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I. Summary

l. Summary

Molecular motors are proteins that transform chemical energy into mechanical force. They
are involved in many cellular processes, including the transport of vesicles, organelles and
proteins, as well as the movement of chromosomes. At least four motor proteins, myosin,
conventional kinesin, dynein and kinesin-3 UncA, are required for polarized tip growth of
filamentous fungal hyphae. UncA transports endosomes, and notably, the traffic of these
vesicles occurs along a specific microtubule (MT) bundle, which is most likely composed of
detyrosinated a-tubulin. This MT is more stable compared to cytoplasmic MTs. This is the
first example of the existence of different MT populations in filamentous fungi and the second
example for the specificity of a kinesin-3 motor towards modified MTs. A 86 amino acid
stretch in the tail of UncA is required for the specificity. Other motor proteins such as
conventional kinesin KinA (kinesin-1), KipA (kinesin-7) and KipB (kinesin-8), do not exhibit
MT specificity.

In the present study the specificity of UncA was further characterized. Using different
chimeric motor proteins composed for instance of the motor domain of conventional kinesin
KinA and the tail region of UncA it was shown, that the tail of UncA is not only essential but
also sufficient for mediating MT specificity. Furthermore, a direct interaction of the C-terminal
tail of UncA with both a-tubulins, TubA and TubB, has been demonstrated by Bimolecular
fluorescence complementation and yeast-two-hybrid analyses (Y2H).

It has been shown in neurons that conventional kinesin exhibits a preference for
detyrosinated MTs and that this specificity is mediated by a short region in its motor domain
(BSL8 loop). Modification of this certain loop in A. nidulans KinA , which generally interacts
with all MTs, induced MT specificity like in UncA. These results provide new evidence that
this MT subpopulation is indeed composed of detyorosinated MTs.

Through comparative studies of the kinesin-3 motor Nkin2 from N. crassa |
demonstrated that this Nkin2 also exhibits a preference for modified MTs. Furthermore, a
new function for this motor protein could be assigned. In addition to the previously described
role of Nkin2 in mitochondrial movement in N. crassa, | could also show that Nkin2 is
involved in the bidirectional movement of endosomes, which is in agreement with findings in
A. nidulans and U. maydis. nkin2 gene deletion mutants of N. crassa showed growth as well
as germination related defects. With the newly developed endosomal marker Ypt52 | could
demonstrate that the endosomal motility in Ankin2 was strongly reduced, and therefore lead
to the observed accumulations at the tip apex.

To identify additional components of the UncA transport complex several approaches,
including sucrose density gradient centrifugation, Y2H analysis and targeted interaction and

colocalization tests have been employed, and revealed that in addition to endosomes UncA
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also mediates transport of RNA and secretory vesicles, and thus has an active role in both

exo- and endocytosis.



I. Zusammenfassung

l. Zusammenfassung

Molekulare Motoren sind Proteine, die chemische Energie in mechanische Kraft umwandeln.
Sie sind an vielen zellularen Prozessen, wie dem Vesikel-, Organell- und Proteintransport
und der Chromosomenbewegung beteiligt. Bislang wurden drei Familien molekularer
Motoren charakterisiert: Wahrend Myosine mit dem Aktinzytoskelett assoziiert sind, nutzen
Dyneine und Kinesine Mikrotubuli (MT), um ihre Fracht zu transportieren. In filamentdsen
Pilzen sind mindestens vier Motoren, Myosin, konventionelles Kinesin, Dynein und UncA flr
das polare Wachstum wichtig. UncA transportiert Endosomen und interessanter Weise
erfolgt der Transport dieser Vesikel entlang eines speziellen MT, der wahrscheinlich
detyrosiniertes a-Tubulin enthalt und wesentlich stabiler als die anderen zytoplasmatischen
MT ist. Dies ist das erste Beispiel flr die Existenz verschiedener MT- Populationen in
filamentdsen Pilzen und das zweite Beispiel flr einen Kinesin-3 Motor, der solch eine MT-
Spezifitat zeigt. Fur die Spezifitdt von UncA ist dabei eine 86 Aminosduren lange Region im
C-Terminus des Kinesins notwendig. Andere Motoren wie konventionelles Kinesin KinA
(Kinesin-1), KipA (Kinesin-7) und KipB (Kinesin-8) weisen keine derartige Spezifitat auf.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Spezifitdt von UncA genauer untersucht. Anhand
verschiedener chimarer Motorproteine, die beispielsweise aus der Motordomane des
konventionellen Kinesins KinA und dem C-Terminus von UncA zusammengesetzt sind,
wurde gezeigt, dass der C-Terminus von UncA fir die Vermittlung der Spezifitat nicht nur
notwendig, sondern ausreichend ist. AnschlieRend wurde eine direkte Interaktion des UncA
C-Terminus mit beiden a- Tubulinen, TubA und TubB, sowohl mittels Bimolekularer
Fluoreszenzkomplementation, als auch mit Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen  (Y2H)
nachgewiesen.

In Neuronen wurde gezeigt, dass konventionelles Kinesin eine Praferenz fir
detyrosinierte MT hat und dass die Spezifitat durch eine kurze Region in der Motordomane
(B5L8-Schleife) vermittelt wird. Durch eine gezielte Modifikation dieser Schleife in A. nidulans
KinA, welches normalerweise alle MT in der Zelle fir Transportvorgange nutzt, konnte eine
Praferenz zu der selben, ebenfalls durch UncA erkannten, MT-Subpopulation erzeugt
werden. Diese Ergebnisse sind weitere Hinweise, dass es sich bei dieser MT-Subpopulation
tatsachlich um detyrosinierte MT handelt.

Durch vergleichende Untersuchungen des Kinesin-3 Motors aus N. crassa wurde
gezeigt, dass auch dieser Motor eine Praferenz fiir modifizierte MT besitzt. Auflerdem konnte
dem Motor eine neue Funktion zugeordnet werden. Neben der bereits beschriebenen Rolle
von NKin2 in der Mitochondrienbewegung von N. crassa, wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass Nkin2 zusatzlich, wie auch dessen Homologe in A. nidulans und U. maydis, im

bidirektionalen Transport von Endosomen involviert ist. Nkin2 Deletionsmutanten von
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N. crassa wiesen sowohl Wachstums-, als auch Keimungsdefekte auf. Mit dem in dieser
Arbeit neu etablierten Endosomenmarker Ypt52 wurde beobachtet, dass die
Endosomenmotilitdt in Ankin2 sehr stark reduziert ist und es folglich zu Akkumulationen am
Apex kommt.

Zur Erweiterung des Repertoires der bisher bekannten Cargos, die durch UncA
transportiert werden, wurden mittels Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation, Y2H-
Analysen, sowie gezielten Interaktions- und Kolokalisierungstests versucht, neue
Komponenten der UncA- Transportmaschinerie zu identifizieren. Hierbei wurde gezeigt, dass
UncA neben Endosomen auch RNA und sekretorische Vesikel beférdert und demnach

sowohl an Exo- als auch Endozytoseprozessen beteiligt ist.
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lll. Einleitung

Die rdumliche Organisation der Bewegung, Zellform und des Lebenszyklus eukaryotischer
Zellen wird von einem komplexen Netzwerk von Filamenten kontrolliert, dem Zytoskelett.
Das Zytoskelett besteht aus Aktinfilamenten, Intermediarfilamenten und Mikrotubuli (MT).
Das Aktinzytoskelett spielt bei Endozytoseprozessen, Sekretion und Membranfusionen eine
zentrale Rolle und ist vorrangig in der Zellperipherie und entlang von Membranen zu finden
(Araujo-Bazan et al., 2008; Upadhyay & Shaw, et al., 2008; Berepiki et al.,, 2010).
Intermediarfilamente hingegen durchziehen das gesamte Zytoplasma mit einem Netzwerk
und erhéhen damit die mechanische Stabilitdt und vermitteln auch Zell-Zell-Verbindungen
(Eriksson et al., 2009). Mit einem &ufleren Durchmesser von 25nm bilden die MT die gréRe
Komponente des Zytoskeletts. Entlang dieser erfolgt zum einen der Langstreckentransport,
was in manchen Neuronen vom Zellkdrper zu den Synapsen Transporte langer als einen
Meter bedeuten kann (Sheetz et al., 1989), zum anderen aber natirlich auch viele
strukturelle Aufgaben der Zelle. Im Folgenden wird auf den Aufbau der MT naher
eingegangen, da entlang dieser Strecken mit Hilfe der Motorproteine Organellen und Vesikel

transportiert werden, ein Vorgang, der in dieser Arbeit ndher charakterisiert werden soll.
1. Das Mikrotubulizytoskelett

MT setzen sich aus af3- Tubulin- Heterodimeren zusammen, welche die Gundeinheit
bilden und sich langsgerichtet alternierend zu Protofilamenten zusammenlagern. 13 circular
angeordnete Protofilamente bilden jeweils einen hohlen Tubulus mit 25nm Durchmesser
(Wade et al., 2007). Das y-Tubulin enthaltende MTOC (Mikrotubulus- Organisationszentrum)
agiert hierbei als MT- Nukleationszentrum (Wiese & Zheng, 2006; Zekert et al., 2010) und
stellt gleichzeitig durch Interaktion mit a-Tubulin das sogenannte (-) Ende des Tubulus dar.
Im Gegensatz zu dem eher stabilen (-) Ende, werden am (+) Ende kontinuierlich weitere af3-
Dimere angelagert, so dass eine dynamische Instabilitat durch stochastische Wechsel
zwischen Wachstums- und Schrumpfphasen gewahrleistet wird (Conde & Caceres, 2009)
(Abb. 1). Das Polymerisieren wird durch das Binden von GTP in die Nukleotid-
Austauschstelle (E-site) von f-Tubulin ermdglicht (Heald & Nogales, 2002). Die
Polymerisationsrate hangt demnach unter anderem von der =zellularen af-
Tubulinkonzentration ab, wird aber auch durch andere Faktoren reguliert, die im Folgenden
detaillierter beschrieben werden.

Die dynamische Instabilitat ist ein zentraler Punkt, der die zahlreichen Funktionen der
MT, wie beispielsweise Mitose, Zellpolaritat, Sekretion und Aufrechterhaltung der Zellform,
erlaubt. In der Zelle gibt es verschiedene Mdglichkeiten die Dynamik der MT zu regulieren.

Zum einen gibt es so genannte +TIP Proteine (MT Plus end tracking proteins), die spezifisch
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am (+) Ende der MT akkumulieren und dort die MT- Wachstumsrichtung, -Dynamik und

Interaktionen mit Zellkortexproteinen beeinflussen (Jaworski et al., 2007). Weiterhin gibt es

MT- destabilisierende Proteine, wie beispielweise SGC10 (superior cervical ganglia neural-
specific 10 protein) und das SGC10-ahnliche Protein SCLIP, welche die Rate der MT-
Katastophen deutlich erhéhen kénnen (Grenningloh et al., 2004). Zum anderen gibt es MAP-

Proteine (Mikrotubuli- assoziierte Proteine), die die MT direkt stabilisieren oder auch vor der

Depolymerisierung durch andere Proteine schitzen kénnen (Qiang et al., 2006).

B-Tubulin ©)
a-Tubulin )

GTP-
Tubulindimer

GDP-
Tubulindimer

Ao A0 AL K S
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OOO0O000)

LA K S
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»
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schrumpfender MT
Kappe

wachsender MT

pausierender MT
(weder wachsend noch schrumpfend)

Abbildung 1: MT- Aufbau und dynamische Instabilitat. Ein Protofilament setzt sich aus af-
Tubulindimeren zusammen, wobei das [(-Tubulinmonomer (lila) jeweils in Richtung des
dynamischeren (+) Endes gerichtet ist, das a-Tubulinmonomer (blau) hingegen zum langsamer
wachsenden (-) Ende. Eine dritte Tubulinisoform, das y- Tubulin (griin), fungiert als Startpunkt
fur die Assemblierung des Mikrotubulus. Die dynamische Instabilitat erfolgt mit Hilfe einzelner
Tubulinmolekiile mit fest gebundenem GTP, die sich an das (+) Ende anlagern, wodurch dieses
wachst (Polymerisierung). Nach kurzer Zeit wird das GTP per Hydrolyse zu GDP abgebaut,
bleibt aber an den Tubulus gebunden. Dadurch entsteht eine Kappe aus GTP- Tubulinen am
(+) Ende des MT, auf die in Richtung des (-) Endes eine lange Kette aus GDP- Tubulinen
folgen. Der Abbau (Depolymerisierung) findet statt, wenn die Hydrolyse schneller voranschreitet
als neues GTP- Tubulin gebunden wird. In diesem Fall kann es passieren, dass das GTP des
letzten Tubulinmolekils in der Kette zu GDP zerfallt, wodurch der Mikrotubulus rapide
depolymerisiert (Katastrophe). Die Depolymerisierung wird erst dann unterbrochen, wenn ein
neues GTP-Tubulin an den zerfallenden Strang bindet und sich eine neue GTP-Tubulin-Kappe
ausbilden kann. Abbildung modifiziert nach Conde & Caceres, 2009.
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2. Aspergillus nidulans und Neurospora crassa als Modelle zur

Untersuchung des eukaryotischen Zytoskeletts

A. nidulans

Der filamentése Ascomyzet A. nidulans wird schon seit mehreren Jahrzehnten intensiv
studiert und ist vor allem als Modellorganismus innerhalb der Gattung Aspergillus von grolder
Bedeutung. Zur Gattung Aspergillus gehdren aber auch humanpathogene Arten wie
A. fumigatus und A. flavus. Bei immunsupprimierten Menschen, beispielsweise
hervorgerufen durch starke medikamentése Behandlungen nach Chemotherapien,
Transplantationen oder HIV Infektion, aber auch bei Asthmapatienten sind Aspergillosen
haufig auftretende Erkrankungen, welche jedoch hauptsachlich durch den humanpathogenen
Verwandten A. fumigatus verursacht werden. Uber eine Primarinfektion Gber die Lunge kann
nahezu jedes Organ befallen werden und solche Infektionen verlaufen haufig todlich
(Richardson & Kokki, 1999; Fisher et al., 2012). Auch die Uberschreitung von weltweit
eingefuhrten Grenzwerten von Aflatoxinen, welche vorwiegend duch A. flavus und
A. parasiticus gebildet werden, wird in Lebensmitteln wie Getreide, Reis, Pistanzien,
ErdnuRbutter, Olen und sogar in Kosmetika immer wieder gemeldet (Leong et al., 2011; Li et
al., 2009). Eine immense wirtschaftliche Bedeutung erlangten die Aspergillen durch
biotechnologischen  Produktion unterschiedlicher Zusatzstoffe und Enzyme wie
Zitronensaure und Lactasen ("Weilde Biotechnologie"), aber auch in
Fermentationsprozessen, wie der Garung von Sake durch A. oryzae (Sun et al., 2009;
Kniemeyer, 2011).

