlokalisierungs-
sequenz besitzt und mit dem a-Importin KapA interagiert. Interessanterweise war
der Kernimport teilweise lichtabhéngig. Im Dunkeln und im Rotlicht war die
Fluoreszenzintensitat der GFP-Fusion im Kern mehr als 50% hdher als im
Weildlicht, blaues Licht hatte den gleichen Effekt (Stinnett et al, 2007).
Langerwelliges Rotlicht wurde nicht in die Untersuchungen einbezogen. Die VeA
Lokalisation korreliert sehr gut mit der Sterigmatocystinsynthese, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Diese ist auch im blauen und weil3en Licht
deutlich herunter reguliert. Fir Induktion der Mycotoxinbiosynthese scheint also
die Kernlokalisation von VeA relevant sein. In Gottingen wurde kurzlich mit LaeA
ein weiterer Interaktionspartner von velvet identifiziert (Bayram et al, 2008b).
Diese Methyltransferase reguliert auf Chromatinebene den Sekundarmetabolismus
in vielen Aspergillus-Arten (Bok et al., 2006b). Der lichtabh&ngige Kernimport ist
also Vorraussetzung fir die Interaktion mit LaeA und die damit verbundene
Aktivierung des Sterigmatocystin-Clusters.

Ungeklart ist bislang wie die lichtabhangige Anreicherung von VeA im Kern
reguliert wird. Die Interaktion mit Phytochrom spielt hier wahrscheinlich eine
Schlusselrolle. Um die subzellulare Lokalisation von VeA zu regulieren stehen eine
Kernlokalisierungssequenz (NLS) sowie ein Exportsignal (NES) zur Verflgung. Fur
beide Signale ist beschrieben, dass ihre Erkennung durch Importine bzw. Exportine
durch Phosphorylierung gestdrt werden kann (Jans & Hubner, 1996; Zhang &
Xiong, 2001). Die Interaktion von VeA mit der Sensorhistidinkinase FphA bote dazu
eine Mdglichkeit. Es konnte in unserem Labor tatsdchlich gezeigt werden, dass VeA
stark phosphoryliert vorliegt (Purschwitz et al, 2009). Auf3erdem wurde
demonstriert, dass die Histidinkinasedoméne von FphA autophosphoyliert und die
Phosphorylgruppe auf ein konserviertes Aspartat des Responsregulators tbertragt
(Brandt et al, 2008). Ob die Modifikationen von VeA aber tatsachlich vom
Phytochrom stammen, konnte noch nicht geklart werden. Auf3erdem ist noch
unklar ob die Phosphorylierungen die NLS bzw. NES betreffen. VeA besitzt dartber
hinaus eine PEST (Prolin-, Glutaminsaure-, Serin- und Threonin-reiche) Domaéne,

die haufig mit Phosphorylierung und Protein-Turnover in Verbindung gebracht
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wird (Rogers et al, 1986). Sie stellt ein weiteres mogliches Ziel fir
Phosphorylierung dar.

Im Rotlicht und im Dunkeln liegen die Phytochrommolekile in
unterschiedlichen Konformationen vor. FphA geht allerdings nicht quantitativ in
die Pfr-Form Uber, so dass im Rotlicht wohl eine Mischpopulation vorliegt (Brandt
et al., 2008). Dennoch ist die VeA Konzentration im Kern nahezu identisch. Einen
dramatischen Unterschied hingegen macht Blaulicht, wo die Konzentration am
geringsten ist. Es sieht also so aus als gabe die Blaulichtbestrahlung den Ausschlag,
wogegen Rotlichtbedingungen eine untergeordnete Rolle spielen. Dies spiegelt sich
auch auf Ebene der Sterigmatocystinproduktion wider. Die Unterschiede in der
Biosynthese bei verschiedenen Rotlichtqualitaten (680 nm, 700 nm, 740 nm) sind
gering, verglichen mit dem Effekt den Blaulicht verursacht.

LreB und VeA teilen mit der Histidinkinase des Phytochroms eine
Interaktionsstelle, wahrend fir LreB mit dem Responseregulator noch eine zweite
zur Verfugung steht (Purschwitz et al.,, 2009). Diese neueren Erkenntnisse lassen
also den Schluss zu, dass mdglicherweise die Blaulichtrezeptoren und velvet nicht
wie urspringlich angenommen zur gleichen Zeit an Phytochrom binden, sondern
um die Bindung konkurrieren. Damit l&sst sich also folgende Hypothese aufstellen:
nach Belichtung des White Collar Complex mit Blaulicht wird das Phytochrom
aktiviert, moglicherweise durch Dissoziation der beiden Rezeptorsysteme. Das
Phytochrom kann daraufhin VeA binden und phosphorylieren. Velvet pendelt
zwischen Kern und Cytoplasma, eine Phosphorylgruppe an der NLS etwa, kbnnte
das Wiedereintreten in den Kern verhindern und so zur Abreicherung im Nukleus
beitragen.

Die Phanotypen, die die Mutanten zeigen, unterstitzen dieses Modell. Der
AfphA-Stamm produziert deutlich mehr Sterigmatocystin und sexuelle Strukturen
als der Wildtyp, wahrscheinlich weil sich VeA ungehindert im Kern anreichern
kann. Fehlt hingegen eine Komponente des Blaulichtsystems ist die Bindestelle von
FphA unbesetzt und die Aktivitdt des Phytochroms ist erhéht. VeA wird
phosphoryliert und ins Cytoplasma transportiert, die Mycotoxinsynthese sowie die
Fruchtkorperbildung reduziert (Abb. 34).

Die Phanotypen der Doppelmutanten entsprechen dem von AfphA, sie sind

allerdings deutlich intensiviert. Im AfphA Hintergrund verstarken die Deletionen
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von IreA und/oder IreB den Phytochrom-Effekt und es wird noch mehr
Sterigmatocystin gebildet. Es wurde gezeigt, dass die Expression von veA
lichtabhangig ist (Kim et al., 2009). Moglicherweise sind die White Collar-Proteine
an der Expressionskontrolle beteiligt und die Deletion fuhrt zu hdheren
Proteinleveln. Da Phytochrom fehlt, kann mehr VeA in den Kern gelangen.
Hinsichtlich der Sterigmatocystinproduktion ist die VeA-Lokalisierung als
Ursache ausreichend. Im Falle der Sporulation allerdings addieren sich rotes und
blaues Licht in ihrer Wirkung, was zwei verschiedene Mechanismen wahrscheinlich
macht. Yager et al konnten 1998 eine FluG-Mutante isolieren, bei der die
Sporulation durch rotes Licht nicht mehr mdoglich war. Blaues Licht induzierte nach
wie vor die Konidiophorbildung. Es erscheint also denkbar, dass Blaulicht tber die
VeA-Lokalisierung  wirkt, die sowohl Entwicklung als auch Sterig-

matocystinproduktion beeinflusst.
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Abbildung 34: Rot- und Blaulicht regulieren Entwicklung und Sekundidrmetabolismus mit
unterschiedlichen Mechanismen

Rotes Licht induziert die Sporulation Giber Phytochrom und die FluG-Signalkaskade. Blaues Licht induziert
ebenfalls die Sporulation, aber durch Entfernen des sexuellen Regulators VeA aus dem Kern. Nur im Weil3licht
sind beide Mechanismen aktiv und die Sporulation ist am starksten induziert. Im Dunkeln wird weder FluG
aktiviert, noch wird VeA ausgeschleust. Damit beginnt die sexuelle Differenzierung. Zur Kontrolle der
Entwicklung existieren also zwei Mechanismen nebeneinander.

Die Biosynthese von Sterigmatocystin hangt maRgeblich mit der Lokalisation von VeA zusammen. Die ist
hauptséachlich blaulichtabhéngig. Wird also im blauen oder weif3en Licht VeA aus dem Kern transportiert,
steigt die Sterigmatocystinsynthese, wahrend sie sich im Rotlicht nur wenig &ndert.
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Rotlicht hingegen wirkt Uber den FluG-Signalweg, der hauptsichlich die
Sporulation reguliert (Abb. 34). Da alle Interaktionsstudien mit dem BiFC System
gemacht wurden, kann tber die Dynamik leider keine Aussage getroffen werden.
Eine Interaktion, die zu einem YFP-Signl fuhrt, bleibt durch eine kovalent Bindung
im Chromoprotein bestehen. Eine FRET-Analyse (fluorescence resonance energy
transfer) wurde es erlauben sowohl die Einzelproteine als auch den Komplex

sichtbar zu machen und kénnte zudem die Dynamik der Interaktion abbilden.

4.3 FphA und die White Collar Proteine arbeiten gegeneinander

Die Analyse der Sterigmatocystinproduktion in den Lichtrezeptormutanten zeigt
eine gegensatzliche Wirkung der beiden Rezeptorsysteme auf. Wéahrend das
Phytochrom offensichtlich als Repressor der Biosynthese auftritt, haben die White
Collar-Proteine induzierende Wirkung auf die Mycotoxinbildung. In Mutanten mit
mehr als einer Deletion ist stets das Fehlen des Phytochroms dominant tber die
Lre-Deletionen; der Effekt wird durch zusatzliche knockouts sogar verstarkt.
Interessanterweise sind die Effekte gerade gegensatzlich im Bezug auf die
Biosynthese von Penicillin. Die Menge des Antibiotikums ist deutlich reduziert im
AfphA-Stamm. Noch weniger wird gebildet, wenn alle drei Regulatorgene aus dem
Genom entfernt wurden.

Eine gegenlaufige Regulation der beiden Metabolite wurde schon haufiger
beschrieben. Regulatoren der asexuellen Entwicklung etwa sind ebenfalls an der
Steuerung des Sekundarmetabolismus beteiligt. FadA, die o-Untereinheit eines
heterotrimeren G-Proteins aktiviert brlA und damit die Sporulation. Eine dominant
aktive Variante hat den interessanten Effekt, dass die Aflatoxin- und
Sterigmatocystinbiosynthese in verschiedenen Aspergillus-Arten unterdrickt wird.
Daneben ist die Produktion von Penicillin in A. nidulans ebenso verstarkt wie die
Synthese des T-2 Toxins in Fusarium sporotrichioides (Tag et al, 2000). Die
Deletion des a-Importins kapA wirkt sich ebenfalls kontrar auf die beiden
Metabolite aus (Araujo-Bazan et al., 2009).

Der gemeinsame Nenner fur diesen Effekt scheint wieder VeA zu sein. Es ist
schon seit langerem bekannt, dass VeA ein essentieller Faktor fur Sterigmatocystin
und die sexuelle Entwicklung ist (Guzman-de-Pena et al., 1998a; Kato et al., 2003).

Kurzlich wurde gezeigt, dass VeA auf die Penicillinbiosynthese als Repressor wirkt
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(Sprote & Brakhage, 2007). Die Uberexpression von veA fiihrte zu deutlichen
Abnahme der Transkription von acvA, dem ersten Enzym der Penicillinsynthese.
Damit ist klar, warum in Mutanten, die mutmalf3lich die Kernlokalisierung von VeA
verandern, der eine Metabolit vermehrt akkumuliert, wahrend der andere in

verminderter Konzentration auftritt.

4.3.1 Die Regulation der Penicillinsynthese in Fliissigkultur

Im Weildlicht und im Blauen wird Sterigmatocystin aus oben besprochenen
Grunden runterreguliert. Fur die Penicillinsynthese wurde dasselbe beobachtet,
was, wenn man die subzellulare VeA-Lokalisation als Ausloser dafir zu Grunde legt,
keinen Sinn ergadbe. Allerdings sind beide Experiment kaum vergleichbar. Zum
einen wurden statt der LED, im Falle von Sterigmatocystin, ein Halogenstrahler mit
Filtern fur den Penicillin Versuch benutzt. Beide Systeme unterscheiden sich
deutlich in Intensitdt und Spektrum. Zum anderen, und das ist der wesentliche
Grund, wurden zur Analyse von Sterigmatocystin Kulturen auf Agarplatten
angeimpft, wohingegen Penicillin in Flassigkultur gemessen wurde. Im ersten Fall
kann der Pilz, aufgrund der Wasser/Luft Interphase, in die weitere Differenzierung
gehen. Im zweiten Fall ist die Entwicklung sowohl in die sexuelle als auch in die
asexuelle Richtung blockiert. Wie bereits erwdhnt sind Differenzierung und
Sekundarmetabolismus eng miteinander verknupft. Das G-Protein FadA etwa
fordert das vegetative Wachstum und wird sicher in Flussigkultur in der aktiven,
GTP-gebundenen Form vorliegen. Seine Hemmung ist aber Voraussetzung fir die
asexuelle Entwicklung, wie sie auf Platte stattfindet. Penicillin und Sterigmatocystin
werden auch Uber diesen Faktor reguliert (Abb. 7).

Interessant ist allerdings der Effekt, den dunkelrotes Licht auf die
Penicillinsynthese ausibt. Hier verdoppelt sich die Produktion des Antibiotikums.
Ob dies ein phytochromspezifischer Effekt ist, kann noch nicht gesagt werden. Bei
Bestrahlung von 740 nm sollte das Phytochrom in seiner Pr-Konformation
vorliegen, genauso wie im Dunkeln. Die Produktion unterscheidet sich aber
erheblich zwischen diesen beiden Bedingungen. Der verwendete Filter Iasst Licht
zwischen etwa 740 nm und 1100 nm passieren. Moglicherweise hat die nahe

Infrarotstrahlung einen Einfluss.
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4.4 Die Regulation durch Licht und Glukose

Die Biosynthese von Sterigmatocystin wird durch ein Zusammenspiel von
Glukosekonzentration und Licht reguliert. Fur die Sterigmatocystinproduktion gibt
es einen engen Bereich der Glukosekonzentration, bei dem die Synthese am
starksten ist. Sowohl mehr als auch weniger Traubenzucker reduzieren die
Produktion. Uberraschenderweise ist dieser Peak lichtabhangig, im Dunkeln liegt er
bei etwa 1%, im Licht bei 1,7%. Eine relativ niedrige Konzentration von 1% konnte
eventuell als Hungersituation interpretiert werden, die normalerweise durch einen
Anstieg der Konzentration von zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)
signalisiert wird (Lafon et al.,, 2006). CAMP aktiviert die Proteinkinase A (PkaA), die
in die Regulation einer Reihe verschiedener Prozesse in A. nidulans involviert ist,
darunter Sporulation, Sporenkeimung und auch die Biosynthese von
Sterigmatocystin (Lafon et al., 2005; Lafon et al.,, 2006; Ni et al., 2005). Aul3erdem
wurde gezeigt, dass die cAMP-Level auch lichtabhangig variieren (Farkas et al.,
1990). Daher wurde die intrazellulare cAMP-Konzentration bei verschiedenen
Glukosekonzentrationen gemessen. Es zeigte sich, dass die Level erst unterhalb von
0,7% anstiegen, was aul3erhalb des Bereichs lag, der fur den beobachteten Effekt
interessant ist. Eine Zugabe von verschiedenen membrangangigen cAMP-Derivaten
zum Medium hatte auflerdem keinerlei Einfluss auf die Synthese von
Sterigmatocystin.

Unsere Co-Autoren in DeKalb, USA, konnten wahrenddessen feststellen, dass
die Konzentration von VeA im Kern mit der Sterigmatocystinmenge korreliert. Bei
Glukosekonzentrationen, die ein Maximum an Toxin verursachen, war auch der
Anteil kernlokalisierten VeA-Proteins am hdchsten. Es existieren allerdings bislang
keine Hinweise auf Interaktionen mit Glukosesensoren. Kurzlich wurde eine
Hexokinase identifiziert, die vorwiegend im Kern lokalisiert ist und damit
wahrscheinlich ausschlie3lich regulatorische Aufgaben wahrnimmt (Bernardo et
al., 2007). Ein solcher Sensor konnte etwa die subzellulare Lokalisation VeA oder
den turnover beeinflussen.

VeA ist nicht nur Regulator des Sekundarmetabolismus, sondern auch der

sexuellen Entwicklung. Es ist daher Uberraschend, dass VeA bei steigender
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Glukosekonzentration wieder aus dem Kern verschwindet, obwohl die
Entwicklungsbalance sich immer weiter in Richtung sexueller Entwicklung
verschiebt. VeA ist ein essentieller Faktor fur die sexuelle Entwicklung. Eine
gewisse Menge VeA muss also in jedem Fall im Kern vorhanden sein. Daruber
hinaus kénnte es konzentrationsabhangig eine Signalwirkung entfalten. Ein Modell
dazu konnte folgendermafen aussehen: Bei sehr guter Nahrstoffsituation besteht
kein Grund nicht in die langwierige sexuelle Entwicklung zu gehen. Diese findet
dann tatsachlich selbst unter Lichtbedingungen in signifikantem Mal3e statt. Die
Né&hrstofflage signalisiert in diesem Fall direkt: sexuelle Entwicklung ist moglich.
VeA wird als Signalgeber nicht bendtigt. Bei schlechten Bedingungen bleibt VeA
Uberwiegend inaktiv im Cytoplasma, der sexuelle Zyklus wird tberhaupt nicht
induziert. Die verfugbare Energie und Rohstoffe werden dazu verwendet Konidien
zu produzieren, um neue Habitate zu besiedeln. Ist die Nahrstofflage dagegen in
einem Kkritischen Bereich, etwa zwischen 05% und 15%, geben andere
Umweltsignale den Ausschlag, ob es in die sexuelle Differenzierung gehen soll oder
nicht. Licht und CO. geben z.B. Aufschluss Uber die Exponiertheit des Habitats.
Diese Signale konnten dann Uber VeA signalisiert werden. VeA ware damit in einer
unklaren Situation ein Faktor, der verschiedenste Signale integriert, abwéagt und im
Entscheidungsfall in den Kern transportiert. In einer kritischen Phase ist es wohl
auch sinnvoll, méglicher Konkurrenz entgegen zu treten und das Habitat mittels
,chemischer Kriegsfuhrung’' zu verteidigen. Daher wird Sterigmatocystin auch nur
in diesem engen Bereich der Glukosekonzentration synthetisiert. Bei einem
Uberangebot an Nahrstoffen ist das weniger notwendig und die immerhin 21
enzymatischen Schritte zur Synthese von Sterigmatocystin kénnen eingespart
werden. Bei sehr schlechten Bedingungen wird dafir schlicht die Energie
eingespart.

Das Vorhandensein der PEST Doméne macht einen regulierten Proteinabbau
wahrscheinlich. Ob bei hohen oder sehr niedrigen Glukosekonzentrationen, also bei
mutmallich unnétiger VeA-Aktivitat, dessen Abbau eingeleitet wird oder ob VeA
nur aus dem Kern transportiert wird, muss noch geklart werden. In unserem Labor
wurde kurzlich ein Stamm mit einer VeA-Variante hergestellt, die keine PEST-
Domane mehr aufweist (Sylvia Muller). Dessen Untersuchung kénnte helfen die

Bedeutung des Protein-Turnovers von VeA besser zu verstehen.
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4.5 Lichtverzogert die Polarisation der Spore

Die asexuellen Konidien und sexuellen Ascosporen sind essentiell fur die
Verbreitung und kénnen als ,Genomspeichereinheiten’ betrachtet werden, die auch
unter harschen Bedingungen tberdauern kénnen. Das Brechen der Dormanz und
der Beginn des Wachstums sind daher wesentliche Entwicklungsvorgange im
Lebenszyklus filamentdser Pilze (d'Enfert, 1997; Osherov & May, 2001). Wéhrend
die Genetik und Biochemie der Sporulation sehr intensiv untersucht wurden
(Adams et al., 1998), ist die Regulation Sporenkeimung noch wenig verstanden.

Die Keimung kann in drei Abschnitte eingeteilt werden: 1. Die Aktivierung der
dormanten Sporen durch Umweltsignale wie Temperatur, Wasserpotential,
C-Quelle, pH, anorganische Salze, CO,, Sauerstoff, usw. (d'Enfert, 1997; Sautour et
al., 2001). 2. Das isotrope Wachstum mit Abbau des Speicherzuckers Trehalose,
Beginn der Proteinbiosynthese und Aufnahme metabolischer Aktivitaten.
3. Ubergang zum polaren Wachstum, der zum Auswachsen des Keimschlaues fiihrt
und den Keimungsprozess abschliel3t.