A. nidulans spielt auch als Modell fiir eukaryotische Zellbiologie eine wichtige Rolle in
der Grundlagenforschung. Untersuchungen der Mitose und des Zellzyklus, aber auch
motorenabhangige Kern- und Organellbewegung wurden intensiv in A. nidulans studiert
(Morris et al., 1989; Morris et al., 1992; Osmani & Ye, 1996). Ausserdem wurden in den 1970
und 1980er Jahren alle Tubulingene als erstes in A. nidulans entdeckt und beschrieben
(Sheir-Neiss et al., 1978, Morris et al., 1979; Weil et al., 1986; Oakley & Oakley, 1989). Seit
der Entdeckung des grin fluoreszierenden Proteins GFP fir in vivo Untersuchungen
intrazellularer Bewegungen von Organellen und Proteinen, mit Hilfe der Expression GFP-
markierter Fusionsproteine, hat sich A. nidulans zu einem hervorragenden zellbiologischen
Modellorganismus etabliert (Suelmann et al., 1997).

Ein Forschungsschwerpunkt in unserer Gruppe liegt in der Untersuchung MT-
abhangiger Transportmechanismen. Die Vorgange sind bis zum Neuron konserviert und
Defekte resultieren dort in neurogenerativen Krankheiten und Stdérungen in der

Neuronalentwicklung (Hirokawa et al., 2010).
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N. crassa

N. crassa, ein weiterer Ascomyzet, gehort auf Grund des 2003 als erstes entschliisselten
Genoms eines Hyphenpilzes (Galagan et al., 2003), der Verflugbarkeit vieler Mutanten und
der rasch fortschreitenden Entwicklung in der mikroskopischen Bildgebung zusammen mit
A. nidulans zu den bisher best untersuchtesten Modellsysteme in dem Forschungsfeld rund
um die Zell- und Molekularbiologie niederer Eukaryoten. Schon in den 1940er Jahren wurde
N. crassa von Tatum und Beadle als Modellorganismus verwendet, welche dann 1958 fir
deren bahnbrechende "Ein-Gen-Ein-Enzym-Hypothese" mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurden. Wahrend es in A. nidulans bei der sexuellen Entwicklung durch Hyphenfusion oder
Selbstbefruchtung zur Bildung von Kleistothecien kommt, in denen anschlieRend meiotische
Ascosporen gebildet werden, entwickelt N. crassa mannliche (Trichogyne) und weibliche
(Acogone) Strukturen zur Fruchtkérperbildung. Der vorwiegend haploide Lebenszyklus
ermoglicht, wie auch in A. nidulans, eine direkte Analyse von Mutationen und deren
Auswirkungen. Mit Untersuchungen der Lichtrezeption, circadianen Rhytmik, sowie DNA
Reperatur, Rekombination und der polaren Wachstumsmaschinerie wurden relevante
Forschungsergebnisse erstmals in N. crassa beschrieben (Dunlap et al., 2007; Bokovich et
al., 2004; Seiler & Plamann, 2003; Davis, 2000; Riquelme et al., 1998).

Unter den 28 bisher morphologisch unterschiedlich beschriebenden Strukturen (Bistis
et al., 2003) kénnen mehr als sechs als Hyphe bezeichnet werden (Riquelme et al., 2011).
Darunter zahlen die Primarhyphen (leading hyphae, schnell wachsende Fiihrungshyphen mit
subapikalen Verzweigungen), Verzweigungen von Primarhyphen, Fusionshyphen und CATs
(conidial anastomosis tubes), welche als Bricke zwischen Hyphe und den Konidien
fungieren. Des Weiteren Lufthyphen (notwendig zur Makrokonidienbildung), trunk Hyphen
(im Innern der Kolonie) und zur sexuellen Vermehrung benétigte Hyphen, Ascogone und
Trichogyne. N. crassa weist mit bis zu 18 pm/min eine unglaubliche
Wachstumsgeschwindigkeit auf, mit der unterschiedlichste Habitate schnell erschlossen
werden kénnen (Collinge & Trinci, 1974).

Eine intensiv untersuchte Struktur von N. crassa stellt der Spitzenkdrper dar, welcher
aus einem Kern aus Mikrovesikeln und apikalen Makrovesikeln, sowie Ribosomen und
Aktinmikrofilamenten besteht (Bartnicki-Garcia et al., 1989; Riquelme et al., 2007; Verdin et
al., 2009). Es wird vermutet, dass die Fusion sekretorischer Vesikel aus dem Spitzenkdrper
mit der Plasmamembran an der Hyphenspitze hier koordiniert wird. Mit dem Zeitalter der
fluoreszent markierten Proteinen gelang es zwei unabhangigen Gruppen 2001 und 2002
auch dieses System erstmals in N. crassa zu etablieren (Freitag et al., 2001; Fuchs et al.,
2002).

Zusammenfassend ist zu festzuhalten, dass filamentdse Pilze einige negative

Aspekte, wie Kontamination von Lebensmitteln und der Pathogenitat gegenlber Pflanzen
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und Menschen, aber auch enorm Positives, wie dem gezielten Einsatz in der Biotechnologie,
vereinen. Weiterhin stellen sie wie oben erwahnt exzellente Modellorganismen dar um
zellulare eukaryotische Prozesse zu erforschen und zu verstehen. Zu den
Anwendungsgebieten zahlen unter anderem die Entwicklung von Fungiziden, aber auch die
gezielte Produktion von Enzymen, sowie naturlich der Grundlagenforschung, an der mehrere

Laboratorien weltweit beteilig sind.
Tubuline in Ascomyceten - eine intensiv studierte Proteinfamilie

Im Genom von A. nidulans kodieren zwei Gene fur a-Tubulin (tubA, tubB), zwei fur B-Tubulin
(benA, tubC) und eines fur y-Tubulin (mipA) (Tab. 1). Das vorrangig exprimierte a-Tubulin,
TubA, wird hauptsachlich im vegetativen Wachstum gebildet, wohingegen TubB sehr stark
und fast ausschlieRlich wahrend der sexuellen Entwicklung exprimiert wird (Kirk & Morris,
1993). Obwohl die Deletion von tubB nicht lethal ist, kann sich dieser Stamm nicht mehr
sexuell reproduzieren, dieser Defekt konnte jedoch zum Teil durch Uberexpression von tubA
wiederhergestellt werden (Kirk & Morris, 1991; Kirk & Morris, 1993). Auch bei den beiden (3-
Tubulinen wird ein Tubulin, BenA, bevorzugt gebildet und TubC spielt lediglich eine nicht-
essentielle Rolle wahrend der Konidienbildung (Sheir-Neiss et al., 1978; May et al., 1985). a-
und B-Tubuline gehéren zu den mit am starksten konservierten eukaryotischen Proteinen

Uberhaupt.

Tabelle 1: Tubulin- Superfamilie in A. nidulans, N. crassa, U. maydis und S. cerevisiae

Tubulin A. nidulans N. crassa U. maydis S. cerevisiae
o-Tubulin TubA, TubB Tha-1, tha-2 Tub1 Tub3, Tub1
B-Tubulin BenA, TubC Tub-2 UM10558, UM05828 Tub2
y-Tubulin MipA Thg Tub2 Tub4

Mit Hilfe zahlreicher GFP- Fusionen wurde das Zytoskelett einiger filamentoser Pilze bereits
detailliert untersucht und charakterisiert. Interessant ist hierbei, dass das MT- Netzwerk
N. crassas, visulalisiert durch B-Tubulin-GFP, deutlich komplexer ausgebildet ist, als in den
beiden verwandten filamentdsen Pilzen A. nidulans und U. maydis (Freitag et al., 2004;
Sampson & Heath, 2005; Mourifio-Perez et al., 2006) (Abb. 2). Die zytoplasmatischen MT
N. crassas sind meist einzelne, aber auch manchmal gebindelte, langsverlaufende
Filamente, die helikale Biegungen aufweisen und sich auch untereinander verflechten
kénnen. Wohingegen in A. nidulans und U. maydis mit drei bis sieben die Anzahl der MT pro
Hyphenkompartiment deutlich geringer ausfallt (Zhang et al., 2003; Konzack et al., 2005;
Schuchardt et al., 2005) und die MT (+) Enden vorranging zur Hyphenspitze hin gerichtet
sind, wahrend in N. crassa gemischte MT- Polaritaten beobachtet werden (Mourifio-Perez et
al., 2006).

11
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N. crassa

Abbildung 2: Ein Vergleich visulalisiert das unterschiedlich ausgepragte MT- Zytoskelett
verschiedener pilzlicher Modellorganismen der Zellbiologie. (A) Die zahlreichen MT
N. crassas erstrecken sich netzwerkartig in den Hyphen, modifiziert nach Freitag et al., 2004.
MaRstab 5 pym. (B) In A. nidulans Hyphen sind meist 3-8 MT- Stange in den Zellen zu
beobachten, modifiziert nach Veith et al., 2005. MaRstab 10 ym. (C) Der pflanzenpathogene
Basidiomyzet U. maydis weist ca. 3-5 MT auf, welche vorrangig mit dem (+) Ende zur
Hyphenspitze ragen, was hier durch den (+) End-Marker EB-1 visualisiert wurde, modifiziert
nach Steinberg, 2007. MafRstab 10 ym.

3. Posttranslationale Modifikationen an Tubulinen definieren und

beeinflussen die zahlreichen Funktionen von MT- Subpopulationen

Ein weiterer Mechanismus um die Spezifitat der MT flr spezielle Aufgaben zu gewahrleisten,
stellen posttranslationale Modifikationen (PTM) dar. Da, wie oben bereits erwahnt, die
konservierte Struktur der aB- Tubulindimere so wichtig fur die MT- Assemblierung ist, sind
die nach aulden reichenden C- Termini Angriffspunkt fir die meisten Modifikationen, die dann
posttranslational die unterschiedlichen Tubulinisoformen definieren. Phosphorylierung,
Acetylierung, Polyglycinierung, Polyglutaminierung und C-terminale Detyrosinierung gehdéren
zu dem bisher beschriebenen Repertoire an PTM (Janke & Bulinski, 2011) (Abb. 3).

Wie die PTM spezifische Funktionen beeinflussen kénnen ist bisher weitestgehend
unbekannt, aber es wurde kirzlich in Neuronen gezeigt, dass ein unterschiedliches
Verhaltnis zwischen tyrosiniertem und detyrosiniertem a-Tubulin in Axonen und Dendriten

Kinesin-1 abhangigen Transport gerichtet zu Axonen navigiert (Konishi & Setou, 2009).
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Abbildung 3: Lokalisierung der unterschiedlichen PTM in polymerisierten of3-
Tubulindimeren. Die C- Termini der Tubuline ragen nach auRen und sind so zuganglich fur
modifizierende Enzyme. Polyglycinierung (grin) und Polyglutamylierung (rot) sind an
Seitenketten des C- Terminus zu finden, wohingegen Acetylierung (gelb, pink) im Lumen der
Tubuline stattfindet (die weilen Stellen reprasentieren potentielle Acetylierungspositionen).
Zyklische Tyrosinierungs- und Detyrosinierungsreaktionen geschehen am C-terminal codierten
Tyrosin a-Tubulins (roter Kreis). Die Abbildung wurde modifiziert nach Janke & Bulinski, 2011.

Schon in den 1980er Jahren wurden in A. nidulans mittels 2D- Gelelektrophorese mehr
Tubulinisoformen beobachtet als im Genom zu finden sind (Weatherbee & Morris, 1984). Da
viele dieser Modifikationen schon in primitiven Eukaryoten wie Gardia lamblia konserviert
sind (Campanati et al., 1999), ist davon auszugehen, dass diese bereits in der friihen
eukaryotischen Entwicklung entstanden sind (Weber et al., 1997). In Pilzen gibt es bisher
lediglich einen ersten Hinweis auf detyrosinierte MT (Zekert & Fischer, 2009), was unter

anderem in dieser Arbeit nun naher untersucht werden sollte.

4. Die Rolle molekularer Motoren

Molekulare Motoren sind Mechanoenzyme, die unterschiedlichste Bewegungsvorgange in
lebenden Organismen mit Hilfe des Zytoskeletts antreiben. Die am besten untersuchten
Motoren konvertieren hierbei chemische Energie durch ATPase- Aktivitaten in mechanische
Energie und sind dadurch an einer Vielzahl von zellularen Funktionen beteiligt, wie
beispielsweise dem Vesikel-, Ribonukleinsaure- und Organelltransport, der Steuerung der
Zytoskelettdynamik, Morphogenese, Spindelbildung, Kern- und Chromsomenbewegung und
sogar der Singaltransduktion (Verhey & Rapoport, 2001). Auch gibt es Hinweise, dass die
MT- abhangigen Motoren regulierend auf die dynamische Instabilitdt der Mikrotubuli wirken
kénnen (Uchida et al., 2007).

Bislang wurden drei Superfamilien molekularer Motoren, Kinesin, Dynein und Myosin,
charakterisiert. Kinesine und Dyneine benutzen MT und vermitteln so hauptséachlich den
Langstreckentransport. Myosinmotoren hingegen wandern entlang Aktin und gewahrleisten

so primar Kurzstreckentransportvorgange. Um das komplexe Zusammenspiel des
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Zytoskeletts und der Motorproteine im Hinblick auf Vesikeltransport zu verstehen, werden
momentan systematisch einzelne Komponenten der Transportmaschinerie analysiert.

Wie auch in Dendriten und Axonen in Neuronen héherer Eukaryoten, gibt es auch in
A. nidulans Regionen, in denen spezifisch polarisierte MT- Orientierungen vorkommen (Abb.
4). Filamentdse Pilze sind daher ideale Modelsysteme um den konservierte MT- abhangige
Transportvorgange zu untersuchen, was in multizelluldaren und komplexeren Organismen

deutlich vielschichtiger betrachtet werden muss (Egan et al., 2012).

A Abbildung 4: Analogien in Transport-
mechanismen zwischen Neuronen und
> Dynein Pilzfilamenten. (A) A. nidulans Keimlinge
AT - — + enthalten in der Region vom letzten Kern
‘ ' + zur Hyphenspitze einheitlich orientierte MT
¢ i e mit dem (+) Ende in Richtung
> : Wachstumsrichtung und dem (-) Ende an
B okl den SPBs/ MTOCs. Kinesin-1 und Kinesin-
® Kem .
& W b iagiti 3 _Motoren vermitteln den (+) End
gerichteten Transport zum Apex,
+ wohingegen Dynein Transporte zum (-)
i Dynein Ende vollzieht. (B) Neuronen von Saugern
enthalten in den Axonen unipolar
orientierte MT, in denen das (+) Ende in
T — i Richtung des synaptischen Spaltes ragt.
y Axon Transporte zur Synapse hin werden durch
Kinesin-1, -2 und -3 geregelt; der
H Transport in Richtung Zellkérper jedoch
vorrangig durch Dynein, also (-) End
gerichtet. Die Abbildung wurde modifiziert
nach Egan et al., 2012.

)
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4.1. Die Superfamilie der Kinesine

Kinesine werden mittlerweile in 14 Familien eingeteilt, deren Nomenklatur erst kirzlich
redefiniert wurde (Dagenbach & Endow, 2004; Lawrence et al., 2004). Das Zuordnen eines
Kinesins zu einer der zahlreichen Familien wird mit Hilfe der hoch konservierten Sequenz der
Motordoméane definiert. Kinesine unterscheiden sich unter anderem durch die Direktionalitat,
welche anhand der Lage der Motordomane im Protein determiniert wird. Kinesine mit der
Motordomé&ne am aminoterminalen Ende (N-Typ) bewegen sich Richtung (+) Ende, am
carboxyterminalen Ende lokalisierte Kinesinmotoren (C-Typ) zum (-) Ende und solche, deren
Motor in der Mitte (I-Typ) liegt, destabilisieren MT. Es wurde aber auch gezeigt, das Kinesin-
8 und Kinesin-14 sich sowohl entlang von MT bewegen, diese aber auch destabilisieren
kénnen (Varga et al., 2006; Mayr et al., 2007). Die Familien vollziehen unterschiedlichste

Aufgaben, welche in Tabelle 2. aufgelistet werden (Tab. 2) (Verhey & Hammond, 2009).
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Tabelle 2: Ubersicht iiber Kinesine in unterschiedlichen Pilzmodellsystemen.

Kinesin Superfamilie A. nidulans N.crassa U. maydis S. cerevisiae S. pombe
Kinesinanzahl 11 10 10 6 9
Kinesin-1 KinA Nkin Kin-1 - Klp3

(Vesikel-, Organell- und
mRNA- Transport)

Kinesin-3 UncA, Nkin2, Kin-3 - -
(Vesikel-, Organell-und  UncB Nkin3

mRNA- Transport)

Kinesin-4 AN6G875 Nc06832  Kin-4 - -
(Choromosomen-

positionierung)

Kinesin-5 BimC Nc00927  Kin-5 Cin8, Cut7
(SPB- Positionierung) KIP1

Kinesin-6 AN3124 Nc05180  Kin-6 - Kip9

(Spindelassemblierung

und Zytokinese)

Kinesin-7 KipA Nc02626  Kin-7a, KIP2 Tea2
(Kinetochor- MT- Kin-7b

Befestigung und

Chromosomen-

kongression)

Kinesin-8 KipB Nc06144  Kin-8 KIP3 Klp5,

(Chromosomen- Klip6
kongression)

Kinesin-10 AN3721 Nc05028 - - =

(Chromosomen-
positionierung)

Kinesin-14 KlpA Nc04581  Kin-14 Kar3 Pki1,
(SPB- Organisation und Klip2
Vesikeltransport)

Orphans AN3970 - Kin9 Smy1 Klp8

Die Anzahl an Kinesinen variiert von sechs in S. cerevisiae und neun in S. pombe und zehn
und elf in N. crassa und A. nidulans (Schoch et al., 2003)(Tab. 2). Héhere Eukaryoten
enthalten deutlich mehr Kinesine; in Saugetieren beispielsweise codieren 45 Gene fir
Kinesine, von denen 38 spezifisch im Hirngewebe exprimiert werden und in
Transportvorgangen in Axonen und Dendriten involviert sind (Miki et al., 2001) und allein 15
fur unterschiedliche Kinesin-1, -2 und -3 Mitglieder kodieren (Hirokawa et al., 2009).

Die Struktur und Funktionalitdt der Motorproteine variiert stark zwischen den
verschiedenen Familien. Konventionelles Kinesin (Kinesin-1), das erste identifizierte und
auch bisher am besten charakterisierte Motorprotein, ist beispielsweise ein Tetramer, das
aus zwei schweren Ketten (KHC), die fiir die Motoraktivitat verantwortlich sind, und aus zwei
leichten Ketten (KLC) besteht, die die Aktivitdt des Komplexes regulieren und diesen mit dem
Vesikel oder Transportgut verbinden (Verhey et al. 1998; Schliwa & Woehlke, 2003)
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(Abb. 5). Bei Kinesinen bewirkt die Hydrolyse ATPs eine kleine Konformationsanderung
konservierter Strukturelemente in unmittelbarer Nahe der ATP- Bindestelle, was wiederum
zu weiteren koordinierten Strukturveranderungen in der MT- Bindestelle fihrt, welche durch
Wechselwirkung mit Elementen des C-Terminus mechanisch verstarkt werden. (Vale &
Milligan, 2000; Schliwa & Woehlke, 2001). Chemische Energie wird auf diese Weise in
gerichtete Bewegung umgesetzt. Auch wurde anhand einiger Beispiele gezeigt, dass
Kinesine zum Teil autoinhibitorisch reguliert wirken kdnnen (Seiler et al., 2000; Espeut et al.,
2008).

Kinesin-1

FHA

ah ©
w I

Kinesin-3

Abbildung 5: Strukturbeispiele von Mitgliedern der Kinesin-1 und Kinesin-3 Superfamilie.
(A) Der Kinesin-1 Komplex wird aus zwei schweren Ketten (KHC) und zwei leichten Ketten
(KLC) gebildet. (B) Kinesin-3 Mitglieder gehéren zu den monomeren Motoren, welche am C-
terminalen Ende eine PH- Domane besitzen, die zur Bindung des jeweiligen Transportguts
bendtigt wird und zum anderen die FHA- Doméane, die in Protein- Protein- Interkationen eine
Rolle spielt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Hirokawa et al., 2010.

Bisher wurde gezeigt, dass drei Kinesinfamilien (1, 3 und 7) im polaren Wachstum
filamentdser Pilze involviert sind (Seiler et al., 1997; Konzack et al., 2005; Zekert & Fischer,
2009; Wedlich-Séldner et al., 2002). Mitglieder der Kinesin-1 Familie sind in
unterschiedlichste Prozesse wie Vesikeltransport, Kernpositionierung, mitochondriale
Motilitat und Vakuolenverteilung involviert (Seiler et al., 1997; Lehmler et al., 1997; Requena
et al., 2001). Untersuchungen zeigen, dass Deletionen in solchen Kinesinen in drastischen
Defekten resultieren. Das Entfernen des konventionellen Kinesins, Nkin, fiihrt beispielsweise
in N.crassa zu mehreren morphologischen Veranderungen der Hyphe, wie stark
beeintrachtigtem polarem Wachstum und einem erhdhten Verzweigungsmuster. Besonders
der anterograde Transport von Vesikeln zur Hyphenspitze ist in der nkin- Deletionsmutante
stark reduziert, was dazu flhrt, dass kein Spitzenkérper aufgebaut werden kann (Seiler et
al., 1997; Seiler et al.,1999). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen eine dramatische
Reduktion von apikalen Vesikeln, was darauf hinweist, dass der anterograde
Langstreckentransport am starksten betroffen ist und zum unkooridiniertem Positionieren
kleinerer sekretorischer Vesikel flhrt, was sich auch in einer stark verminderten
Proteinsekretion ins Medium niederschlagt. Die retrograde Bewegung der Vesikel hingegen

ist kaum betroffen, ganz im Gegensatz zu der Dyneinmutante, welche einen Spitzenkdrper
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ausbilden kann und deren anterograde Transportmaschinerie nicht beeintrachtigt ist, jedoch
im antagonistischen Rucktransport schwere Defizite aufweist (Seiler et al., 1997).
Entwicklungsspezifische Aufgaben der Motoren wurden bisher in filamentdsen Pilzen
nicht beschrieben, jedoch geben Ergebnisse dieser Arbeit und der Beobachtungen von MT-
Subpopulationen in A. nidulans (Zekert & Fischer, 2009) Anlass dies im Detail zu

untersuchen.

4.2. Kinesin-3 Familie

Gerade Kinesine, welche im Genom der Backerhefe nicht vorkommen, da dort der vesikulare
Transport primar entlang des Aktin- Zytoskeletts verlauft (Lillie & Brown, 1994), sind
potenzielle Kandidaten fir Analysen des gerichteten Langstreckentransports. Das erste
Kinesin-3 das charakterisiert wurde, war das KIF1A Homolog Unc-104 in C. elegans,
welches synaptische Vesikel und deren Vorlaufer in Neuronen transportiert (Hall &
Hedgecock, 1991). Die Motoren der Kinesin-3 Familie, friher Unc104/ Kif1A Familie
genannt, sind, anders als die meisten anderen Motoren, wahrscheinlich vornehmlich
monomer und wandern in Richtung des (+) Endes der MT (Al-Bassam et al., 2003). Die
Prozessivitat der Motoren dieser Familie wird nicht, wie oben fur das Kinsein-1 beschrieben,
durch Dimerisierung, sondern durch eine sogenannte lysinreiche, positiv geladene Schleife
(K-loop) gewahrleistet, die mit dem negativ geladenen, glutamatreichen C-Terminus von a-
und B-Tubulin (E-hook) elektrostatisch sehr stark interagiert und somit einen Kraftschlag
nach der ATP- Hydrolyse ermdglicht (Okada & Hirokawa, 2000). Es wird aber auch
diskutiert, ob der Kinesin-3 Motor KIF1A mdglicherweise in vivo durch schwache coiled-coil
Interaktionen dimerisieren kann und sich prozessiv, dhnlich wie Kinesin-1 Motoren, entlang
der MT bewegt und die Dimerisierung als regulatives Element dient (Tomishige et al., 2002).
Interessant ist hierbei, dass der positiv geladene K-loop fir die im Vergleich zum
konventionellen Kinesin extrem langen Laufstrecken des Kinesin-3 Motors verantwortlich zu
sein scheint.

Kinesin-3 Motorproteine enthalten neben der konservierten Motordomane auch zwei
weitere charakteristische Bereiche; zum einen die FHA-Domane (forkhead associated) und
zum anderen die PH-Doméane (pleckstrin homology). Die FHA- Domaéane ist in
phosphorylierungsabhangigen Protein- Protein-Interaktionen, Signalwegen (Westerholm-
Parvinen et al., 2000) und der Regulation von Kinesinmotoren involviert (Lee et al., 2004).
Die PH-Doméane ermdoglicht Lipidbindungen und die Bindung von membranésen Vesikeln.
Die Lipidbindung selbst ist wiederum Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat abhangig,
wodurch es zur Akkumulation des Motors an phosphatidylinositol-4,5-bisphosphatreichen
Inseln (rafts) kommt, was den Beginn des Transports initiiert (Klopfenstein et al., 2002).

Zudem sind auch sogenannte coiled coil Motive in UncA zu finden, die a- Helices bilden
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kénnen und so fur proteininterne Wechselwirkungen, wie Faltung auf Sekundarstrukturebene
und der Stabilitat der tertidren und quartéren Proteinstruktur, verantwortlich sind (Yu, 2002).

Das UncA- Motorprotein aus A. nidulans - ein Vertreter der Kinesin-3 Familie -
besteht aus 1631 Aminosauren und hat eine berechnete molekulare Masse von 182,7 kDa.
Der offene Leserahmen besteht aus 4968 Basenpaaren und wird an der Stelle 65 bis 139
von einem Intron unterbrochen. Die N-terminale Motordomane selbst enthalt zwei MT-
Bindestellen, ein ATP- Bindemotiv (p-loop) und zwei switch- Motive, die in die
Nukleotidbindungen involviert sind (Song et al., 2001). Weiterhin sind die fir die Kinesin-3
Familie typischen FHA- und PH-Doméanen vorhanden. In der Schwanzregion von UncA
befinden sich auch zwei coiled coil Regionen (Abb. 6 A). Subzelluldre Lokalisierungen
zeigen, dass UncA, uberexprimiert durch den induzierbaren alcA Promotor, in kleinen
motilen Vesikel sitzt, welche massiv an der Hyphenspitze akkumulieren, wohingegen unter
einem natulichen Expressionslevel deutlich weniger Vesikel markiert werden, die auch nicht
am Apex akkumulieren, aber schon erahnen lassen, dass ein MT- Biindel bevorzugt fir den
Transport verwendet wird (Zekert & Fischer, 2009) (Abb. 6 B,C).

ATP- bindende Proteine besitzen, wie oben bereits erwahnt, im Motor eine
Phosphatbindeschleife (P-Loop), die die Bindung von ATP ermdéglicht und typischerweise
aus einer glycinreichen Sequenz besteht (Saraste et al. 1990). Bei den konventionellen
Kinesinen aus A. nidulans und N. crassa handelt es sich um die Aminosauresequenz
GQTGAGKS. Wird nun eines dieser Glycine, im Falle von UncA das Glycin116 zu Glutamat
mittels ortsgerichteter Mutagenese (site directed mutagenesis) verandert, der so genannten
rigor Mutation, verliert das Kinesin seine ATP- Hydrolysefahigkeit und damit seine Motilitat
(Abb. 6 D). Der Motor kann dadurch zwar noch an MT binden, aber durch die blockierte
Phosphatbindeschleife nicht mehr entlang der MT wandern (Nakata & Hirokawa, 1995).
Erstaunlicherweise ist die UncA™® Variante, unabhangig von der Hyphenwachstumsphase
des Pilzes, praferenziell auf nur einem einzelnen MT- Bindel zu finden (Zekert & Fischer,
2009) (Abb. 6 E.). Es wurde auch gezeigt, dass das mRFP1-UncA™® Fusionsprotein
wahrend der Kernteilung nicht an die mitotische Spindel, aber weiterhin spezifisch an diesen
einzelnen, zytoplasmatischen MT bindet (Abb. 6 F.).

Zur genaueren Analyse wie es zu der bevorzugten Bindung an diese MT-
Subpopulation kommt, wurden unterschiedliche PTM in A. nidulans mit Hilfe von
Immunfarbungen mit spezifischen Antikérpern in unserer Gruppe untersucht. Die am
ldngsten bekannte tubulinspezifische Modifikation ist das zyklische Entfernen und erneutem
Hinzufugen des C-terminalen Tyrosins des a-Tubulins. Dieses Tyrosin kann durch die
Tubulin- spezifische Carboxypeptidase (TCP) entfernt und durch das Enzym Tubulin-
Tyrosin-Ligase (TTL) in einer ATP- abhangigen Reaktion wieder angefiigt werden und
bestimmt so den Status des MT (Hallak et al., 1977; Westermann & Weber, 2003). Es gibt
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Hinweise darauf, dass die Akkumulation von detyrosinierten Mikrotubuli mit Tumorwachstum
verbunden ist (Badin-Largon et al., 2004).