Die Sporenkeimung ist ein hochkomplexer Prozess, der offenbar durch eine
Vielzahl von Signalwegen kontrolliert wird (Harris et al., 2009). Die Erfassung der
Kohlenstoffverfligbarkeit ist einer der ersten Vorgdnge wahrend der Keimung
(Wendland, 2001). Obwohl eine Reihe von Umweltbedingungen die Keimung
beeinflussen, ist die Anwesenheit einer gut zugénglichen C-Quelle neben Wasser
die einzig notwendige Bedingung an das Medium, um die Keimung zu induzieren
(Osherov & May, 2000).

Eine dominant aktive Variante des Ga-Proteins GanB lasst Konidiosporen und
Ascosporen von A. nidulans selbst dann keimen, wenn keine C-Quelle verfugbar ist
(Chang et al, 2004). Die Deletion von ganB unterbricht den Keimungsprozess
bereits vor dem isotropen Wachstum. Die Kohlenstoffwahrnehmung durch dieses
heterotrimere G-Protein steht also offenbar ganz am Anfang des Prozesses. Es
konnte gezeigt werden, dass Glukose GanB-abhangig zu einem kurzzeitigen Anstieg
der intrazellularen cAMP-Konzentration fuihrt (Lafon et al, 2005). Somit geht das
Signal von einem Glukoserezeptor uber GanB in den cAMP/PKA Signalweg.
Stamme, denen die Adenylatzyklase CyaA fehlt, sind jedoch noch in der Lage zu
keimen. Das monomere G-Protein RasA induziert die Keimung ebenfalls in Folge

von Glukosewahrnehmung, aber unabhangig von cAMP (Fillinger et al, 2002;
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Osherov & May, 2000). Es existieren also zwei Signalwege nebeneinander, die zum
selben Ziel fuhren. Eine dominant aktive RasA Mutante induziert das isotrope
Wachstum und den Zellzyklus der Spore, ebenfalls ohne verfligbare C-Quelle.
Interessanterweise finden Polarisation und Keimschlauchbildung aber nicht statt
(Osherov & May, 2000). Das Auswachsen der Hyphe erfordert also die
Inaktivierung von RasA.

Mit Licht konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal ein Umweltfaktor beschrieben
werden, der selektiv den Prozess der Polarisation reguliert. Es konnte gezeigt
werden, dass weder die Aktivierung der Spore noch Wachstum oder Zellzyklus
durch Beleuchtung beeintrachtigt werden. Wie bereits erwahnt reguliert RasA den
Ubergang vom isotropen zum polaren Wachstum in Abhéngigkeit der
Nahrstoffsituation. Es ist denkbar, dass auch der Effekt, den Licht ausubt, Gber den
molekularen Schalter RasA vermittelt wird. Damit wuirde Licht, vor allem
dunkelrotes, die Inaktivierung von RasA verzogern und die Phase des isotropen
Wachstums verlangern. Da fur FphA eine aktivierende Wirkung gezeigt werden
konnte, stimuliert mdoglicherweise FphA im Dunkeln ein GAP (GTPase

aktivierendes Protein). Im Licht hingegen hemmt es die Aktivitat des GAP.

Glukose

Dunkel Abbildung 35: Model der verzogerten
/\/V(/\ 7 l dunkelrotes Polarisierung durch Licht
?

Licht

Gans Es gibt in A nidulans zwei unabhangige
l FohA Signalwege, die in der Lage sind die Keimung
Can / zu induzi_eren. Der eine funktioni_ert tber dzy}s
l o Ga-Prote_:m GanB,_ cAMP und _dle PKA. Die
b rwppeny | Nl ] rosrpmn Alternative dazu ist die Induktion durch das
l P G-Protein RasA. Es wurde gezeigt, dass die
A l / Inaktivierung dieser GTPase Voraussetzung
| fur den Ubergang zum polaren Wachstum ist

O D) D= (Osherov & May, 2000). Sie konnte somit ein
isotropes polares Angriffspunkt  fur die Licht-vermittelte

Wachstum Wachstum Verlangerung der isotropen Phasen sein.

Da Phytochrom auch mit den Komponenten des Blaulichtsystems interagiert,
kénnte die Blaulichtantwort Giber FphA weitergegeben werden. Es wére interessant
das Verhalten einer Phytochrommutante zu untersuchen, der das konservierte
Histidin der Kinase fehlt. Moglicherweise ist die Kinaseaktivitat fur die Regulation

verantwortlich. Es wurde schon frih gezeigt, das GAPs von Ras-GTPasen durch
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Phosphorylierung in ihrer Aktivitat beeinflusst werden kénnen (Briggs et al,
1995).

Neben der Frage wie die Verzogerung der Polarisierung durch Licht auf
molekularer Ebene funktioniert, stellt sich natirlich auch die Frage nach dem
Warum. Fur manche Pflanzensamen ist dunkelrotes Licht ein Signal fir ein
schattiges Habitat mit unzureichenden Lichtbedingungen. Die Keimung findet erst
dann statt, wenn die Lichtverhdltnisse besser sind, was durch einen erhohten
Rotlichtanteil signalisiert wird. Pilze, als heterotrophe Organismen, haben kein
Interesse an besonderen Lichtbedingungen. Sie ,sehen’ es nur als Signal, das
Aufschluss tber das Habitat liefert. Auf3erdem wird die Keimung durch Licht nicht
vOllig blockiert, sonder nur verzogert. Der junge Keimling ist wahrscheinlich noch
sehr empfindlich gegentber Austrocknung da er noch nicht in das Substrat
eingedrungen ist. Die Zellpolarisierung hat eine rapide Zunahme der
Verdunstungsoberflache zur Folge. Die Verzdgerung der OberflachenvergrofRerung

bis nach Sonnenuntergang, verbessert moglicherweise die Uberlebenschancen.

4.5.1 Der Einfluss verschiedener Proteine auf die Regulation der Keimung

Obwohl alle getesteten Lichtqualitdten die Keimung verzogerten, scheint das
Phytochrom eine entscheidende Rolle einzunehmen. Nur der AfphA Stamm keimt
auch im Dunkeln langsamer als der Wildtyp. Dunkelrotes Licht und Blaulicht
machen keinen Unterschied, lediglich rotes Licht induziert die Keimung etwas. Es
scheint also einen weiteren Rotlichtrezeptor zu geben. Die Kombination mit der
Opsindeletion ergibt einen Stamm, der sich im Roten und im Dunkelroten ebenso

verhalt wie in Dunkelheit.
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Die vipA-Mutante ist in der Lage Rotlicht beider Qualitaten zu ,sehen’, wenngleich
sie sie nicht unterscheiden kann. Beide Lichtqualititen hemmen die Keimung,
Rotlicht etwas mehr als im Wildtyp, Dunkelrotlicht etwas weniger. Die
Kombination von AvipA und AfphA unterscheidet ebenfalls nicht zwischen 700 nm
und 740nm, aber hier wirkt diese Beleuchtung keimungsférdernd.
Interessanterweise sind sich die Stamme AfphA/vipA/cryA und AfphA/nopA recht
ahnlich, wahrend sich die Mutation von fphA alleine erheblich von beiden
unterscheidet.

Diese Ergebnisse deuten wohl darauf hin, dass die Kontrolle der
Zellpolarisierung durch Licht komplex ist und weitere Komponenten, als die in
dieser Arbeit untersuchten, von Bedeutung sind. Mindestens drei Proteine sind in
der Regulation durch rotes bzw. dunkelrotes Licht beteiligt, fphA, nopA und vipA.
Um das Zusammenspiel der drei Faktoren besser zu verstehen, braucht es noch
eine Reihe weiterer Untersuchungen. Zum Beispiel ist es notwendig das
Aktionsspektrum des Opsins in Erfahrung zu bringen und die nopA Einzelmutante
bezlglich des Keimungsverhaltens zu untersuchen. Es misste untersucht werden
ob es physische Interaktionen zwischen diesen Faktoren gibt und welche Rolle

VipA in der Integration der Rot- und Dunkelrotperzeption wahrnimmt.

4.6 Die Rotlichtwahrnehmung in A. nidulans
Seit im Jahre 2005 das Phytochrom FphA kloniert wurde, konnte eine Vielzahl

neuer Erkenntnisse hinsichtlich der Physiologie und Biochemie gewonnen werden.
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Dennoch bleibt die Rotlichtperzeption ratselhaft. In vivo bindet FphA Biliverdin, der
natdrliche Chromophor ist aber noch nicht identifiziert. Eine Hdmoxygenase zur
Biliverdinsynthese fehlt im Genom. Das heterolog exprimierte FphA zeigt
Absorptionsmaxima bei 707 nm und 753 nm (Brandt et al, 2008). Das Maximum
des Aktionsspektrums fur die Sporulation liegt bei 680 nm, anschlieRende
Belichtung mit 730 nm revertierte den Effekt (Mooney & Yager, 1990). Die
Sterigmatocystinsynthese wurde durch rotes Licht von 700 nm am starksten
induziert. Uberraschenderweise induzierte auch Licht der Wellenlange 740 nm die
Sterigmatocystinproduktion. Unter beiden Bedingungen sollte Phytochrom in
unterschiedlichen Konformationen vorliegen. Da sich beide Bedingungen von
Dunkelinkubation unterscheiden, ist ein weiterer Rezeptor wahrscheinlich. Es
wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Opsin in die Rotlichtperzeption involviert ist.
Maoglicherweise induziert Opsin die Sterigmatocystinsynthese bei 680 nm und
FphA bei langwelligem Rotlicht. Fur Penicillin wurde gezeigt, dass dunkelrotes
Licht in Flussigkultur einen sehr stark induzierenden Effekt hat. Der eingesetzte
Filter (Schott RG9)
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4.7 ldentifizierung von Genen der Zellpolarisierung

Fast alle Organismen nutzen polares oder asymmetrisches Zellwachstum, um
bestimmten Zelltypen ihre funktionale Form zu geben. Aber nur wenige tun dies in
solch extremem Ausmald wie filamentdse Pilze. Nach einer kurzen Phase isotropen
Wachstums, in der sich der Durchmesser der Spore hochstens verdoppelt, schaltet

der Pilz auf andauerndes Spitzenwachstum um. Das fuhrt zundchst zum

Auswachsen des Keimschlauches. Bis zu

diesem Punkt hat das System deutliche

PE

® ®

Q. ®
™ . ™ G) genetisch sehr gut charakterisiert ist
0 . (Casamayor & Snyder, 2002; Palmieri &

Ahnlichkeit zur Knospung bei der Hefe

Saccharomyces cerevisiae (Abb.37), die

PM

Haarer, 1998; Wendland, 2001). Nach

einer kurzen Phase des polaren

- Wachstums, die die Knospe

hervorbringt, schaltet die Hefezelle

Abbildung 37: Vergleich von
Hyphenbildung und Knospung

I: isotropes Wachstum; PE: Etablierung der geht mit der Bildung eines Septums

Polaritat; PM: Aufrechterhaltung der Polaritat, | o;nner das die Tochterzelle abschniirt.
S: Septierung; Br: Verzweigung

Abbildung aus (Momany, 2002)

wieder auf isotropes Wachstum um. Dies

Da S. cerevisiae Zellen stets einkernig

sind, ist die Regulation von Zellzyklus, polarem Wachstum und Septierung streng
koordiniert (Cid et al., 2001; McCollum & Gould, 2001). In A. nidulans besteht eine
solch strikte Kontrolle nicht. Der Zellzyklus geht ungehindert voran, auch wenn die
Zellpolarisierung durch dunkelrotes Licht reprimiert ist.