Zekert & Fischer zeigten 2009 erstmals indirekt, dass detyrosinierte MT in A. nidulans
existieren und eine Subpopulation ausmachen. Es wurde beobachtet, dass gerade wahrend
der Mitose, die Spindel durch Antikdrper gegen tyrosiniertes Tubulin markiert wurde, aber die
durch UncA™ gebundene MT- Subpopulation jedoch nicht. Daraus kann geschlossen
werden, dass diese Subpopulation offenbar aus detyrosinierten MT zusammengesetzt sein
kénnte (Abb. 6 F). Biochemische Analysen mit Antikdrpern, die spezifisch gegen
detyrosiniertes A. nidulans a-Tubulin generiert wurden, haben bestatigt, dass im Wildtyp im
Vergleich zu tyrosinierten Tubulin deutlich weniger detyrosinierte Tubuline durch den
Antikoérper erkannt werden, was bedeutet, dass es sich hier tatsachlich um eine kleine
Subpopulation an detyrosinierten MT handeln kénnte. Es wurde daraufhin ein A. nidulans
Stamm so modifiziert, dass ausschlief3lich detyrosiniertes Tubulin gebildet wird und mit
anschlieBenden biochemischen Tests konnte gezeigt werden, dass der spezifische
Antikérper gegen detyrosiniertes Tubulin in diesem Stamm deutlich starkere Signale aufweist
als der Wildtyp. Auch Immunlokalisierungen mit dem detyr. Antikorper lassen das spezifische
Binden an nur ein Bundel von MT erahnen (N. Zekert, persénl. Mitteilung).

Weder konventionelles Kinesin, KinA (Kinesin-1), Kinesin-7 KipA noch KipB (Kinesin-
8) zeigten eine solche Spezifitdt (Konzack et al., 2005; Rischitor et al., 2004) (Abb. 6 G,H).
Dies bestatigt, dass das beobachtete Verhalten von UncA™ eine Besonderheit dieses

Motors darstellt und nun detaillierter untersucht werden sollte.
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Abbildung 6: UncA bevorzugt, anders als andere Kinesine, eine MT- Subpopulation in
den Hyphen von A. nidulans. (A) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur des
Kinesin-3 Motors UncA. Nahere Erlduterung siehe Text. (B) Subzellulare Lokalisierung von
GFP-UncA, was hier durch den alcA Promotor Uberexprimiert wird, zeigt bidirektionale Vesikel
und Akkumulationen an der Hyphenspitze (SNZ2). (C) Unter nativen Expressionsbedingungen
sind deutlich weniger Vesikel zu beobachten und keine Ansammlungen am Apex. Hier ist auch
schon zu erahnen, dass UncA ein MT- Blndel bevorzugt zum Transport verwendet. Abbildung
entnommen aus Zekert & Fischer, 2009. (D) rigor Mutation in der Phosphatbindeschleife fiihrt
zum kinstlichen und permanenten Binden des Motors an MT. (E) UncA"™ bindet interessanter
Weise an eine MT- Subpopulation in den Hyphen. Abbildung entnommen aus Zekert & Fischer,
2009. (F) Ein Hyphenkompartiment wahrend der Mitose zeigt, dass mit tyrosinierten Antikérpern
die Mitosespindel markiert wird, die MT- Subpopulation, die durch mRFP-UncA™® gebunden
wurde, hingegen nicht. Dies diente als indirekter Hinweis fir das Bevorzugen UncAs von
detyrosinierten MT. Abbildung entnommen aus Zekert & Fischer, 2009. (G) GFP-KipA™* zeigt
keine solche Spezifitdt. Abbildung entnommen aus Zekert & Fischer, 2009. (H) Auch GFP-
KinA" bindet unspezifisch an mehrere MT in den Hyphen. MaRstab jeweils 5 ym aufer 10 um
in (D).
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4.3. Kooperation von Kinesin-3 und Dynein im bidirektionalen Transport

von Endosomen

In Neuronen hdéherer Eukaryoten vermittelt der bidirektionale Transport friher Endosomen
(EE) die Kommunikation zwischen Zellkdrper und den Synapsen (Howe & Mobley, 2005). Es
wurde gezeigt, dass Kin-3, das U. maydis UncA Ortholog, EE anterograd in Richtung
Hyphenspitze transportiert und fiir polares Wachstum notwenig ist (Wedlich-Séldner et al.,
2002; Schuster et al., 2011b). Dass Mutationen in Kinesin-3 zu starken Defekten in der
anterograden, aber auch retrograden Organellenmotilitdt fihrt (Barkus et al., 2008), ist
erstaunlich, denn eine Rolle im retrograden Transport wurde fur den (+) End- gerichteten
Kinesin-3 Motor vorher nicht gezeigt. Die zentrale und essentielle Rolle des retrograden
Transports durch Dynein wurde jedoch schon in mehreren Organismen beschrieben (Muller
et al., 2008; Ally et al., 2009, Zekert & Fischer, 2009). Die Kolokalisierung von Kinesin-3 mit
Organellen, die durch Dynein transportiert werden, ist ebenso schon langer bekannt
(Koushika et al., 2004; Ligon et al., 2004). Kurzlich wurden sogar mit Hilfe stochastischer
Messungen ermittelt, dass pro Organelle/ Endosom lediglich ein einzelner Dyneinmotor, aber
auch drei bis funf Kinesin-3 Motoren sitzen kdnnen (Schuster et al., 2011b). In anterograden
Transportprozessen von EE konnten nur Kinesin-3 Motoren beobachtet werden, durch das
zufallige und transiente Binden von Dynein wurde dann jedoch gezeigt, dass sich daraufhin
die Transportrichtung in Richtung MT (-) Ende verkehrt, einem &ahnlichen kompetetiven
Prozess wie beim "Tauziehen" (Schuster et al., 2011b, Hendricks et al., 2010). Die Kinesine
bleiben aber weiterhin permanent passiv an das durch Dynein transportierte Endosom
gebunden (Abb. 7 A). Schuster konnte auch quantifizieren, dass ein Dyneinkomet an den
MT (+) Enden ungefédhr aus 55 Dyneinmotoren besteht (Schuster et al., 2011a). Das
Akkumulieren des Dyneins in Form von Kometen an den MT (+) Enden ist demnach als ein
Mechanismus zu verstehen, der die Wahrscheinlichkeit erhdoht, dass EE nach dem
anterograden Transport von dem wartenden Dynein abgefangen werden um so das Abfallen
des Organells/ Endosoms von dem MT zu verhindern (Schuster et al., 2011a; Steinberg,
2012). Der Transport von Dynein selbst an das MT (+) Ende erfolgt mittels Kinesin-1 (Zhang
et al., 2003; Lenz et al., 2006) (Abb. 7 B).

U. maydis hat raumlich differenzerbare MT- Anordnungen, an den Zellenden sind
unipolare MT- Orientierungen vorherrschend, so sind es in der Zellmitte ab dem
Vorhandensein zytoplasmatischer MTOCs antipolare MT- Bindel (Lenz et al., 2006).
Interessanterweise wurde gezeigt, dass Kinesin-3 vorrangig an den antipolaren subapikalen
Regionen Transportaktivitaten mit EE zeigt, wohingegen Dynein sein Transportgut entlang
unipolar orientierter MT am Apex verteilt (Schuster ef al., 2011c). So ist es mdglich, dass

auch Kinesin-3 in Transportvorgangen Richtung Zellkern, also retrograd vom Apex, involviert
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ist, wodurch der Transport von Endosomen entlang der gesamten Zelllange gewahrleistet
wird (Egan et al., 2012), da ein retrograder Langstreckentransport durch ein einzelnes am
Vesikel gebundenes Dynein nicht bewaltigt werden kann.

A
T l‘..
bl Sl CL CLCL L CL LRl ELEl 0T In
« L L]
\% Kinesin-1 (D Kinesin-3 © vy-Tubulin
A Dynein o Organelle (O aB-Tubulindimer
B

(+) End gerichteter

Transport von Dynein anterograder EE Transport o

— ./

apikales
Recycling

retrograder
EE Transport \ /
Rf— Dynein- Beladung o

% Kinesin-1 ([) Kinesin-3 () Transportvesikel

A Dynein o Endosom

Abbildung 7: Anterograde und retrograde Motilitit von Organellen/ Endosomen durch
das Zusammenspiel von Kinesin-3 und Dynein. (A) Der Transport von friihen Endosomen
erfolgt MT- abhangig durch Kooperation von Kinesin-3 und Dynein. Kinesin transportiert die EE
in Richtung (+) Ende, sobald Dynein an den Komplex bindet, andert sich die Transportrichtung
zum (-) Ende hin, ahnlich wie beim Tauziehen. Dynein wird mit Hilfe von Kinesin-1 an die MT
(+) Enden bewegt, wo bis zu 55 Dyneinmolekiile die Kometen an den MT- Enden bilden. (B)
Modell des bidirektionalen Langstreckentransports von Endosomen in U. maydis. Der rasante
Austausch von Membrankomponenten mit der Plasmamembran Uber Vesikel an der
Hyphenspitze wird ber den Spitzenkérper reguliert und auch mit Hilfe von EE retrograd
recycelt. Abbildung modifiziert nach Steinberg, 2007.
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4.4. Die Rolle von N. crassa Kinesin-3 in der Mitochondrienmotilitat

In N. crassa ist bisher deutlich weniger Uber Transportprozesse der Endosomen bekannt.
Das Genom von N. crassa beinhaltet beide A. nidulans- Homologe von UncA und UncB,
Nkin2 (Nc06733) und Nkin3 (Nc03715). Fuchs und Westermann zeigten 2005, dass Nkin2
am Transport von Mitochondrien in N. crassa beteiligt ist (Fuchs & Westermann, 2005).
Folglich resultierte die Deletion von nkin2 in mitochondrialen Motitlitatsdefekten, welche
durch Uberexpression von Nkin3 kompensiert werden konnten. In in vitro assays wurde
beobachtet, dass Nkin2, aber nicht Nkin3 mit Mitochondrien assoziiert ist. Interessant ist
hierbei, dass in A. nidulans und S. cerevisiae Mitochondrien entlang von Aktin transportiert
werden (Oakley & Rinehard, 1985; Suelmann & Fischer, 2000), wohingegen dies in
N. crassa und S. pombe MT- abhangig ist (Yaffe et al., 1996; Fuchs et al., 2002).

Vom Golgiapparat abgegebene sekretorische Vesikel werden in N. crassa zum
Spitzenkoérper transportiert, welcher das Hyhenwachstum mit der kontrollierten Abgabe
dieser Vesikel reguliert (Bartnicki-Garcia et al., 1995). Interessanterweiser kann der
Spitzenkorper auch durch den Endozytose- Marker FM4-64 gefarbt werden, was darauf
hinweist, dass der Spitzenkérper auch eine zentrale Rolle in Endozytoseprozessen spielt
(Fischer-Parton et al., 2000). In dieser Arbeit soll nun geklart werden, ob Nkin2, zusatzlich
neben der Mitochondrienmotilitdt, auch eine konservierte Rolle in endosomalen
Transportmechanismen einnimmt wie in A. nidulans und U. maydis gezeigt wurde (Zekert &
Fischer, 2009; Wedlich-Sdldner et al., 2002).

5. Vesikel- Transportmechanismen und Inhalte

Wie sich Vesikel generell, aber auch Endosomen im Speziellen zusammensetzen und
welche Proteine sich in deren Innerem befinden, ist bisher kaum untersucht worden. Dass in
sekretorischen Vesikeln unter anderem Exoenzyme und Komponenten zur Zellwand- und
Membransynthese enthalten sind, wurde bereits 2006 von Bartnicki-Garcia beschrieben
(Bartnicki-Garcia, 2006). Mit Hilfe von enzymatischen Sekretionsanalysen wurde eine
Beteiligung von Kin-3 in der Sekretion von sauren Phosphatasen in U. maydis postuliert
(Schuchardt et al., 2005). Es gibt mehrere Hinweise, dass Kinesin-1 Motoren in
sekretorischen Vorgangen involviert sind. Zum einen zeigte Seiler 1997, dass der Transport
in N. crassa Kinesin-1 abhangig ist und eine Deletion in einer reduzierten Sekretion resultiert
(Seiler et al., 1997). Zum anderen wurde beschrieben, dass Kin-1 und nicht Kin-3 fir die
effiziente Sekretion von Chitinsynthasen in U. maydis notwendig ist (Schuster et al., 2011d).
Eine Fragestellung dieser Arbeit bestand auch darin, zu untersuchen, welche

Vesikelpopulationen durch das Kinesin-3 UncA in A. nidulans transportiert werden.
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Der Prozess des Membranverkehrs selbst ist weitestgehend geklart: Nach der
Bildung des Vesikels, erfolgt der aktive Transport durch Motorproteine, das Andocken an die
Zielmembran und letztendlich die Fusion (Grosshans et al., 2006). Um den jeweiligen
Komponenten, den Vesikel-, Donor- und Akzeptormembranen, ldentitdten zuzuweisen, sind
Mitglieder der Rab- Familie (Ras- &hnlich GTPasen) notwenig. Die Rab- GTPasen
rekrutieren dann Effektoren, die die spezifischen Funktionen, wie beispielsweise das
Andocken von assoziierten Proteinen, wie beispielsweise den Motoren, vermitteln (Jordens
et al., 2005). In dieser Arbeit wurde auch ein Rab3- vermittelter Prozess der Bindung UncAs

an sein Transportguts untersucht.
6. Zielsetzung der Arbeit

In vorangegangen Studien wurde gezeigt, dass das Kinesin-3 UncA Vesikel entlang einer
MT- Subpupulation in den Hyphen transportiert (Zekert & Fischer, 2009). Das ist das erste
und einzige bisherige Beispiel fur die Existenz verschiedener MT- Subpopulationen in
filamentdsen Pilzen und das zweite Beispiel fir die MT- Spezifitat eines Kinesin-3 Motors.
Schon wahrend meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass eine 86 Aminosauren lange
Region in dem Schwanzbereich von UncA die Spezifitdt fur die wahrscheinlich
detyrosinierten MT hervorruft. Hierfir sollten wahrend meiner Promotion vertiefende
Analysen, wie beispielsweise Mutagenesen, Lokalisierungsstudien und biochemische
Expressionsanalysen durchgefihrt werden, um die Rolle diese MTB- Doméne naher zu
charakterisieren. Anhand verschiedener chimarer Motorproteine, die beispielsweise aus dem
Motor des konventionellen Kinesins KinA und dem Schwanzbereichs UncAs aufgebaut
waren, sollte getestet werden, ob die MTB- Doméne die Spezifitdt auch in anderen,
unspezifischen Kinesinen erzeugen kann.

AuRerdem habe ich im Rahmen dieser Arbeit mit einem weiteren Ascomyceten,
N. crassa, beschaftigt. Hierfur sollte mittels Lokalisierungsstudien analysiert werden ob auch
hier eine Kinesin-3 Spezifitdt vorliegt und es sich um einen konservierten Mechanismus
handeln kénnte. Interessanterweise wurde 2005 publiziert, dass NKin2, das N. crassa UncA
Homolog, in die mitochondriale Motilitat involviert ist (Fuchs & Westermann, 2005),
wohingegen Kinesin-3 in A. nidulans und U. maydis den endosomalen Transport
gewahrleistet (Zekert & Fischer, 2009; Wedlich-Sdldner et al., 2002). Detailliertere Analysen
sollten nun klaren, welche Rolle Nkin2 im endosomalen Transport in N. crassa spielt.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der intensiveren Analyse der
Cargos, die durch UncA transportiert werden. Hierfir wurde mit Hilfe von Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation, Y2H- Analysen, sowie gerichteten Interaktions- und

Kolokalisierungstests versucht, neue Vesikelpopulationen und —inhalte zu charakterisieren.
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IV. Ergebnisse

Kapitel 1

Untersuchung der Spezifitat von UncA fur eine MT- Subpopulation

Da UncA interessanterweise eine MT- Subpopulation in der Hyphe von A. nidulans fir den
Transport bevorzugt, stellt sich zum einen die Frage, inwiefern die Tubuline modifiziert
vorliegen kdnnen und zum anderen, wie diese Verdnderung durch das Kinesin selbst erkannt
werden kann. Potenzielle posttranslationale Modifikationen der Tubuline, welche die
verschiedenen Subpopulationen definieren kdnnten, wurden in einem Parallelprojekt
untersucht. Das Ziel meiner Arbeit jedoch war es, zu ermitteln, welches Motiv innerhalb des

Motorproteins an der Erkennung modifizierter Mikrotubuli involviert ist.

1.1. Eine Region im Schwanzbereich UncAs wird fiir die MT- Spezifitat

benotigt

Bereits wahrend meiner Diplomarbeit wurde mittels schrittweisen Verklrzens des UncA
Proteins (Deletionsanalyse) eine Region in dem Schwanz des Motorproteins eingegrenzt, die
fir die Erkennung wichtig ist. Die Deletion dieser Region flhrte zu einem Verlust der
Spezifitat fiir die MT- Subpopulation. Hierfiir wurden entsprechend verkiirzte GFP-UncA™°"-
Fusionen, welche unter der Expression des naturlichen uncA Promotors reguliert wurden, in
den uncA Deletionsstamm transformiert und fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Seidel,
2009)(Abb. 8). AnschlieRend konnte im Zuge dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
spezifische Deletion dieser lediglich auf die Aminosauren 1316-1402 eingegrenzten

Mikrotubulibinderegion (MTB) in dem Verlust der MT- Spezifitat des Kinesins resultierte.
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Abbildung 8: Deletionsanalyse von UncA offenbart, dass eine Region im Schwanz die
MT- Spezifitat vermittelt. Schrittweises Verkiirzen des UncA- Proteins fiihrt zu einem Verlust
der Spezifitat fur die MT- Subpopulation bei allen Konstrukten kleiner als 1316 Aminosauren,
alle Konstrukte langer als 1402 Aminosauren wiesen hingegen noch immer die Spezifitat auf.
Aufgrund dessen wurde ausschlieBlich diese MTB- Region deletiert (A1316-1402), was erneut
in einem Spezifitdtsverlust resultierte. Die Anzahl der Aminosauren steht jeweils links der
verkurzten Proteine. Motor = Motordomane, Stern = rigor Mutation in der Phosphatschleife,
FHA = forkhead associated Domane, PH = pleckstrin homology Domane, grine Kasten
schematisieren beide coiled coil Regionen, MTB = Mikrotubulibinderegion. Rechts sind
reprasentative GFP- Lokalisierungen der jeweiligen Konstrukte in AuncA unter der Expression
des uncA Promotors. MaRstab entspricht jeweils 5 um; modifiziert nach Seidel et al., 2012.

Da es im Zuge der Transformation der jeweiligen Vektoren, welche neben den GFP-
UncA™°- Fusionen auch Selektionsmarker beinhalten, zu Mehrfachintegrationen in das
A. nidulans Genom kommen kann, wurde eine zusatzliche Strategie verfolgt, um ein komplett
identisches Expressionslevel der jeweiligen Fusionsproteine gewahrleisten zu kdnnen, da
Uberexpression von UncA zu einem Verlust der Spezifitat fihrt (Seidel, 2009). Hierfir
wurden zusatzlich in den bereits mit GFP-UncA™™ transformierten Stamm SNZ14, der die
homolog integrierte alcA(p)::sGFP::uncA™ *** Kassette enthélt, mittels erneuter homologer
Rekombination gezielte Stopkodons in den uncA Leserahmen eingefligt. Dies wurde mit Hilfe
einer Kassette erreicht, welche die letzten beiden Kilobasen des uncA Gens (mit den
jeweiligen Punktmutationen), sowie dem pyro Selektionsmarker und eine Kilobase der
rechten Flanke des uncA Lokus enthielt (Abb. 9 A). Die integrierte Punktmutation wurde

durch Sequenzierung des modifizierten Abschnittes bestatigt (MWG, Ebersberg).
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Abbildung 9: Komplementation von SNZ14 zur Untersuchung der Rolle der MTB- Region
unter Gewahrleistung gleicher Proteinlevel zur Bestitigung der vorhergehenden
Deletionsanalyse in AuncA. (A) Schematische Darstellung der gezielten Rekombination des
uncA Lokus des GFP-UncA™ exprimierenden Stammes SNZ14 mit 3 verschieden
modifizierten Komplementationskassetten zur Analyse der Konsequenz fir die Spezifitat zu der
praferierten MT- Sub oEuIation hin. (B) GFP-UncA'"%"® (SC0S57) bindet unspezifisch mehrere
MT. (C) GFP-UncA™* (SC0S58) Iokalisiert an nur einem MT- Biindel. (D) Gezielte Deletion
der MTB- Region in GFP-UncA”"®"®"*%? (SC0S124) filhrt zu einem Verlust der Spexzifitat.
Mafstab entspricht jeweils 5 um.

Die vorhergehende Deletionsanalyse in AuncA bestatigend, lokalisierte auch in dem
modifizierten Stdmmen von SNZ14, UncA"™"'® (SCo0S57) unspezifisch und UncA'"4%?
(SCoS58) wiederum spezifisch entlang der MT- Subpopulation (Abb. 9 B,C). Auch die
Deletion der kompletten MTB- Region (Aminosauren 1316-1402) resultierte in einem Verlust
der MT- Subpopulationserkennung (Abb. 9 D) und zeigt erneut, dass die MTB- Region
notwenig ist, die Spezifitdt des Kinesins zu gewahrleisten.

Mittels Western Blots konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die jeweiligen GFP-
Fusionsproteine tatsachlich in korrekter Lange exprimiert werden (Abb. 10 A). Weiterhin
waren auch die Expressionslevel der beiden kritischen Konstrukte GFP-UncA"" und GFP-
UncA®®161492 yergleichbar (Abb. 10 B), was wichtig ist, da es aufgrund erhéhter
Proteinstabilitat, die durch die Verkirzung des Proteins eventuell entstehen kdnnte, zu dem

Verlust der Spezifitat hatte kommen kénnen.
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Abbildung 10: Vergleich der Expressionslevel der verschiedenen UncA"*
Deletionskonstrukte in SNZ14. (A) Western Blot mit GFP-UncA'™'® (SC0S57)(171 kDa),
UncA'™%  (ScoS58)(181 kDa), GFP-UncA“™®'®'%?  (C0S124)(197kDa) und  UncA™
(SNZ14)(206kDa) (B) VergroRerung eines Western Blots zum Vergleich der Expression der
beiden kritischen Konstrukte GFP-UncA" und GFP-UncA“"*'®"'*% Die Detektion wurde mit
anti- GFP Antikdorpern (1:4000) und anti- Hase IgG Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikdérpern (1:4000) durchgefiihrt. 285 ug A. nidulans Gesamtproteinextrakt wurden
jeweils geladen.
Um die Funktionalitat des UncA®'*'®'%92 proteins zu analysieren, wurde der Stamm, dem die
MTB- Region fehlt (SCoS75), mit dem Wildtyp und AuncA verglichen. Auffallend war, dass
UncA213161492 ginen ahnlich kompakten Kolonienphénotyp wie der Deletionsstamm aufwies
(Abb. 11). Eine N-terminale GFP- Fusion des UncA®'®'%'92 Konstruktes zeigte keine
vereinzelten Vesikel in den Hyphen, sondern lediglich schwaches zytoplasmatisches
Hintergrundrauschen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die MTB- Region flr die Funktion von

UncA notwendig ist.

Abbildung 11: Wachstumsvergleich auf Kolonieebene von AuncA, UncA*"*'"*"2 ynd WT
(TNO2A3). Das Fehlen der MTB- Region resultiert in einem ahnlichen polaren
Wachstumsdefekt wie die uncA Deletion.

Ein Sequenzvergleich dieser Region zwischen verschiedenen Pilzen und hd&heren
Eukaryoten deckte auf, dass hier zahlreiche Aminosdauren konserviert sind (Abb. 12 A). Die
spezifische Deletion von sechs aufeinander folgenden Argininen, welche sich am Ende der
MTB- Region befinden und zumindest in den Aspergillen stark konserviert sind, flhrte nicht
zu einem Verlust der Spezifitat.

Eine weitere interessante Eigenschaft der MTB- Region stellt eine positive Ladung
bei einem pH Wert von 7 dar (Abb. 12 B). Dies erdffnet die Moéglichkeit, dass der positiv
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geladene Bereich die Bindung zu dem stark negativ geladenen, der an der Oberflache des

polymerisierten MT exponierten C- Terminus des a- Tubulins direkt vermitteln kénnte.
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Abbildung 12: Charakterisierung der MTB- Domane in der Schwanzregion des Kinesin-3
UncA zeigt, dass einige Aminosauren stark konserviert sind und die MTB- Region selbst
positiv geladen ist. (A) Sequenzvergleich der MTB-Region mit UncA Orthologen in
verschiedenen Pilzen und héheren Eukaryoten. Der Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des
Programmes CLC Sequence Viewer erstellt. (B) Kalkulation der isoelektrischen Punkte
definierter ~Regionen  UncAs. Die Kalkulation erfolgte unter der Webseite
http://isoelectric.ovh.org.

1.2. Andere Proteindomanen von UncA sind nicht fiir die MT- Spezifitat

verantwortlich

Um die Beteiligung anderer Domanen UncAs auszuschlielen, wurden auch diese auf die
gleiche Weise einzeln deletiert und die Konstrukte entsprechend lokalisiert. Das Fehlen der
Forkhead Associated Domane (FHA),

Protein- Protein-Interaktionen, Signalwegen (Westerholm-Parvinen et al.,

die eine Rolle in phosphorylierungsabhangigen
2000) und der
Regulation von Kinesinmotoren spielt (Lee et al., 2004), resultierte nicht in einem Verlust der
MT- Spezifitat. Ebensowenig hat weder die Deletion der coiled coils, die fur Protein- Protein-
Interaktionsvermittlung bekannt sind, noch der Pleckstrin Homology Domane (PH), zu einem
Verlust der Spezifitat gefihrt (Abb. 13). Die PH- Domane vermittelt die Bindung von
2002),

Dadurch kommt es zur Akkumulation des Motors an

membrandsen Vesikeln (Klopfenstein et al., welche Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat abhangig ist.
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phosphatidylinositol-4,5-bisphosphatreichen Inseln (rafts), was letzendlich den Beginn des
Transports initiiert.
Diese Ergebnisse unterstreichen erneut die einzigartige Rolle der MTB- Region

gerade in dem Prozess des Erkennens der MT- Subpopulation.

UncA "—)( MOTOR | B

Abbildung 13: Deletionen anderer Doménen in UncA fiihren nicht zu einem Verlust der
MT- Spezifitit. FHA = Forkhead Associated Domane, CC = coiled coils, MTB =
Mikrotubulibinderegion und PH = Pleckstrin Homology Domane. Malstab entspricht jeweils
5 um.

1.3. Chimare Motorproteine bestdtigen die Rolle der Schwanzdomane

von UncA in der Erkennung der MT- Subpopulation

Die Deletionsanalyse hat gezeigt, dass die MTB fur die Erkennung notwendig ist. Jetzt sollte
untersucht werden ob sie auch ausreichend ist, diese Spezifitdt auch in anderen,
unspezifische Kinesine erzeugen zu kénnen. Hierfur wurde ein erstes kinstliches chiméares
Fusionsprotein hergestellt, was aus der Motordomane des konventionellen Kinesins, KinA,
und dem Schwanz UncAs generiert wurde und unter der Kontrolle des natirlichen uncA
Promotors exprimiert wurde. Da die Uberexpression von UncA zu einem dramatischen
Verlust der Spezifitdt von UncA fihrt, wurden alle Lokalisierungsexperimente unter der
Expression des naturlichen uncA Promotors reguliert (Seidel, 2009). Weiterhin wurde mittels
Southern Blot ausgeschlossen, dass eine homologe Integration in den kinA Genort
sattgefunden hat.

Das GFP-KinA-UncA Fusionsprotein, welches in den uncA Deletionsstamm SNZ9
transformiert wurde, zeigte sowohl Akkumulationen an der Hyphenspitze, sowie sich schnell
bewegende Punkte, was zum einen bedeutet, dass das Fusionsprotein funktionell ist und
zum anderen, dass dessen Expressionslevel ausreicht, um den Deletionsphanotyp von UncA

zu kompensieren (Seidel, 2009). AnschlieBend wurde in das KinA-UncA Fusionsprotein die
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rigor Mutation integriert und dessen Lokalisierung untersucht. Interessanterweise hat auch
dieses Konstrukt die MT- Spezifitdt aufgewiesen und lediglich eine Subpopulation in
A. nidulans gebunden (Seidel, 2009) (Abb. 14 B). Dies deutet darauf hin, dass die Region in
dem Schwanz des Motorproteins an der MT- Erkennung involviert ist, und nicht die
Motordoméane, welche durch das Vorhandensein zweier ATP- und Mikrotubulibindestellen
wahrscheinlicher gewesen ware. Auf diese Ergebnisse aufbauend, wurden anschlielend in
meiner Dissertation weitere Motorfusionsproteine konstruiert, um die Rolle des UncA
Schwanzbereichs vergleichend zu anderen Kinesinen naher zu untersuchen (Abb. 14 A).