Voraussetzung fur das Auswachsen des Keimschlauchs ist die Etablierung der
polaren Achse. Sie beginnt mit der Festlegung des Ortes der Polarisation und ist in
S. cerevisiae am besten untersucht. Allerdings sind die meisten Komponenten
dieses Systems in A. nidulans nicht oder nur wenig konserviert (Harris & Momany,
2004). In beiden Organismen rekrutieren die kleinen Rho-GTPasen Cdc42 und
RacA durch lokale Aktivitat die Komponenten der Wachstumsmaschinerie (Park &
Bi, 2007). In A. nidulans sind das vor allen die sogenannten Zellendmarker, TeaA,
TeaR und KipA, die die Mikrotubuli am Kortex verankern (Higashitsuji et al., 2009;

Takeshita et al., 2008). Diese Proteine haben Homologe in Schizosaccharomyces
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pombe. Diese Spalthefe benutzt, wie A. nidulans, Mikrotubuli zum Vesikeltransport,
wahrend in S. cerevisiae das Aktinzytoskelett ausreicht. Die Disruption dieser Gene
fuhrt zu Hyphen, die nicht mehr in der Lage sind, die polare Achse zu halten und
daher kurvig wachsen (Takeshita et al, 2008). AuRerdem wachst der zweite
Keimschlauch nicht, wie im Wildtyp, gegentber des ersten aus, sondern zufallig.

Das Formin SepA rekrutiert das Aktinzytoskelett. Beide Zytoskelette spielen
eine entscheidende Rolle im polaren Wachstum. Die Destabilisierung des
Mikrotubulizytoskeletts durch Benomyl, fihrt zu stark angeschwollenen Sporen
mit reduziertem und abnormalem Hyphenwachstum (Osherov & May, 2000).
Agentien wie Cytokalasin, die Aktinfilamente destabilisieren oder die Deletion des
Typ-1 Myosins myoA fuhren ebenfalls zu unkontrolliertem isotropem Wachstum
der Spore (Harris et al., 1994; McGoldrick et al., 1995).

Inzwischen wurden Dutzende weiterer Gene identifiziert, die die Etablierung
und Aufrechterhaltung der Polaritat beeinflussen. Darunter sind eine Vielzahl
weiterer GTPasen und ihre Regulatoren, Proteine fur die Membranorganisation,
Regulatoren der Endo- und Exocytose, Aktin organisierende Faktoren und
Motorproteine (Harris et al., 2009). Die meisten dieser Gene wurden in grof3
angelegten Mutantenscreens identifiziert, bei denen nach Phanotypen in der
Etablierung bzw. Aufrechterhaltung der Polaritat gesucht wurde (Kaminskyj &
Hamer, 1998; Momany et al., 1999). Einige wenige Versuche wurde unternommen,
Gene per differenzieller Expressionsanalyse zu finden (Breakspear & Momany,
2007; Lamarre et al., 2008). Hier wurden allerdings jeweils ruhende Sporen oder
Sporen wahrend des friuhen isotropen Wachstums mit Sporen verglichen, die
bereits einen Keimschlauch hatten. Die verglichenen Stadien unterschieden sich
also in weit mehr Aspekten als nur in der Polaritat. Man hat so auch eine Vielfalt an
Genen gefischt, die in einer Phase exprimiert werden, in der die Zelle vom
Ruhezustand in die Wachstumsphase tibergeht. Darunter waren Gene fiir den RNA-,
Aminosaure- oder Kohlenstoffmetobolismus, Translationsregulatoren und Proteine
der Stressantwort.

Die polare und apolare Phase konnte bisher also nur unter Einbeziehung
verschiedener metabolischer Stadien untersucht werden. Die ldentifizierung von
Faktoren, die das apikale Wachstum etablieren, blieb daher ohne Erfolg. Die

lichtabhangige Verzogerung der Polarisierung bietet die Mdglichkeit, spezifisch
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nach Genen zu suchen, die an der Ausbildung der Polaritat beteiligt sind. Ein erster
Versuch wurde in dieser Arbeit unternommen.

Um einen moglichen Einfluss der regulierten Gene auf die Keimung zu
untersuchen, wurden zwei der Gene vom Genom entfernt, An 11533 und cetL. Die
Expression dieser beiden Gene war unter denen, die in vegetativem Myzel nicht
lichtreguliert waren, am starksten verandert. Der erste Kandidat war zu Beginn der
Keimung dreifach runterreguliert. Das Protein An11533 umfasst nur 78
Aminosauren und zeigt keinerlei Sequenzéhnlichkeit, die auf seine Funktion
schliel3en lassen wirden. Die Deletion zeigte allerdings keinen Phanotyp.

Der zweite Kandidat war ebenfalls runterreguliert. Als Protein mit Ahnlichkeit
zu Transkriptionsrepressoren, konnte das ,Abschalten’ von cetL allerdings dazu
fuhren, dass andere Regulatoren in der Folge aktiviert werden. Allerdings zeigte
auch dessen Deletion keinen Effekt. An3334 zeigt 67% Sequenzidentitat mit CetL
und war ebenfalls signifikant reguliert. Da moéglicherweise beide in redundanter
Weise arbeiten, wurde eine Doppelmutante erstellt. Auch fir diesen Stamm konnte
noch kein Phanotyp gefunden werden. Die Keimung jedenfalls scheint nicht
beeintrachtigt zu sein.

Unter den hochregulierten Genen finden sich zwei interessante Kandidaten, die
mit 1,3-facher Induktion zwar wenig, aber signifikant reguliert sind. Das sind
An4984 und An8836, Homologe von clg1 und cla4 aus S. cerevisiae.

Clg1l wurde 1993 aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zu den Cyclinen Pcl1 und
Pcl2 identifiziert. Die Deletion in S. cerevisiae hatte keinen offensichtlichen
Phanotyp (Matsumoto & Wickner, 1993). In der Hefe interagiert Clgl mit der
cyclinabhangigen Kinase Pho85 (Measday et al., 1997). Pho85 wiederum reguliert
den Stoffwechsel von Trehalose und Glycogen und spielt au3erdem eine Rolle bei
der Regulation von Aktin (Francois & Parrou, 2001; Huang et al, 1999). Die
Mutation des Homologs in A. nidulans, PhoA, fuhrt zu erheblich reduzierte
Sporulation unter phosphorlimitierten Bedingungen (Bussink & Osmani, 1998).
Wird dazu der pH auf 6 abgesenkt, findet keine Differenzierung mehr statt. PhoA
scheint also an der Kopplung der Entwicklung an die Umweltbedingungen beteiligt
zu sein. Die Kombination mit der Deletion eines zweiten Pho-&hlichen Gens, PhoB,
ist lethal. Ascosporen, die aus einer Kreuzung zwischen AphoA und AphoB

hervorgehen, sind in der Lage zu keimen, die Keimung ist allerdings stark verzdgert
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und mit abnormen Hyphen (Dou et al, 2003). Interessanterweise &andert die
Gegenwart von Hefeextrakt den Phanotyp dramatisch. In diesem Medium wachsen
die Sporen lange Zeit isotrop und nur wenige schaffen den Ubergang zum polaren
Wachstum. Dieser Phanotyp &ahnelt einer Storung des Aktinzytoskeletts, die
ebenfalls Ubergrof3e Sporen zur Folge hat. In Hefe wurde Pho85 ebenfalls mit der
Reaktion auf die Nahrstoffsituation einerseits und, andererseits, mit Aktin in
Verbindung gebracht. Es spielt aul3erdem eine Rolle beim Austritt aus der Mitose.
In A nidulans konnten also PhoA und PhoB, in Abhéangigkeit der
Umweltbedingungen, den Ubergang zum polaren Wachstum regulieren.
Moglicherweise ist auch hier RasA (s. Model, Abb. 35) Ziel des Signalwegs. Ob Clgl
in A. nidulans mit PhoA funktionell oder physisch interagiert, muss noch geklart
werden. Insbesondere muss eine Deletionsmutante hergestellt und charakterisiert
werden.

Clad ist gekennzeichnet durch eine P21-Rho-Bindedomaéne. Proteine dieser
Klasse binden an kleine Rho-GTPasen wie Cdc42 oder Rac (Daniels & Bokoch,
1999). Wéhrend es in S. cerevisiae funf Proteine mit P21-Bindedomé&ne gibt (drei
davon Kinasen), sind es in A. nidulans zwei, Ste20 und Cla4. In S. cerevisiae
kolokalisiert eine GFP-Fusion von Cla4 mit dem kortikalen, polarisierten
Aktinzytoskelett (Holly & Blumer, 1999). Es wurde gezeigt, dass Cla4 den GTP-
Austauschfaktor von Cdc42, Cdc24, phosphoryliert, was zum Ende des polaren
Wachstums in der Tochterzelle fuhrt (Gulli et al, 2000). Dartber hinaus ist die
Kinase an der Bildung des Septinrings und in Yarrowia lipolytica an der
Filamentbildung beteiligt (Kadota et al., 2004; Szabo, 2001).