Hierfir wurde das komplementare Chimar aus UncA- Motor und KinA- Schwanz
(SCoS44, FP2) generiert, um zu zeigen, ob die Spezifitdt tatsachlich von der
Schwanzdomane UncAs bestimmt wird. Die rigor Variante dieses Fusionsproteins lokalisierte
unspezifisch an mehreren MT in den Hyphen (Abb. 14 C). Auch andere Fusionsproteine mit
KipA™°"-UncA (SC0S67, FP3), UncA™"-KipA (SCoS74, FP4), KinA""-KipA (SCoS76, FP5)
und KipA™®-KinA (SCoS79, FP6) Modulen, jeweils unter der Kontrolle des uncA Promotors
exprimiert, waren nur dann spezifisch fir die MT Subpopulation, wenn die Schwanzdomane
von UncA involviert war (Abb. 14 D-G). Interessant war hierbei auch, dass oftmals auch
durch die Chimare lediglich 2, 3 oder mehrere MT gebunden wurden. Vergleichend mit den
unverdnderten KinA™" und KipA™* sind deutlich weniger MT durch die Chiméare gebunden.
Es sollte jedoch auch beachtet werden, dass KinA™ und KipA™® méglicherweise auch
selbst nicht komplett alle MT in der Hyphe binden, entsprechende Quantifizierungen wurden
bisher noch nicht durchgefihrt.

Das spezifische Einbringen der MTB- Region UncAs an zwei verschiedenen Stellen
(G732 und N904) der Schwanzregion des konventionellen Kinesins, KinA, fihrte nicht dazu,
dass sich das unspezifische Bindungsverhalten der KinA™" Version anderte. Weiterhin
wurde auch versucht die MTB- Region an die Motordomane UncAs direkt zu fusionieren.
Das Konstrukt wurde dann N-terminal mit GFP markiert und unter der Kontrolle der beiden
alcA und uncA Promotoren exprimiert. Beide Fusionsproteine haben an mehrere MT
gebunden und zeigten keine MT- Spezifitdt. Zusammenfassend ist also zu konstatieren, dass
die MTB- Region, eingebettet in den Schwanz von UncA, ausreichend ist, die Spezifitat des
Kinesin-3 hervorzurufen. Jedoch ist die Expression der MTB-Region alleine nicht

ausreichend diese MT- Spezifitdt zu vermitteln.
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Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Analysen chimérer Kinesine bestitigen, dass
der Schwanz UncAs ausreicht um die MT- Spezifitat auch in anderen Kinesinen zu
erzeugen. (A) Ubersicht der gesamten in dieser Arbeit modulierten Chimare aus UncA (lila),
KinA (blau) und KipA (gelb). (B-G) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Chimare,
welche N-terminal mit GFP markiert und unter der Kontrolle des uncA Promotors exprimiert
wurden. Lediglich die Fusionsproteine FP1™" und FP4™”, welche den UncA Schwanz
enthielten, haben an nur ein MT- Bundel gebunden. Die anderen Konstrukte haben oftmals
mehrere, jedoch auch nicht alle MT erkannt und 2-4 MT gebunden. Maf3stab entspricht jeweils
5 um.
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1.4. Der Schwanzbereich UncAs interagiert direkt mit a-Tubulin

Aufgrund dessen, dass die MTB- Region im Schwanzbereich UncAs moglicherweise im
Stande ist, mit MT direkt zu interagieren und so die Spezifitat vermitteln kann, wurden Tests
im Hefe- Zwei- Hybridsystem (Y2H) durchgeflhrt. Bei dieser Technik zum Verifizieren von
Protein- Protein- Interaktionen flhrt die Interaktion der beiden DoOmanen des
Transkriptionsfaktors GAL4, die Bindedoméane (BD) und Aktivierungsdomane (AD), welche
mit den zu testenden Proteinen gekoppelt sind, bei positiver Interaktion zur Expression
sogenannter Reportergene.

Hierflr wurde der vollstdndige Schwanzbereich von UncA, direkt beginnend nach der
Motordomane bis hin zum Stopkodon (352-1931aa) in dem S. cerevisiae Stamm AH109
mittels des Vektors pGBKT7 exprimiert (yCoS8). Dieser Stamm wurde wiederum mit dem
kompatiblen Stamm Y187 gekreuzt, der jeweils die volle Lange der beiden a-Tubuline, tubA
(yCoS1) oder tubB (yCoS2) in dem Vektor pGADT7, exprimiert. Beide A. nidulans a-Tubuline
zeigten eine Interaktion mit dem Schwanzbereich von UncA (Abb. 15 A).

ASC™anz_ TubA und TubB Interaktion in S. cerevisiae

Aullerdem wurde die Unc
dahingehend untersucht, ob mit kiinstlich detyrosinierten a-Tubulinen (TubA™ und TubB™ )
eine Verstarkung der Interaktion zu beobachten ist. Die Interaktion war zwar auch positiv,
aber war eine Quantifizierung der Interaktionsstarke nicht méglich, da alle vier Interaktionen
unter einer adaquaten Detektionsgrenze lagen.

Um die genaue Interaktionsstelle mit a-Tubulin spezifischer einzugrenzen, wurden
entsprechend verschiedenen Langen von UncA exprimiert und in S. cerevisiae exprimiert.
Jedoch zeigte sich in Y2H- Untersuchungen, dass lediglich die volle Lange des Schwanzes
mit den beiden a-Tubulinen eine positive Interaktion zeigte. Selbst Interaktionstests mit der
UncA Motordomane, welche zwei MT Bindestellen enthalt, waren negativ (Abb. 15 A). Was
bedeuten kdnnte, dass die Motordoméane nicht fahig ist das monomere a-Tubulin im Y2H zu
binden, oder, dass der Schwanzbereich fir eine ordnungsgemafle Funktion der
Motordomane essentiell ist. Auch Interaktionstests zwischen dem Motor und dem Schwanz
selbst waren negativ, was darauf hindeutet, dass ein intramolekulares Falten zwischen Motor
und Schwanz nicht die Aktivitat oder Spezifiat reguliert.

Da diese Interaktionstests durch das S. cerevisiae Zwei- Hybrid- System kiinstlich im
Kern stattfinden, ist es nicht auszuschlieBen, dass es, durch in S. cerevisiae kodierte
Proteine, die eine Interaktion "Uberbricken" kénnten, zu einer falsch positiven Interaktion
gekommen sein konnte. Deshalb wurde die Interaktion zusatzlich mittels Bimolekularer
Fluoreszenzkomplementation (BiFC) in A. nidulans verifiziert. Die jeweiligen Transformanten,
welche die alcA:YFPM:tubA>™ und alcA:YFPC::uncAS™"™ Plasmide homolog integriert
hatten, zeigten punktartige Akkumulationen unterschiedlicher GréR3e, welche sich teilweise

anterograd und retrograd bewegt haben (Abb. 15 B). Dies lasst darauf schlielen, dass der
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Schwanz von UncA noch immer an seine spezifischen Vesikel, welche neben Kinesin-3 aber
auch durch Dynein transportiert werden kdnnen (Zekert & Fischer, 2009), binden kann.
Wabhrscheinlich findet die beobachtete Interaktion auch mit freiem zytoplasmatischen a-
Tubulin statt und nicht mit dem in MT polymerisierten Tubulin. Zur Untersuchung der
Hypothese des mdglichen Bindens des UncA Schwanzbereiches an Vesikel, wurde

zusatzlich eine N-terminale GFP- Fusion des UncA- Schwanzes untersucht und offenbarte

das selbe Lokalisierungsmuster wie die positive Interaktion im BiFC (Abb. 15 B).

LUl

TubA TubB

SD-LW SD-QDO

alcA(p)::GFP::uncASchwanz
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Abbildung 15: Der Schwanzbereich von UncA kann a-Tubulin direkt binden. (A) Y2H-
Analyse zur Bestimmung der Interaktionsdomane. Auf der linken Seite sind die Konstrukte
schematisch dargestellt, welche zur Interaktion getestet wurden. Nur der komplette Schwanz
UncAs konnte mit den beiden a-Tubulinen TubA (yCoS1) und TubB (yCoS2) interagieren. Die
Transformanten wurden zum einen auf Selektionsmedium SD-LW (SD-Leu-Trp) getropft um die
Kotransformation beider Plasmide zu bestdtigen und zum anderen auf dem
Hochstringenzmedium SD-QDO (SD-Leu-Trp-Ade-His) zur Selektion positiver Interaktionen. Die
Platten wurden bei 30°C fir 2 Ta%e inkubiert. Die Starke der Interktion ist im X-a-Gal Test zu
sehen. (B) BiFC mit YFP®-UncAS™"™ und YFP"-TubA bestétigt die Interaktion in A. nidulans.
Unten ist die GFP- Fusion des UncA- Schwanzes im WT in Form von kleinen Vesikeln, die
bidirektionale Motilitdt zu sehen. Mal3stab entspricht jeweils 5 pm.

SD-QDO + X-w-Gal
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1.5. Eine kunstliche B5L8- Schleife in der Motordomane von KinA ist fur

die Spezifitat fur die selbe MT- Subpopulation verantwortlich

In Neuronen von Ratten konnte 2009 gezeigt werden, dass Kinesin-1 zwischen
detyrosinierten und tyrosinierten MT mittels spezifischer Sequenzen in der sogenannten
B5L8- Schleife der Motordoméane unterscheiden kann (Konishi & Setou, 2009) (Abb. 16 A).
In diesen Neuronen bevorzugen manche Kinesine Axone als Ziel (unidirektional),
wohingegen bidestinale Kinesine sowohl Axone als auch Dendriten als Bestimmungsort
wahlen. Die Tubuline der MT in Dendriten sind hauptsachlich tyrosiniert und in den Axonen
detyrosiniert, so kdnnen die unterschiedlichen Kinesine ihre Strecken differenzieren. Bei
Austausch einer spezifischen TERF Aminosauresequenz durch SKLS in der B5L8- Schleife
der Motordomane kommt es zu einem Verlust der axonspezifischen Aktivitat von Kinesin-1 in
Neuronen des Hippocampus im Ratten- Modell (Konishi & Setou, 2009).

Um einen weiteren Hinweis auf die Existenz von Detyrosinierung als mégliche PTM

von a-Tubulin in A. nidulans zu erlangen, wurde untersucht, ob dieses Motiv als Marker fir
detyrosinierte MT dienen kénnte. Hierfir wurde das konventionelle Kinesin, KinA, an der
korrespondierenden Stelle im Motor durch ortsgerichtete Mutagenese so modifiziert, dass es
anschlieBend das fur die Spezifitdt identifizierte TERF- Aminosauremotiv in der B5L8
Schleife enthielt (Abb. 16 B).
Das veranderte KinA wurde N-terminal mit GFP fusioniert und in TNO2A3 transformiert
(SCoS128). Das Einbringen der zusatzlichen rigor Mutation war notwendig, um das
permanente Binden an MT zu gewdhrleisten, da KinA unmodifiziert lediglich im Zytoplasma
lokalisiert und wahrscheinlich nur kurze transiente Bindungen zu MT aufbaut. KinA™°" zeigt
normalerweise keine Praferenz flir MT- Subpopulationen und bindet deshalb an alle MT in
den Hyphen. Erstaunlicherweise fiihrte das Einbringen der B5L8 Schleife in KinA™"
tatséchlich zu der Erkennung lediglich einer Subpopulation durch KinA"*'85L8 (Abb. 16 C).

AnschlieRend kam natlrlich die Frage auf, ob es sich hierbei um die gleiche
Subpopulation an MT handelt, wie diese, die durch UncA™ erkannt wird. Deshalb wurde
das GFP-KinA"™°B5L8 in den mRFP-UncA™® exprimierenden Stamm SNZ54 transformiert
und kolokalisiert. Es konnte eine klare Kolokalisierung beobachtet werden (SCoS144) (Abb.
16 D). Dies ist ein weiterer Hinweis fir das Vorhandensein von PTM und im Speziellen von

detyrosinierten MT in A. nidulans.
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Abbildung 16: MT- Spezifidt kann mit Hilfe einer Modifikation der B5L8- Schleife in der
Motordoméane des konventionellen Kinesins, KinA, erzeugt werden. (A)
Proteinsequenzvergleich der B5L8- Schleife zwischen unidestinalen Kinesinen, die Axone als
Ziel bevorzugen und bidestinalen Kinesinen, welche sowohl Axone als auch Dendriten, die
vorwiegend tyrosiniertes Tubuline enthalten, als Bestimmungsort wahlen. Bei Austausch der
TERF Aminosauresequenz mit SKLS kommt es zu einem Verlust der axonspezifischen Aktivitat
von Kinesin-1 in Neuronen des Hippocampus in Ratten, modifiziert nach Konishi & Setou, 2009.
(B) Proteinsequenzvergleich mit uni- (Unc-116 und KHC) und bidirektionalen Kinesinen (KIF1A)
zur Einordnung der beiden A. nidulans Kinesine KinA und UncA. Die korrespondierende TERF
Stelle (Sterne) in der B5L8- Schleife wurde analog mittels Mutagenese in KinA modifiziert (roter
Kasten). (C) Fluoreszenzmikroskopische Analysen des N-terminal mit GFP gekoppelten,
modifizierten KinA"*B5L8 zeigen, dass das sonst unspezifische KinA™°" modifiziert nun selektiv
an eine MT- Subpopulation bindet (SC0S128). (D) Kolokalisierung des GFP-KinA™“B5L8
Fusionsproteins mit mRFP-UncA™" (SCoS144). Beide Kinesine bevorzugen dasselbe MT-
Blndel in A. nidulans. MaRstab entspricht jeweils 5 ym.
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Kapitel Il

Charakterisierung der Cargos von UncA

Zur Analyse der Komponenten, die durch UncA transportiert werden, wurden mehrere
Strategien verfolgt. Es sollten mit Hilfe von Interaktions- und Kolokalisierungstests,
Saccharosedichtegradientenzentrifugation, sowie Y2H- Analysen neue Vesikelpopulationen
und -inhalte charakterisiert wurden. Ein Verstandnis der transportierten Cargos kénnte helfen

die zellbiologische Rolle von UncA zu verstehen.