Interessanterweise konnte in der Hefe eine genetische Verknuipfung zwischen
Cla4 und Pho85 charakterisiert werden. Im Acla4 Hintergrund ist Apho85, sowie
die Deletion zweier Interaktionspartner von Pho85 lethal. Diese interagierenden
Proteine sind die Cycline Pcl1 und Pcl2 (Keniry et al., 2004). Die Autoren fiihren die
synthetische Letalitdt darauf zurtick, das Cla4 und Pho85 mdoglicherweise
Uberlappende Aufgaben wahrend des Austritts aus der Mitose erfillen.

In S. cerevisiae spielen Pho85 und Cla4 sowohl bei der Kontrolle der Mitose eine
Rolle, als auch bei der Regulation der Polaritat. In A. nidulans wird Cla4 und der

Pho85 Interaktionspartner Clgl wahrend des Ubergangs zum polaren Wachstum
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exprimiert. Inwiefern sie diesen Prozess kontrollieren und ob es ebenfalls eine

genetische Interaktion zwischen diesen Faktoren gibt, bleibt noch herauszufinden.
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5 Material und Methoden

5.1 Chemikalien und Materialien
Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien stammten, soweit im Text nicht
anders angegeben, von den Firmen Roth (Karlsruhe), Roche (Mannheim), Sigma
(Taufkirchen) und Stratagene (Amsterdam, NL). DNA-modifizierende Enzyme
sowie DNA-Groéfienstandards wurden von New England Biolabs (Frankfurt) und
Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Der Protein-Molekulargewichtsmarker stammte
von Roth. A Hartenstein (Wurzburg) lieferte die Nitrocellulose-Membran,
Calbiochem (Heidelberg) das Miracloth Filtermaterial. Der Farbstoff Hoechst 33342
wurde von Molecular Probes (Oregon, USA) geliefert.

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden an einem Zeiss AxiolmagerZ.1 mit einer
Zeiss AxioCamMR angefertigt. Die Steuerung des Mikroskops erfolgte mit der Zeiss

Software AxioVision 4.5.

5.2 Organismen und mikrobiologische Methoden

5.2.1 Organismen und Stamme

In dieser Arbeit wurde mit folgenden Stdmmen von A. nidulans und Escherichia coli

gearbeitet.

Tabelle 1: Verwendete A. nidulans und E. coli Stamme

Stamm Genotyp Referenz
A. nidulans
FGSC A4 Glasgow wild type (veA+) Fungal Genetic Stock
Centre, Missouri, USA
TN 02A3 pyrG89; pyroA4; argB2; nkuA::argB Fungal Genetic Stock
Centre, Missouri, USA
FGSC yA1; pabaAl; argB2; pyroA4; nkuA::bar Fungal Genetic Stock
Al1153 Centre, Missouri, USA
GR5 pyrG89; wA3; pyroA4; veAl G. May, Houston, USA
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Stamm

Genotyp

Referenz

A. nidulans

SIP1

SJP3.1

SIP13.1

SIP15

LA/V+

LB/V+

SIP21.1

SCK5

SCK6

SCK9

SCK10

SCK11

SCK12

SCK13

SCK14

SCK15

SCK16

pyrG89; AargB::trpCAB; pyroA4; AfphA::argB; VeA*
GR5 transformiert mit pJP2 (alcA(p)::sGFP::fphA);
pyrG89; pyroA4; veAl

argB2; AlreB; pyroA4; AfphA::argB

pyroA4; AlreA; AfphA

biAl; argB2; AlreA::argB

biAl; argB2; AlreB::argB2

argB2; AlreB::argB2; AlreA::argB; AfphA::argB

GR5 transformiert mit pCK5 (alcA(p)::sGFP::IreB); wA3;

pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK1 (alcA(p)::YFP_CT::veA) und
pJP4 (alcA(p)::YFP_NT::fphA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK6 (alcA(p)::sGFP::lreA); wA3;
pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK4 (alcA(p)::YFP_NT::IreB)
und pCKS5 (alcA(p)::YFP_CT::fphA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK4 (alcA(p)::YFP_NT::IreB)
und pCK7 (alcA(p)::YFP_CT::lreA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK3 (alcA(p)::YFP_CT::lreB)
und pCK8 (alcA(p)::YFP_NT::IreA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK3 (alcA(p)::YFP_CT::lreB)
und pCK8 (alcA(p)::YFP_NT::lreA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pJP4 (alcA(p)::YFP_NT::fphA)
und pCK7 (alcA(p)::YFP_CT::lreA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK8 (alcA(p)::YFP_NT::IreA)
und pCK1 (alcA(p)::YFP_CT::veA); wA3; pyroA4; veAl

GR5 transformiert mit pCK4 (alcA(p)::YFP_NT::IreB)
und pCK1 (alcA(p)::YFP_CT::veA); wA3; pyroA4; veAl

Purschwitz et al, 2008

Purschwitz et al, 2008

Purschwitz et al, 2008

Purschwitz et al, 2008

Purschwitz et al, 2008

Purschwitz et al, 2008

Purschwitz et al, 2008

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Stamm Genotyp Referenz
A. nidulans
SCK17 GRS transformiert mit pCK3 (alcA(p)::YFP_CT::IreB) diese Arbeit
und pJP4 (alcA(p)::YFP_NT::fphA); wA3; pyroA4; veAl
HSY2 anAl; AargB::trpC Hap Hoon Han,
Wanju, Std Korea
VipA anA1; AargB::trpC; AvipA::argB Hap Hoon Han,
Wanju, Std Korea
CryA AcryA::ptrA in FGSC A4 Ozgiir Bayram,
Gottingen
SCK42 Kreuzung SIP1 x VipA; pyroA4; AfphA::argB; veAl; diese Arbeit
AvipA::argB;
SCK43 Kreuzung SIP1 x VipA; pyroA4; AfphA::argB; veA+; diese Arbeit
AvipA::argB;
SCK44 AcryA::ptrA in FGSC A1153 diese Arbeit
SCK45a Kreuzung SCK44 x SCK43; pyroA4; AfphA::argB; diese Arbeit
AcryA::ptrA; AvipA::argB; veA+
SCK46 pyrG89; pyroA4; AcetL::pyrG diese Arbeit
SCK47 pyrG89; AAn11533::pyrG; pyroA4 diese Arbeit
SCK48 pyrG89; pyroA4; AAn3334::pyrG diese Arbeit
SCK49 pyrG89; AAn6470::pyrG; pyroA4 diese Arbeit
SCK50 pyrG89; AAn10610::pyrG; pyroA4 diese Arbeit
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Escherichia coli

Stamm Genotyp Referenz
XL1-Blue recAl, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, erlA1, Stratagene,
lac[F’'proAB laclRZAM15:Tn10 (TetR)] La Jolla, USA
TOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @80lacZAM15 Invitrogen,
AlacX74, recAl, araD139 A(ara-leu)7679, Leek, NL

galU, galK, rpsL (StrR) endA1, nupG

DH5a F'[@80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, Invitrogen,
endA1, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, X, thi-1, Leek, NL
gyrA96, relAl

BL21 (DE) F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl Stratagene,
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam?7 nin5]) La Jolla, USA

Rosetta (DE3) F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dcm A(DE3 [lacl lacUV5- Novagene

pLysS T7 genel ind1 sam?7 nin5]) pLysSRARE (CamR)

5.2.2 Kultivierung der Organismen

Die E. coli Medien wurden wie bei Sambrook (1989) beschrieben hergestellt
(Tabelle 2) und je nach Versuchsansatz mit Antibiotika und Nachweisreagenzien
supplementiert (Tabelle 3). Die A. nidulans Medien wurden nach Pontecorvo et al.,
1953, hergestellt. A. nidulans Voll- und Minimalmedien wurden je nach Bedarf an
Auxotrophiemarkern mit Vitaminen, Aminosauren, Nukleotiden und flr
Transformationsexperimente mit osmoprotektiven Substanzen (Tabellen 4 und 5)

komplementiert. Bei Festmedien wurde zusatzlich 1,5% Agar eingewogen.

Tabelle 2: Medien fiir E.coli

Medium Zusammensetzung je 11
LB 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; pH 7.5
B 12 g Trypton; 24 g Hefeextrakt; 4 ml Glycerin; 100 ml KHPO,-Lsg. (0.17 M

KH2PO4 / 0.72 M K2HPOy)

SOC 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0.5 g NaCl;
0.19 g KCI; 2 g MgCl> x 7H20; 3.6 g Glucose; pH 7.0
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Tabelle 3: Antibiotika und Nachweisreagenzien fiir E.coli Medien

Substanz EndKkonzentration
Ampicillin 100 pg/ml

X-Gal 40 pg/ml

IPTG 8 ug/ml

Tabelle 4: Medien und Zusitze fiir A. nidulans

Medium Zusammensetzung je 11

Vollmedium (CM) 50 ml Salz-Stammlsg.; 20 g Glucose; 2 g Pepton;

1 g Hefeextrakt; 1 ml Vitaminlsg.; 1 ml Spurenelementlsg.; mit 10 M

NaOH auf pH ~6.5

Minimalmedium (MM) 50 ml Salz-Stammlsg.; 1 ml Spurenelementlsg.;

1 % Glucose, Glycerin oder Threonin; mit

10 M NaOH auf pH 6.5, zur Regeneration von Protoplasten mit 0.6 M

KCl supplementiert

Malzextraktmedium 20 g Malzextrakt, 5 g Glucose, pH 6

Salzstammlésung (20-fach) 120 g NaNOs; 10.4 g KCI; 10.4 g MgSO4 x 7H20; 30.4 g KH2PO4

Spurenelementldsung 22 9ZnS04 x 7H20; 11 g H3BO3; 5 g MnCl, x 4H0;

(1000-fach) 5 g FeSO4 X 7H,0; 1,6 g CoCl, X 5H,0;

1,6 0] CuSO4x 5H20; 1,1 g (NH4)6MO7024 X 4H20;

50 g Nas EDTA; mit Kaliumhydroxidplatzchen auf

pH 6,5-6,8
Vitaminlésung 0.1 g D-Biotin; 0.1 g Pyridoxin-HCI; 0.1 g Thiamin-HCI; 0.1 g
(1000-fach) Riboflavin; 0.1 g p-Aminobenzoesaure;

0.1 g Niacinsaure
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Tabelle 5: Auxotrophiesubstanzen

Substanz Konzentration der Stammlésung eingesetzte Menge je 11
Arginin 500mM (100x) sterilfiltrieren 10 mi

Uracil - / autoklavieren 1g

Uridin - / autoklavieren 1lg

Biotin 0.05 % 1ml

Pyridoxin-HClI 0.1% 1mi
p-Aminobenzoesaure 0.1% 1mil

Riboflavin 0.25% 1ml

A. nidulans und E. coli Kulturen wurden, soweit nicht anders angegeben, aerob bei
37°C inkubiert. Flussigkulturen wurden dabei bei 200 rpm im Schuttelinkubator
(Infors Minitron) oder Wasserbadschuttler (Gyrotory, G76) bewegt. Medien und
Lésungen wurden 15 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Glaswaren
wurden im Hitzesterilisator etwa 3h trocken bei 180°C sterilisiert.
Hitzeempfindliche L6sungen wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0.2 bzw. 0.45 um

Porengrol3e; Schleicher und Schall, Dassel).

5.2.3 Kultivierung von A. nidulans bei verschiedenen Lichtverhaltnissen

Fur die Kultivierung auf Festmedien wurden Agarplatten mit Minimalmedium mit
106 Sporen in einem Volumen von 80ul beimpft und mit Glasperlen gleichmaRdig
verteilt. Die Inkubation erfolgte, soweit nicht anders angegeben, bei 30°C.

Zur Mikroskopie wurden zwei abgeflammte Deckglaser in kleine Petrischalen
(@ 6 cm) gelegt. Darauf wurden je 450 pl Minimalmedium mit Glycerin und 0.7*106
Sporen/mil pipettiert. Die Inkubation erfolgte bei 24°C.

Dunkelproben wurden in einer lichtdichten Kartonbox inkubiert. Die Belichtung
mit Weil3licht erfolgte mit einer Osram Energiesparlampe DULUXSTAR 17W. Die
Ubrigen Lichtqualitdten wurden mittels LED-Panelen erzeugt, die mit jeweils 24
LEDs der Firma Reuthner Lasertechnik GmbH, Wien, bestickt waren. Nach

Streuung des Licht durch eine Diffusorfolie betrug die Intensitaét am Boden des
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Kartons zwischen 0,6 und 2,7 W/m2 (Abb. 38). Die Intensitat des Weil3lichts wurde
mit 28 W/m2 gemessen. Folgende Wellenlangen wurden benutzt: 450nm, 660nm,
680nm 700nm und 740nm. Belichtung hatte in keinem Fall eine Erhéhung der

Temperatur zur Folge.

Max: 695 nm ‘ Max: 731 nm
2,71 W/m?

Max: 450 nm i Max: 650 nm
0,72 W/m? | 0,65W/m?

1,45 W/m?

600 650 700 600 650 700 750

Wellenkinge (nm) Wellnlnge (nm) Wellenkinge (nm) Wellenkinge {nm)

Absole Imadiance (4Wicm?hm)

Absolute Iraciance (ujomem)

Wavelen gth (nm)

Abbildung 38: Spektren der verwendeten LEDs und Lampen

Fur die Penicillin Versuche, die hohere Lichtintensitaten bendtigten, wurde ein
150W Halogenstrahler benutzt. Verschiedene Lichtqualititen wurden durch
Schott-Filter erzeugt: Dunkelrotes Licht (RG9), Rotlicht (RG695), Blaulicht (BG7).
Die Spektren (nicht gezeigt, s. Schott Homepage) sind deutlich breiter als bei
Beleuchtung mit LEDs.

5.3 Methoden zum Nachweis verschiedener Metabolite

5.3.1 Diinnschichtchromatographischer Nachweis von Sterigmatocystin

A. nidulans Kulturen wurden wie oben beschrieben bei 30°C fur drei Tage
inkubiert. Zur Extraktion wurden 4 Scheiben mit 16mm Durchmesser mit einem
Korkbohrer ausgestanzt und in 12 ml Chloroform fur 45 min geschuttelt. Der
Extrakt wurde im Stickstoffstrom zur Trockene eingedampft und in 500 pl

Acetonitril aufgenommen. Von diesem Extrakt wurden 12 ul auf 20 x 10 cm grol3e
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Kieselgel 60 Platten aufgetragen. Als Standard wurde Sterigmatocystin von Sigma
benutzt. Als Laufmittelsystem diente Toluol:Essigsdure:Essigsaureethylester
(8:1:1). Nach dem Entwickeln wurde die Platte mit 15 % AICI in Ethanol fein
bespriht und 10 min bei 80°C gebacken. Das derivatisierte Mycotoxin fluoresziert
daraufhin nach UV-Beleuchtung. Die Quantifizierung der Banden wurde mit der

Infinity Software von Peqlab (Erlangen) durchgefuhrt.

5.3.2 Quantitativer Nachweis von Penicillin
Um eine messbare Penicillinproduktion zu induzieren, wird A. nidulans in einem

Fermentationsmedium kultiviert:

Corn Steep Liquor (Sigma) 40 g/
CaCOs 10¢9/1
KH2PO4 79/l

Phenoxyessigsaure 0,59/l

- ad 800 ml, pH 6

Nach dem Autoklavieren dazugeben:
Laktose 40 g/ 200 ml 200 ml
MgSOa (4.5g / 50 ml) 1mil

Je 30 ml Medium in 250 ml Kolben wurden mit 106 Sporen/ml beimpft. Die
Inkubation erfolgt bei 26°C und 200 rpm fur 48 Std. 1 ml Kulturiiberstand wurde
danach abgenommen.

Zur Herstellung der Testplatten wurde 11 60°C warmer Trypton-Soja-Agar mit 5 ml
einer Ubernachtkultur von Geobacillus stearothermophilus beimpft. Der Agar wurde
in grof3e Petrischale (@ 10cm) gegossen. Fur jede Probe wurde ein Loch mit 4 mm
Durchmesser in den Agar gestanzt und mit 20 pl A. nidulans Kulturtiberstand
befullt. Ebenso wurden Platten mit Standardldsungen von kommerziellem
Penicillin G (Sigma) in den Konzentrationen 0.1, 0.25, 0.5, 1, 25 und 5 pg/mi
behandelt. Nach Inkubation bei 55°C Gber Nacht wurden die Hemmhofe gemessen
und die absoluten Konzentrationen anhand eine Standardkurve berechnet. Um
antibakterielle Wirkungen anderer Substanzen als Ursache auszuschliel3en,

wurden bei einer Kontrollplatte die Kulturiberstande zusatzlich mit 5 U
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Penicillinase aus Bacillus cerreus behandelt. Diese Proben verursachten keine

Hemmhofe.

5.3.3 Bestimmung der endogenen cAMP Konzentration

Zur Bestimmung der Konzentration cyclischen Adenosinmonophosphats wurde je
150 ml Minimalmedium mit 108 Sporen/ml angeimpft bei 200 rpm und 33°C
inkubiert. Das Medium wurde nach 30, 40 und 44 Stunden erneuert, um die
Glukosekonzentration moglichst konstant zu halten. Nach 48 Stunden wurde das
Myzel geerntet und lyophilisiert. 50 mg wurden ausgewogen und mit 1 ml 5%
Trichloressigsaure in einer Kugelmiihle homogenisiert. Aus dem Uberstand nach
Zentrifugation wurde die CAMP Konzentration mit Hilfe des Cyclic-AMP EIA Kit von

Holzel Diagnostika, KoIn, bestimmt.

5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 Transformation von A. nidulans

Fur die Transformation von A. nidulans (Yelton et al, 1984) wurden 500 ml MM,
supplementiert mit entsprechenden Auxotrophiesubstanzen, mit ca. 10°
Konidiosporen inokuliert. Die Pilzkultur wurde fir 12-15h bei 30°C in einem
Schittler (200 rpm) inkubiert. Anschliel3end wurde das Pilzmyzel Gber eine sterile
Miracloth-Membran abfiltriert und mit Waschlésung (WL) gewaschen. In 5 ml
osmotischem Medium (OM) wurde 1 g Myzel resuspendiert und nach Zugabe von
1 ml Glucanexlésung (140 mg/ml) und 0,5 ml Albuminlésung (6 mg/ml) fir 90 min
bei 30°C unter vorsichtigem Schutteln (100 rpm) inkubiert. Danach wurde die
Myzelsuspension mit 10 ml Uberschichtungspuffer (UP) vorsichtig iberschichtet
und fur 15 min bei 5.000 rpm im Ausschwingrotor (Universal 320R von Hettich,
Tuttlingen) zentrifugiert. Die Protoplastenbande, die sich an der Phasengrenze
gebildet hatte, wurde mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen. Zu der
Suspension wurden 10 ml Sorbitol-Tris-Calcium Puffer (STC) gegeben und fur
10 min bei 7.000 rpm zentrifugiert. Anschliel3end wurde das Protoplastenpellet mit
STC gewaschen und in 200-500 ul STC resuspendiert. Pro Transformationsansatz

wurden 100 ul Protoplastensuspension eingesetzt, 5 ug DNA (in 100 ul STC gel6st)
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zugegeben und 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 2 ml
Polyethylenglykol-Lésung (PEG) beigemischt und die Suspension fur weiter 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 8 ml STC wurde die Suspension
auf MM-Platten verteilt, die neben den entsprechenden Wachstumsfaktoren auch
0,6 M KCI als Osmoprotektanz enthielten. Transformanten sind nach 3 Tagen

sichtbar.