21. Gezielte Analyse potentieller UncA- Interaktoren, erweitert das

Wissen uber die Zusammensetzung der transportierten Vesikel

Zunachst wurde im A. nidulans Genom nach Proteinen gesucht, fir die eine Rolle im
Kinesin-3 vermittelten Transport in anderen Organismen zeigten. Daraufhin wurden
DENN/MADD vermittelte Rab3-Kinesin-3 Interaktionen untersucht, wobei DENN/MADD
Protein als Rab GTPasen Austauschfaktoren beschrieben werden (Marat et al., 2011).
Ebenfalls wurden auch einige endosomale Komponenten subzellular lokalisiert und im BiFC-
System auf eine UncA- Interakton hin untersucht. Zum anderen erfolgten Interaktionsstudien
zwischen UncA und in unserem Labor etablierten Markern fur sekretorische Vesikel. Auch
der in U. maydis beschriebende Kin-3 abhangige Transport von mRNA-Bindeproteinen

(Baumann et al., 2012) wurde hier analog in A. nidulans untersucht.
2.1.1. Rab-3 markierte Vesikel werden von UncA transportiert

Die beiden Kinesin-3 Motoren KIF1A und KIF1BB sind fir den Transport von synaptischen
Vesikelvorlaufern in Neuronen essentiell (Okada et al., 1995). Diese Vorlaufer werden im
Zellkorper gebildet und entlang des Axons transportiert und dann in reife synaptische Vesikel
via Endozytose einsortiert. Zur Regulation des Erkennens und Ladens der Vesikel durch
KIF1A werden so genannte DENN/MADD Proteine (differentially expressed in normal and
neoplastic cells/ MAP kinase activating death domain) bendétigt. Diese interagieren durch
deren death domain direkt mit dem Schwanz des Kinesin-3 Motors und gleichzeitig mit Rab3
und vermitteln so indirekt die Bindung zwischen Kinesin und dessen Transportgut (Niwa et
al.,, 2008). Denn Rab3 ist wiederum eine kleine GTPase, welche an der Oberflache
synaptischer Vesikel sitzt und die Vesikel durch Exozytoseprozesse regulieren kann (Stettler
et al., 1994; Geppert et al.,, 1997). Der GTP/ GDP-Zustand des Rab-3, welcher dann die
Aktivitat der GTPase bestimmt, wird iber DENN/MADD Proteine reguliert, die somit als
Effektoren der Rab3- Aktivitat agieren und wiederum das Binden an das Motorprotein
vermitteln (Abb. 17 A).
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Um zu analysieren, ob in A. nidulans das Erkennen der spezifischen durch Kinesin-3
transportierten Vesikel durch einen ahnlichen Mechanismus vermittelt wird, wurde im Genom
nach den entsprechenden Homologen gesucht. Die beiden identifizierten DENN/MADD
Kandidaten, AN4349 und AN0575 (Abb. 17 B) wurden RefA (AN4349) und RefB (AN0575)
genannt (Ref steht fir Rab GTPase exchange factor).

A Vorlaufer
synaptischer
Vesikel

GAP?  ©—RAB3-GDP
>—PH- Domine AN

~ DENN/MADD Q

Y

RAB3-GT

1 356 566 764 Y2H bait1603 1770

KIF1BB | Motor | FHA |

DENN/MADD [ MADD | | DD

Abbildung 17: DENN/MADD vermittelt in Neuronen die Bindung zwischen Kinesin-3
Motor und dessen Transportgut und reguliert so den Prozess des Erkennens und Laden.
(A) Oben: Schematische Darstellung der Rab3- DENN/MADD- Kinesin-3 Interaktion und der
GEP- Funktion des DENN/MADD fiir die kleine GTPase Rab3. Unten: DENN/MADD interagiert
direkt mit dem Schwanz von KIF1Bf Uber die death domain, modifiziert nach Niwa et al., 2008.
(B) Uberblick der entsprechenden DENN/MADD- Homologe RefA (AN4349) und RefB
(ANO575) und der Rab3- Homologe SrgA (AN6974) und SrgB (AN4281) in A. nidulans.

Die DENN/MADD Proteine weisen jeweils eine DENN- Domane auf, die von uDENN
(upstream) und dDENN (downstream) Motiven umgeben wird; die dDENN- Doméane konnte

jedoch im Falle von RefB nicht annotiert werden. Es ist bekannt, dass die dreiteiligen DENN-
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Domaénen in verschiedenen Proteinen gefunden werden, die in Rab- vermittelten Prozessen
oder an der Regulierung von MAPK Signalwegen (mitogen- activated protein kinase)
involviert sind (Levivier et al., 2001).

Beide Gene wurden deletiert und weisen Wachstumsdefekte auf (Abb. 18 A,B).
ArefA (SC0S93) wachst kompakter und weist deutlich weniger Sporen auf als der Widtyp,
aber auch die Deletion von refB (SCoS95) fihrt zu einem verlangsamten Wachstum, jedoch
ist hier der Effekt geringer als in ArefA. In den Hyphen des refA Deletionsstammes sind
auffallige, abnormale Schwellungen zu beobachten und kurvigeres Auswachsen der

Keimlinge, was auf eine Rolle im polaren Wachstum hindeutet (Abb. 18 C).

4000bp

3000bp

2000bp

Abbildung 18: Deletion der beiden DENN/MADD- Homologe in A. nidulans fiihrt zu
Wachstums- und Polaritiatsdefekten. (A) Wachstumsvergleich von ArefB, TNO2A3 und ArefA.
(B) Southern Blots mit LB- Sonden bestatigen die Deletionen. Die gDNA wurde im linken Blot
mit Sacl verdaut und es wurde im WT eine Bande bei 3034bp und bei ArefA zwei Banden bei
2241bp und 3253bp erwartet. Der ArefB Southern Blot rechts wurde mit Pvull geschnittener
gDNA durchgefiihrt und es wurde eine Bande bei 3168bp im WT und bei 4290bp in der Deletion
porgnostiziert. (C) Auffallige Schwellungen (Sterne) und generell kurvigeres Wachstum sind in
den Keimlingen von ArefA zu beobachten. Der MaRstab entspricht 5um.

Subzelluldre Lokalisierungen durch N-terminale GFP- Fusionen unter der Kontrolle des
induzierbaren alcA Promotors sollten erste Hinweise auf die Funtktion dieser Proteine geben.
Diese zeigten, dass beide Proteine zum einen in der Plasmamembran und an den Septen
sitzen, sich zum anderen aber auch als kleine Vesikel, die sich entlang der Hyphen bewegen
(Abb. 19 A,B). Um falsche Lokalisierungsmuster oder Artefakte, verursacht durch die
Uberexpression, auszuschlieBen, wurde die Expression zusatzlich unter dem natiirlichen

Promotor untersucht und wies die gleiche Verteilung auf (Abb. 19 C, Film 1).
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Abbildung 19: Subzellulare Lokalisierung der DENN/MADD Proteine in A. nidulans. (A,B)
N-terminale GFP- Fusionen unter der Kontrolle des alcA Promotors zeigen Signale an der
Plasmamembran und an Septen, sowie kleine, sich rasant bewegende, Punkte. (C) GFP-RefB
unter naturlicher Expression zeigt ein identisches Muster. Der Mal3stab betragt jeweils 5 um.

Um eine Interaktion mit dem Kinesin-3 Motor UncA zu untersuchen, wurden Y2H- und BiFC-
Analysen durchgefuhrt. Beides war jedoch negativ und eine direkte Regulation von UncA
durch DENN/MADD Proteine konnte ausgeschlossen werden. Auch Interaktionstests mit den
beiden Rab3- Homologen, SrgA und SrgB, zeigen keine konservierte DENN/MADD- Rab3
Interaktion wie in Neuronen gezeigt wurde (Niwa et al., 2008).

Auch die beiden Rab3- Homologe SrgA (AN6974) und SrgB (AN4281) (Abb. 17 B)
wurden im Rahmen dieser Arbeit N-terminal mit GFP markiert und mit alcA und auch mit
dem naturlichen Promotor exprimiert. Die Uberexprimierten Stdmme zeigten jeweils extrem
schnelle Bewegungen von zahlreichen kleinen Vesikeln entlang der Hyphe. Wohingegen mit
naturlichem Expressionslevel im Fall von SrgB (S. cerevisiae YPT1 Homolog) einzelne
Vesikel zu beobachten waren (Abb. 20 A). Natirlich exprimiertes GFP-SrgA (S. cerevisiae
SEC4 Homolog) lokalisierte, genauso wie in N. crassa (personliche Mitteilung E. Sanchez-
Leon Hing) verstarkt an der Hyphenspitze (Abb. 20 B). Eine Interaktion mit dem Schwanz
von UncA konnte sowohl im BiFC- als auch im Y2H- System mit beiden Kanidaten verifiziert
werden (Abb. 20 C).

Demnach findet keine DENN/MADD vermittelte Interaktion, wie es in Neuronen
gezeigt wurde (Niwa et al., 2008), statt, sondern ein direkter Kontakt des Kinesin-3

Schwanzes mit den Rab3- GTPasen, die in der Membran der Vesikel sitzen.
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YFPC-SrgB53%p & YFPN-UncAd00bp

YFPC-SrgA378bp & YFPN-UncA%00bp

SrgA x UncAtil

SrgB x UncAtai

Abbildung 20: Subzelluldre Lokalisierung der beiden Rab3 Homologe in A. nidulans mit
unterschiedlichen Expressionslevel (alcA und natiirlicher Promotor) und deren positive
Interaktion mit dem UncA- Schwanzbereich. (A) GFP-SrgA lokalisiert iberexprimiert in Form
von vielen Vesikeln, die sich rasant durch die Hyphe bewegen (links). Unter der Expression des
natlrlichen Promotors jedoch sieht man lediglich eine schwache Akkumulation an der
Hyphenspitze (rechts). (B) GFP-SrgB bindet jeweils schnell bewegende Vesikel unter der
Regulation des alcA Promotors (links), deren Anzahl unter natiirlicher Expression deutlich
geringer ist und daher diese dann deutlich besser zu verfolgen sind (rechts). (C) BiFC mit der
YFP-N Halfte fusioniert mit dem UncA- Schwanz zeigt mit beiden Rab3- Homologen, jeweils
fusioniert mit der YFP-C Halfte, ein deutliches punkiférmiges Signal an den Hyphenspitzen,
aber auch vereinzelte Akkumulationen in distalen Hyphenkompartimenten (Pfeile). Der MaRstab
betragt jeweils 5 pm. (D) Y2H- Analysen bestatigen die Interaktion. Hier wurde eine
Verdinnungsreihe der Kotransformanten auf das Hochstringenzmedium SD-QDO mit X-a-GAL
getropft. Die Platten wurden bei 30°C fir 2 Tage inkubiert.
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2.1.2. UncA spielt eine Rolle im Transport eines in Form von Endosomen

recycelten Transmembrantransporters

Um weitere Proteine, die von UncA direkt oder auch indirekt Uber Endosomen transportiert
werden, zu finden, wurden gezielt Kandidaten ausgewabhlt, anschliefend mit GFP- Fusionen
lokalisiert und mit BiFC auf eine Interaktion mit UncA hin getestet.

Bei einem der Kandidaten handelt es sich um einen transmembranen
Siderophortransporter SitB (AN5378), dem S. cerevisiae SIT1 - siderophore iron transport-
Homolog in A. nidulans. Es gibt mehrere Mdglichkeiten der Zelle zur Eisenaufnahme: Zum
einen Uber niedrige und hohe Affinitdts- Transportsysteme, wie zum Beispiel
Metalloreduktasen (Dix et al., 1994; Stearman et al., 1996), zum anderen aber auch mittels
Exkretion von Siderophoren. Siderophore sind Eisen- chelatierende Molekiile, die mit dem
am haufigsten vorkommenden, aber unléslichen Fe*, was in dieser Form fiir die Zelle aber
nicht zuganglich ist, komplexieren. Sie werden erst eisenfrei sekretiert, komplexieren dann
aulRerhalb der Zelle mit Eisen und werden dann wieder mittels spezifischen
Siderophortransportern aufgenommen. Solche Transportvorgdnge werden unter anderem
durch Vertreter der ARN Transporterfamilie bewerkstelligt, die spezifisch Eisen- Siderophor-
Chelate erkennen und bei Eisenmangel induziert werden kénnen (Yun et al., 2000a; Yun et
al., 2000b). Es wurde gezeigt, dass zwei Transporter dieser Familie in endosomahnlichen
intrazelluldren Vesikeln und in der Plasmamembran lokalisieren (Kim et al., 2002). Weiterhin
wurde konstatiert, dass sich die Lokalisierung, abhdngig von der Eisen-
Siderophorkonzentration, verandert. Ohne Substrat werden die Transporter vom Golgi direkt
in Endosomen kompartimentiert und nicht zur Plasmamembran beférdert, wohingegen dies
genau bei niedrigen  Konzenrationen der Fall ist. Bei hohen Eisen-
Siderophorkonzentrationen findet ein schneller Zyklus zwischen Exposition an der
Plasmamembran und schnell erfolgender Endozytose statt (Kim et al., 2002).

Lokalisierungsexperimente wurden durchgefihrt, um zu untersuchen, ob UncA auch
bei diesen Transportvorgédngen involviert sein kénnte. Hierfir wurde mit der Uberexpression
des Transporters, welcher von 13 Transmembrandomanen durchzogen ist, begonnen (Abb.
21 A). Das GFP-SitB Fusionsprotein lokalisierte in Strukturen, die den Zellkern umgeben,
wahrscheinlich dem ER (Abb. 21 B, Pfeile), in der Plasmamembran, an den Septen und in
sich schnell bewegenden Vesikeln (Film 2). Es wurde auch beobachtet, dass das Signal auf
einer Seite, des den Zellkern umgebenden ERs oftmals intensiver erschien (Abb. 21 B,
Sterne). Ein Kymograph zeigt die bidirektionale Motilitdt eines exemplarischen Vesikels, das
durch GFP-SitB markiert wurde. Und mittels BiFC konnte eine Interaktion mit UncA

nachgewiesen werden. Das BiFC zeigt sich rasant bewegende Vesikel und Akkumulationen
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um den Zellkern, jedoch kein Signal entlang der Plasmamembran (Abb. 21 C). Demnach ist

UncA an dem Transport der in Endosomen internalisierten Transporter beteiligt.