Tabelle 6: Losungen fiir die Transformation von A. nidulans

Losung Zusammensetztung
WL (Waschlésung) 0,6 M MgSO4
OM (Osmotisches Medium) 1,2 M MgS0O4; 10 mM NaPO,-Puffer pH 5,8

UP (Uberschichtungs Puffer) 0,6 M Sorbitol; 0,1 M Tris-HCIl pH 7,0
STC (Sorbitol-Tris-Calcium) 1,2 M Sorbitol; 10 mM CaCl, ;10 mM Tris-HCI pH 7,0

PEG (Polyethylenglykollsg.) 60 % PEG 4000; 10 mM CacCl,; 10 mM Tris-HCl pH 7,0

Tabelle 7: Marker und andere niitzliche Mutationen

Gen Funktion bzw. Phinotyp Chromosom
argB Arginin-Auxotrophie 11
pyrG89 Uracil-,Uridin-Auxotrophie |
pyroA4 Pyridoxin-Auxotrophie v
biA1 Biotin-Auxotrophie |
pabaAl p-Aminobenzoesaure-Auxotrophie |
ptrA Pyrithiamin-Resistenz

bar Glufosinat-Resistenz

veAl lichtunabhangige Induktion der Sporulation VI
wA3 weil3e Konidiosporen Il
yA2 gelbe Konidiosporen |
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5.4.2 DNA-DNA Hybridisierung (Southern Blot)

Die Southern-Blot-Analysen wurden mit DIG markierten Sonden durchgefuhrt, die
mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kit von Roche (Mannheim) nach dem
Protokoll des Herstellers generiert wurden. Die Uber Nacht mit geeignetem
Restriktionsenzym verdaute genomische DNA wurde in einem 0.8 %igen
Agarosegel bei 30 Volt aufgetrennt. Die Markerbanden wurden mittels einer

Pipettenspitze im Gel markiert. Danach wurde das Gel folgendermaf3en behandelt:
e 10minin25mMHCI
e zweimal 15 min in Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl)

e zweimal 15 min in Neutralisierungslosung (0,25 M Tris-HCl,pH 7,5; 1.5 M
NaCl)

e 10 minin 20x SSC (3 M NacCl; 0,3 M NaCitrat)

Danach wurde der Blot nach folgendem Schema (Quelle: Wikipedia) aufgebaut:

| Gewicht

| fl Glasblock IX —f—Salzlésung

AnschlieBend wurde die DNA auf der Nitrocellulosemembran durch  UV-
Bestrahlung (254 nm, 100 mJ) fixiert. Prahybridisierung und Hybridisierung der
Membran gingen wie folgt von statten:

e 1 hbei68°CinDIG-Standard Hybridisierungspuffer (5x SSC; 0,02 % SDS;

1 % Blocking Reagenz der Firma Roche; 0,1 % N-Laurylsarcosin)

Uber Nacht bei 68°C in 10 ml DIG-Standard Hybridisierungspuffer mit der

denaturierten DIG Sonde

e zweimal 5 min bei Raumtemperatur mit 2x Waschldsung (2x SSC; 0,1 %
SDS)

e zweimal 15 min bei 68 °C mit 0,5x Waschldsung (0,5x SSC; 0,1 % SDS)

e 5 min Behandlung mit Waschpuffer (100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl;
0,3 % Tween20)

e 1 hinBlockingpuffer (100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl; 1 % Blocking

Reagenz)
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e 30 min Inkubation mit a-DIG-Antikdrper, der mit alkalischer Phosphatase

gekoppelt war (Roche, Mannheim)

e zweimal in Waschlésung

e 5 min Aquilibrierung in AP- Puffer (0,1 M Tris-HCI, pH 9,5; 0,1 M NaCl;

50 mM MgCly)

Zur Entwicklung wurden 500 ul Farbreagenz (5 pl CDP- Star der Firma Roche in

500 ul AP-Puffer) auf die Membran getropft und mit Folie abgedeckt. In der

Dunkelkammer wurde ein Autoradiographiefilm aufgelegt und solange exponiert,

bis Banden deutlich zu erkennen waren (1-5 min).

5.4.3 Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurde mit folgenden Plasmiden gearbeitet. Alle

aufgefuhrten Vektoren enthalten ein -Lactamasegen (AmpR). Die Plasmide, die aus

pMCB17apx (,Efimov*) hervorgehen, tragen dariber hinaus das pyr4-Gen aus

Neurospora, das die pyrG89-Auxotrophie bei A. nidulans komplementiet.

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pCR-2.1-TOPO  Klonierungsvektor mit 3’ T-Uberhangen zur Invitrogen,
Klonierung von tag-amplifizierten PCR-Produkten, Leek, NL
Bestandteil des TOPO TA Cloning® Kits

pMCB17apx alcA(p)::sGFP, pyr4 aus N. crassa, zur V. Efimov,

N-terminalen Fusion von GFP an das Zielprotein

pRG1 pyr4-Gen aus Neurospora crassa in pCR®2.1

pla pyroA4-Gen in unbekanntem Vektor

pJP2 alcA(p)::sGFP::fphA, ORF mit Ascl und Pacl in
pMCB17apx

pJP4 alcA(p)::YFP_NT::fphA, hergestellt aus pJP2

pJP5 alcA(p)::YFP_CT::fphA, hergestellt aus pJP2

Piscataway, USA

Waring et al., 1989

Alex Andrianopoulos,
Melbourne, AUS

J. Purschwitz,

Karlsruhe

J. Purschwitz,

Karlsruhe

J. Purschwitz,

Karlsruhe
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pMT47 alcA(p)::veA::sGFP, argB Matthias Toews,
Marburg

pFNO3 GAb5 linker::GFP, pyrG-AF, Kannk, AmpR Steven Osmani,
Kansas City, USA

pCK1 alcA(p)::YFP_CT::veA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP5 diese Arbeit
pCK2 alcA(p)::YFP_NT::veA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP4 diese Arbeit
pCK3 alcA(p)::YFP_CT::IreB, ORF mit Ascl und Pacl in pJP5 diese Arbeit
pCK4 alcA(p)::YFP_NT::IreB, ORF mit Ascl und Pacl in pJP4 diese Arbeit
pCK5 alcA(p)::sGFP::IreB, ORF mit Ascl und Pacl in diese Arbeit

pMCB17apx
pCK6 alcA(p)::sGFP::IreA, ORF mit Ascl und Pacl in diese Arbeit
pMCB17apx

pCK7 alcA(p)::YFP_CT::IreA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP5 diese Arbeit
pCK8 alcA(p)::YFP_NT::IreA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP4 diese Arbeit
pCK10 gpd(p)::GFP::lreA, pyrG diese Arbeit
pCK11 gpd(p)::GFP::lreB, pyrG diese Arbeit
pCK12 gpd(p)::GFP::fphA, pyrG diese Arbeit
pCK19 alcA(p)::YFP_CT::nosA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP5 diese Arbeit
pCK20 alcA(p)::YFP_NT::nosA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP4 diese Arbeit
pCK23 alcA(p)::YFP_CT::nsdD, ORF mit Ascl und Pacl in pJP5 diese Arbeit
pCK24 alcA(p)::GFP::nsdD diese Arbeit
pCK25 alcA(p)::YFP_CT::rcoA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP5 diese Arbeit
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pCK27 alcA(p)::YFP_NT::nsdD, ORF mit Ascl und Pacl in pJP4 diese Arbeit
pCK28 pCK28 mit pyroA statt pyrG diese Arbeit
pCK30 nosA cDNA in pET101/D diese Arbeit
pCK31 nsdD cDNA in pET101/D diese Arbeit
pSK275 ptrA mit Promotor aus Aspergillus oryzae, ampR Sven Krappmann,

Wirzburg
pCK32 pMCB17apx mit ptrA statt pyrG diese Arbeit
pCK33 alcA(p)::GFP::vipA diese Arbeit
pCK34 alcA(p)::YFP_NT::vipA, ORF mit Ascl und Pacl in pJP4 diese Arbeit

5.4.4 Klonierung von PCR-Fragmenten
PCR Fragmente wurden normalerweise mit Pfu-Polymerase (Fermentas) oder
Phusion-Polymerase (Finnzymes Reagents) generiert. Zur Zwischenklonierung in
TA Vektoren wurde mit Tag-Polymerase und einem Uberschuss vom 100 uM dATP
A-Uberhéange an das Amplifikat angehingt. PCR-Produkte wurden uber ein
Agarosegel aufgetrennt und mit dem Zymoclean Gel DNA Recovery KIT (Zymo
Research, Orange, CA, USA) aufgereinigt.

Zur Zischenklonierung wurde das TOPO TA Cloning Kit der Firma Invitrogen
(Leek, NL) benutzt und nach dessen Angaben verfahren. Der Vektor war in diesen
Fallen pCR2.1-TOPO.

5.4.5 Herstellung von Deletionskonstrukten
Zur Herstellung von linearen Konstrukten zur Gendeletion mussen zwei Flanken an
eine Markerkassette fusioniert werden. Dazu wurden zwei unterschiedliche
Methoden verwendet.

Die erste ist eine rein PCR-basierte Methode und wird daher Fusions-PCR
genannt (Szewczyk et al., 2006). Dazu werden zunéchst die drei Sequenzen per PCR

amplifiziert. Durch geeignetes Primerdesign werden an die zu fusionierenden
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Enden Adaptersequenzen angehangt, die komplementar zueinander sind (s.
Schema). In einer zweiten, der eigentlichen Fusions-PCR, werden alle drei
Fragmente als Template eingesetzt. Die beiden dauf3eren Primer liegen etwa 100 bp
von den Enden entfernt. Als Polymerase wurde Pfu von Fermentas verwendet. Das
entstehende Amplifikat wird nicht kloniert, sondern direkt in A. nidulans

transformiert.

5 Gen X L Temperatur Dauer
L s eeee— |
k Markergen i 95°C 10 min
' 95°C 20 sec
v 70°C 1sec
- - L— 55°C 20 sec
— |
72°C 8 min
v
] (——
35 Zyklen

Eine etwas verlasslichere Methode zur Herstellung dreiteiliger Konstrukte ist die
Ligation geschnittener PCR-Produkte. Hier werden ebenfalls zuerst die drei
Fragmente amplifiziert. Hier sind allerdings die zu ligierenden Enden durch zwei
unterschiedliche Sfil Schnittstellen flankiert. Die Produkte werden nach der PCR
aufgereinigt (Zymoclean Gel DNA Recovery KIT) und mit Sfil (NEB) mindestens
zwei Stunden geschnitten. Anschliel3end werden die drei Fragmente ligiert und das
Ligationsprodukt tber ein Agarosegel aufgetrennt und aufgereinigt. Dieses dient
danach als Template fur eine PCR. Das dabei gebildete Produkt wird direkt zur

A. nidulans Transformation verwendet.

5.4.6 Transformation von E. coli

Fur Klonierungen wurden elektrokompetente TOP10-Zellen der Firma Invitrogen
(Leek, NL) benutzt. Diese wurden wie bei Ausubel et al. (1995) beschrieben aus
einer Ubernachtkultur (ODeco 0.5-0.8) hergestellt. Die Zellen werden dabei
mehrfach mit eiskaltem destilliertem Wasser gewaschen, in 10 %iger kalter
Glycerinlésung aufgenommen und bei —80°C gelagert. Elektroporiert wurde mit
dem Gene-Pulser von BioRad (Miinchen) bei 2.5 kV, 25 uF und 400 Q.
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5.4.7 Isolierung von genomischer DNA aus A. nidulans

Um Myzel aus A. nidulans zu gewinnen, wurden Petrischalen mit etwa 20 ml
Vollmedium (CM) mit rund 108 Sporen beimpft und bei 37°C Gber Nacht inkubiert.
Danach wurde die Kahmhaut geerntet, zwischen Papierhandtiichern trocken
gepresst und gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wurde im Eppendorfgefald fein
gemdrsert und in 1 ml Extraktionspuffer (50mM EDTA, 0,2 % SDS) bei 68°C
aufgeschlossen. Das SDS und ein Teil der Proteine wurden mit 60 pl einer 8 M
Kaliumacetatlosung, pH 4,2 gefallt und durch Zentrifugation entfernt. Die DNA
wurde mit Isopropanol gefallt und zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach
Losen in TE Puffer erfolgte, wenn notig, eine Phenol-Chloroform-Extraktion
(Sambrook, 2001).

5.4.8 RNA-Isolation aus Sporen

Die Sporen wurden direkt oder nach entsprechender Inkubation abzentrifugiert
und zweimal mit eiskaltem Wasser gewaschen. Zu den Sporen (etwa 50ug) wurden
rund 500ul Glaskugelchen gegeben und zusammen mit 450ul RLC (RNA Mini Kit,
Qiagen) Puffer 5 min bei 25 Hz in der Klgelmuhle aufgeschlossen. Danach wurden
die Proben 1.5 min bei 56°C inkubiert und noch einmal 1 min gevortext. Die
Extraktion wurde nach Anweisung des Protokolls weitergefiihrt. Die Qualitat der
RNA wurde am BioAnalyzer der Firma Agilent Technology nach deren

Anweisungen Uberprift.

5.5 Biochemische Methoden

5.5.1 Proteinextraktion aus A. nidulans

Die fur die biochemischen Experimente verwendeten Stdmme enthielten
Expressionskonstrukte unter Kontrolle des alcA-Promotors. Die Kultivierung
erfolgte in Minimalmedium mit 0,2 % Glukose, 2% Threonin und Vitaminlésung fur
24-28 Std. bei 37 °C. Danach wurde das Myzel durch eine Miracloth-Membran
(Calbiochem, Heidelberg) abfiltriert, trocken gepresst und in flissigem Stickstoff
mit Hilfe eines Morsers zerkleinert. Das pulverisierte Myzel wurde im Verhaltnis
1:1 (w/v) mit Aufschlusspuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,05 %
Triton X-100, 1 mM PMSF) versetzt und bei 4 °C fir 20 min rotierend inkubiert.
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Anschlie3end erfolgte die Abtrennung der Zelltrimmer durch Zentrifugation bei
15.000 rpm und 8°C fur 10 min (Zentrifuge Universal 320 R der Firma Hettich,
Tuttlingen). Der Uberstand der zweiten Zentrifugation wurde entweder direkt
benutzt oder bei -20°C fur weitere Arbeiten gelagert. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration in den Proben wurde ein Bradford-Test durchgefuhrt. Hierzu
wurde das Roti®-Quant Reagenz von Roth (Karlsruhe) verwendet und die
Absorption gegen einen Blindwert bei 595 nm (Pharmacia Ultraspec I11) bestimmt.
Anhand einer Eichreihe mit BSA war es moglich die Proteinkonzentration der

Proben zu bestimmen.

5.5.2 Co-Immunoprazipitation

Fur die Immunprazipitation wurde 1 ml Extrakt (ca. 10 mg/ml) mit 5 M NaCl auf
300 mM NaCl Endkonzentration eingestellt und mit dem fur die Proteinfallung
vorgesehenen Antikorper versetzt. Fir eine Fallung von HA-Fusionsproteinen
wurde der monoklonale HA.11 Antikdrper (Klon 16B12, hergestellt in Maus; Hiss
Diagnostics, Freiburg) in einer 1:200 (v/v) Verdinnung eingesetzt. Sollten dagegen
GFP-Fusionsproteine prazipitiert werden, so wurde in Regel der Anti-GFP,
N-Terminal Antikdrper (hergestellt in Kaninchen; Sigma, Saint Louis, USA) in einer
Verdinnung von 1:800 (v/v) genutzt. Die Inkubation mit dem Fallungsantikorper
erfolgte bei 6°C fir mindestens 1 h bei steter Rotation. Anschliel3end wurden 50 pl
Protein G-Agarose (Roche, Mannheim) hinzugegeben und fur 3 h oder Uber Nacht
rotiert. Zur Pelletierung der an die Protein G-Agarose gebundenen Antikdrper-
Protein-Komplexe wurde die Suspension fur 1 min bei 15.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Die Protein G-Agarose wurde nachfolgend zweimal fir 10 min mit je
1 ml Aufschlusspuffer gewaschen, durch Zentrifugation bei 15.000 rpm und 4°C
von der Waschlésung abgetrennt, mit 10 pl 4x Probenpuffer (200 mM Tris-HCI
pH 6,8, 400mM DTT; 8% SDS;) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert.

Anschliel3end wurden die Proben auf ein 7,5 %iges SDS-Polyacrylamidgel geladen.

5.5.3 SDS-Ployacrylamid Gelelektrophorese

Zum Anfertigen der Polyacrylamidgele und zur Gelelektrophorese wurde eine Mini-
Protean 11l Electrophoresis Cell der Firma Biorad (Munchen) verwendet. Es
wurden 7,5%ige Trenngele verwendet, die mit einem 5%igem Sammelgel

Uuberschichtet wurden. Als GroRenreferenz wurde der Roti-Mark® Prestained von
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Roth (Karlsruhe) verwendet. Die Gelelektrophorese wurde zunéchst flr 15 min bei
60 V durchgefuhrt, um einen homogenen Probeneintritt ins Gel zu gewahrleisten,
und anschlie3end auf 180 V erhoht. Sdmtliche Losungen wurden zubereitet wie in
Sambrook et al., 1989, beschrieben.

5.5.4 Western Blot und Immunodetektion

Western-Blots wurden mit einer Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell von
Biorad (Munchen) durchgefihrt. Die Proteine wurden auf eine Protran
Nitrocellulose Transfer Membran von Schleicher & Schuell (Whatman, Dassel)
Ubertragen. Der Transfer erfolgte bei 30 V Uber Nacht bei 6°C. Anschlie3end wurde
die Effizienz des Transfer durch Anfarben der Membran mit PonceauS L6sung
(0,1% in 5% Essigsaure) Uberpriuft. Nach dem Blocken der Membran fir 1 Std. mit
Magermilchlosung (5% in TBS-Tween) erfolgte die Hybridisierung mit dem
Primarantikorper. Ungebundener Antikorper wurde durch viermaliges Waschen
mit TBS-Tween Lésung entfernt. Die Inkubation mit dem an alkalische Peroxidase
gekoppelten Sekundarantikorper wurde ebenfalls flr 1 Std. durchgefiihrt. Nach
weiteren Waschschritten mit TBS-Tween erfolgte die Immundetektion in der
Dunkelkammer. Als Substrat fur die alkalische Peroxidase diente dabei
Luminollésung. Die Membran wurde 2-10 min gegen einen Autoradiographiefilm
exponiert, anschlielende Entwicklung erfolgte mit Entwickler- und Fixierer-
Lésungen von Kodak (Stuttgart).

Als Priméarantikérper wurden HA.11 aus Maus (Hiss Diagnostics, Freiburg) im
Verhéltnis 1:1.000 in Magermilchlosung eingesetzt. Der Antikdrper Anti-GFP,
N-Terminal aus Kaninchen (Sigma, Steinheim), wurde in 1:4.000-Verdinnung
eingesetzt.

Sekundarantikorper war Anti-Mouse IgG Peroxidase Conjugate (Sigma, Steinheim),
eingesetzt in 1:10.000-Verdinnung in TBS-Tween oder Anti-Rabbit 1gG Fab2

Fragment Alkalische Peroxidase (Sigma, Steinheim), eingesetzt 1:4.000.
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5.6 Mikroskopische Methoden

5.6.1 Epifluoreszenzmikroskopie

Epifluoreszenzaufnahme und —beobachtungen wurden an dem derzeit modernsten
Zeiss Mikroskop, dem AxiolmagerZ.1 (Software: AxioVision V4.5), durchgefihrt.
Das Mikroskop war mit einem 63er oder 100er Zeiss Plan-ApoChromat Objektiv
bestiickt und zur Bildaufnahme diente die Zeiss AxioCamMR. Als Quelle fir

Fluoreszenzlicht diente eine HBO100 Quecksilberdampflampe (Osram).

Tabelle 10: Verwendete Filterkombinationen

Fluoreszenz- Erregerfilter . Sperrfilter

] Farbteiler ]
farbstoff (Bandpassfilter) (Langpassfilter)
GFP 450-490 510 520
YFP 510-520 530 540
dsRED 546 580 590
DAPI 365 395 397

Neben der Fluoreszenzmikroskopie wurde das DIC-Verfahren (Differential
Interference  Contrast, nach Nomarsky) und Phasenkontrastmikroskopie

angewandt.

5.6.2 Bestimmung der Keimungsrate

Konidien oder Ascosporen von A. nidulans wurden mit einer Konzentration von
700/l in Minimalmedium mit Glycerin angeimpft. Entsprechend den verwendeten
Stammen wurde das Medium mit Auxotrophie supplementiert. Auf Deckglasern,
die in leeren Petrischalen platziert waren, wurde je 450 pl davon pipettiert und bei
23°C und unterschiedlichen Lichtverhaltnissen inkubiert. Nach 16 Stunden wurden
die ersten Proben ausgezahlt, danach im Zweistundentakt. Pro Probe wurde zwei
Deckglaser ausgewertet mit jeweils mindestens 250 Sporen. FUr jeden Stamm

wurden mindestens  drei unabhéngige Experimente  durchgefuhrt.
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