T ol S S A R 56 45
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alcA::GFP::sitB8%sbp & DAPI

alcA::GFP::sitB886bp

v

Distanz

YFPC::sitB%8¢%p & YFPN::uncA%%0bp

Abbildung 21: Lokalisierung des Siderophortransporters SitB und dessen Interaktion mit
UncA. (A) Schematische Darstellung der 13 Transmembrandomanen, die den Transporter
durchziehen und die Lokalisierung in der Plasmamembran bewerkstelligen. (B) Uberexpression
von GFP-SitB und DAPI Kofarbung zeigt Akkumulationen um den Zellkern (Pfeile), welche
oftmals an einer Seite des Zellkerns intensiver erschienen (unten, Sterne), auch sind Signale in
Plasmamembran, Septen und in kleinen sich bewegenden Vesikeln zu sehen. (C) Die
bidirektionale Motilitat der Vesikel wurde mit dem Kymographen visualisiert. (D) BiFC zwischen
SitB und UncA, beides Uberexprimiert durch alcA, zeigt schnell bewegende Vesikel und
schwache Signale um den Zellkern. Der Mafstab betragt jeweils 5 um.
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Zur ndheren Analyse wurde der Transporter deletiert, zeigte jedoch keinen offensichtlichen
Wachstumsdefekt, was zu erwarten war, da zum einen Medium verwendet wurde, in dem
kein Eisenmangel herrschte und zum anderen, da es wie oben bereits erwahnt, alterative
Eisen- Aufnahmemaoglichkeiten der Zelle gibt (Abb. 22 A, B).

Daraufhin wurde die Lokalisierung des Transporters unter dem natirlichen Promotor
mit und ohne Eisenstress durchgefiihrt, um die Beobachtung der Eisen- Siderophor-
Chelatkonzentration abhangigen Lokalisierungsmusters der ARN Transporter in
S. cerevisiae von Kim et al. (2002) auch in A. nidulans zu untersuchen. Es wurde
beobachtet, dass unter Eisenrestriktion eine vergleichbare Verteilung der Signale zu
beobachten war, wie durch die Uberexpression erzielt wurde, unter Eiseniiberfluss konnte
jedoch kaum eine Expression detektiert werden (Abb. 22 C). Demnach liegt auch in

A. nidulans eine konzentrationsabhangige Expression des S/IT7 Homologs vor.

&

- 4000bp

- 3000bp

- 2000bp

- 1500bp

- 1000bp

sitB(p)::GFP::sitB8%6bp

- Fe

+ Fe

::GFP::sitB%86bp

Abbildung 22: Deletion des putativen Siderophortransporters SitB zeigt keine
Polarititsdefekte, jedoch eine Eisen- konzentrationsabhidngige Lokalisierung. (A)
Wachstumsvergleich zeigt auf Minimalmedium keine Polaritdtsdefeke. (B) Southern Blot zur
Bestatigung der Deletion. Die Sacl und Xmal verdaute DNA wurde mit einer RB- Sonde
hybridisiert. Beim WT wurde eine Bande bei 3437bp und in AsitB bei 1296bp erwartet. (C)
Eisen- konzentrationsabhangige Lokalisierung des GFP-SitB exprimiert unter dem naturlichen
Promotor. Der MaRstab betragt jeweils 5 um.
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2.1.3. UncA ist an der Uberfiihrung von Vesikeln vom ER zum Golgi-

Apparat beteiligt

Weiterhin wurden bereits bekannte endosomale Proteine, wie TIgA (-SNARE), welches
unter anderem zusammen mit TIg2 in S. cerevisiae einen Komplex bildet, der die Fusion
endosomal -abgeleiteter Vesikel mit dem Golgi Apparat vermittelt (Coe et al., 1999), im
Folgenden untersucht. Die Lokalisierung in zahlreichen sich schnell bewegenden Vesikeln
ahnelte stark dem bereits in A. nidulans etablierten Endosomenmarker TIgB (Zekert &
Fischer, 2009) (Abb. 23 A). Die Interaktion mit UncA, die durch BiFC bestatigt wurde, findet
in einzelnen, punktuellen Akkumulationen nahe der Hyphenspitze statt.

UsoA, ein weiteres untersuchtes Protein, spielt in S. cerevisiae eine zentrale Rolle in
der Anbindung sekretorischer Vesikel, die sich vom ER abschniren, an frihe
Golgimembranen (Cao et al., 1998). Das GFP-UsoA Fusionsprotein lokalisiert in A. nidulans
in sich schnell bewegenden Vesikeln und zeigt im BiFC auch mehrere kleine motile Punkte
und nahe der Hyphenspitze eine starkere punktférmige Akkumulationen (Abb. 23 B). Die
Lokalisierung ahnelt sehr stark dem Uso1 Homolog in N. crassa (personliche Mitteilung
E. Sanchez Leon- Hing).

In dem Transport zwischen ER und Golgi involviert ist auch das S. cerevisiae ERV29
Homolog AN1117, welches von sechs Transmembrandoméanen durchzogen wird (Abb. 23 C,
oben). AN1117 wurde wegen der Homologie zu EVR29 ab sofort als ErvA bezeichnet. Es
wurde gezeigt, dass ERV29 eine Rolle im Sammeln sekretorischer Vesikel im ER spielt und
diese zu transportfahigen COPII Vesikel packt, welche dann zum Golgi Komplex transportiert
werden (Belden & Barlowe, 2001). Durch GFP- Fusion konnte auch hier bidirektionale
Motilitat einzelner ErvA- markierter Vesikel beobachtet werden (Film 3). Eine Interaktion mit
UncA, mittels BiFC visualisiert, ist in Form von Vesikeln zu sehen (Abb. 23 C).

Ein ganz ahnliches Lokalisierungsmuster weist ein weiterer untersuchter Kandidat,
AN4207, auf. Hierbei handelt es sich um ein in S. pombe bereits beschriebenes Apl4
Homolog, welches flir ein Adaptin codiert, das wiederum eine Untereinheit des Adaptor
Komplexes 1 (AP1) ist. Der AP1 Komplex ist ein Adaptor, der in Chlathrin- vermitteltem
Membrantransport und vorrangig an dem Transportprozessen von Endosomen zum Trans-
Golgi- Netzwerk (TGN) involviert (Ma et al., 2009). Aufgrund der Homologie zu Apl4 wurde
AN4207 im Folgenden als AplD bezeichnet. Eine Interaktion zwischen ApID und UncA mit
Hilfe des BiFC- Systems ist in einzelnen Vesikel zu beobachten (Abb. 23 D).

Somit konnte gezeigt werden, dass UncA in vielen zellularen Transportvorgangen wie

ER- Golgi, Endosomen- TGN und Endosomen- Langstreckentransport mitwirkt.
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Abbildung 23: GFP-Lokalisierungen unter der Expression des alcA Promotors und BiFC-
Analysen mehrerer UncA- Interaktoren in A. nidulans. (A) GFP-TIgA, ein Endosomenmarker
mit einer t-SNARE- Domane, lokalisiert in zahlreichen motilen Vesikeln und zeigt bei BiFC-
Analysen mit UncA vereinzelte Akkumulationen, gerade in der Nahe der Hyphenspitze (Pfeile).
(B) UsoA, N-terminal fusioniert mit GFP, bindet auch an zahlreiche Vesikel, die sich entlang der
Hyphe bewegen. BiFC- Untersuchungen mit UncA zeigen eine Interaktion zum einen am Apex,
zum anderen aber auch in vielen Punkten, die sich in der Zelle bewegen (Pfeile). (C) ErvA, ein
Protein, welches potentiell in ER- Golgi Transportvorgdngen involviert ist, zeigt Vesikel
bidirektionaler Motilitdt. BiFC- Analysen bestatigen eine Interaktion mit UncA in beweglichen
Vesikeln (Pfeile). (D) AplID, wahrscheinlich ein Protein des AP1-Komplexes, lokalisiert auch in
Vesikeln und zeigt einzelne Akkumulationen mittels BiFC mit UncA (Pfeile). Der Malstab
betragt jeweils 5 ym.

2.1.4. Sekretorische Vesikel und auch RNA werden durch UncA bewegt

Weitere BIiFC- Analysen mit unterschiedlichen, in unserem Labor bereits etablierten
Vesikelmarkern (Grin, 2011), erweiterten das Repertoire des bisher beschriebenen
Transportguts UncAs. Als exemplarische Komponenten der Exo- und Endozytose wurden
das v-SNARE Protein SynA (AN8769) und die schwere Kette des Clathrinmolekiils ChcA
(clathrin heavy chain, AN4463), das in rezeptorabhdngigen Endozytosevorgangen mitwirkt,
untersucht (Grun, 2011).

Das A. nidulans Synaptobrevin- Homolog SynA gehdért zu den v-SNARE Proteinen,

die eine Schlisselrolle bei Membranfusionen spielen. SynA, das durch Exozytose in die
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Plasmamembran eingebaut wird, wird von dort durch Endozytose am Subapikalen Ring
recycelt und MT- abhangig bei Bedarf von Kinesin-3 an die Hyphenspitze oder posterior in
Richtung Zellkdérper durch Dynein transportiert (Taheri- Talesh, 2008; Lenz et al., 2006).
Demnach sind Endozytose und Exozytose verlinkt.

Bei beiden Kandiaten, ChcA und SynA, konnte eine positive Interaktion mit UncA
mittels BiFC nachgewiesen werden. Speziell die Interaktion mit SynA war sehr stark und
resultierte in zahlreichen bidirektional laufenden Vesikeln, die oftmals an der Hyphenspitze
akkumulierten (Abb. 24 A, Film 4 a , b). Die Interaktion mit ChcA beschrankte sich vorrangig
auf leichte Proteinansammlungen am Apex (Abb. 24 B).

Zusatzlich wurden drei weitere Proteine, die sekretorischen Vesikeln zugeordnet
werden konnen, untersucht (Griin, 2011): Eine B-Glukosidase mit Sekretionssignalpeptid
(BglA, AN4102) und zwei Proteine ohne Signalpeptid, das Glukansynthase- Regulatorprotein
(GlsA, AN8846) und eine Chitinsynthase (ChsB, AN2523).

Die meisten B-Glukosidasen, wie BglA, sind mit der Zellwand assoziiert oder werden
ins Medium sekretiert, daher ist BglA zur Markierung sekretorischer Vesikel ein geeigneter
Kandidat (Griin, 2011). Um zu untersuchen, ob UncA auch hier in dem Transport involviert
ist, wurden BiFC- Untersuchungen durchgefiihrt, welche jedoch negativ waren. Da die (-
Glukosidase keine Transmembrandomanen enthalt, sitzt das Enzym mdglicherweise im
Innern der Vesikel und eine direkte Interaktion mit UncA ist deswegen nicht méglich.

Aus Untersuchungen der Chitinsynthasen in N. crassa ist bekannt, dass Chs-1-GFP
enthaltende Mikrovesikel, die Chitosomen, wahrscheinlich durch einen alternativen statt des
klassischen sekretorischen Weges entlang der Hyphen bewegt werden (Riquelme et al.,
2007). Chs 1, lokalisiert hauptsachlich in Chitosomen und dem Spitzenkoérper, aber auch an
sich entwickelnden Septen (Sanchez-Leon et al., 2011). Um zu untersuchen, ob auch
dessen Transport an die Hyphenspitze von UncA bewerkstelligt wird, wurde erneut eine
Interaktion im BiFC- System mit dem Chs-1 Homolog ChsB (AN2523) getestet und an
vereinzelten Akkumulationen in distalen Teilen der Hyphe und am Apex beobachtet (Abb. 24
C). Das N. crassa Glucansynthase- Regulatorprotein GS-1, das hingegen in Form von
Makrovesikeln zur Hyphenspitze transportiert wird, wo es in einer ringahnlichen Struktur im
Bereich des Spitzenkoérpers, dem sogenannten Spitzenring, akkumuliert (Verdin et al., 2009),
scheint als ein weiterer interessanter Marker fir sekretorische Vesikel in A. nidulans zu sein
(Grin, 2011). Das A. nidulans Homolog GIsA (AN8846) zeigt mit UncA auch eine starke
Akkumulation von YFP- Signalen an der Hyphenspitze im BiFC- System (Abb. 24 D).
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Abbildung 24: BiFC- Analysen unter alcA Expression bestatigen eine Interaktion UncAs
mit unterschiedlichen Vesikelmarkern in A. nidulans. (A) BiFC- Analyse von SynA (v-
SNARE) mit UncA zeigt motile Vesikel (Pfeile), die sich bidirektional bewegen und am Apex
akkumulieren. (B) ChcA (schwere Kette des Clathrins) und UncA interagieren an der
Hyphenspitze (Pfeile). (C) Die Chitinsynthase ChsB zeigt punktuelle Akkumulationen von YFP-
Signalen zum einen distal, aber auch am Apex (Pfeile). (D) GIsA, ein Glukansynthase-
Regulator, zeigt eine starke Interaktion mit UncA an der Hyphenspitze (Pfeil). Der Mafistab
betragt jeweils 5 ym.

Interessanterweise zeigte sich in U. maydis, dass der anterograde Langstreckentransport so
genannter GrofRer Ribonukleoprotein- Komplexe (MRNPs) durch Kin-3 gewahrleistet wird
(Baumann et al., 2012). Die lokale Translation von RNA an definierten Orten der Zelle und
der damit einhergehenden subzellularen Lokalisierung der Proteine ist in zahlreichen
zellularen Prozessen, wie beispielsweise dem Aufbau und Aufrechterhalten der Polaritat,
essentiell. Die zu transportierende mRNA wird durch RNA- Bindeproteine erkannt, welche
wiederum zusammen mit assoziierten Faktoren die mRNPs bilden (St Johnston, 2005; Holt &
Bullock, 2009). In U. maydis wurde eine Kolokalisierung des mRNP- assoziierten RNA-
Bindeproteins Rrm4 mit Endosomen beschrieben und gezeigt, dass funktionelle Endosomen
fur die mRNP Motilitat essentiell sind (Baumann et al., 2012). Ob dieser Kotransport von
mMmRNPs gebunden an Endosomen auch in A. nidulans durch Kinesin-3 erfolgt, wurde im
Rahmen dieser Arbeit untersucht.

Ein Homolog des U. maydis RNA- Bindeproteins Rrm4 im Genom von A. nidulans
konnte nicht identifiziert werden, jedoch wurden zwei Proteine, die Homologien zu dem
PolyA- Bindeprotein (PABC) Pab1 aufweisen, das mit den PolyA- Schwanzen der meisten
eurkaryotischen mRNAs assoziiert (Hogan et al., 2008) und in U. maydis mit Rrm4-
markierten Vesikeln kolokalisiert (Baumann et al., 2012), ndher untersucht.

Zum einen wurde FabM (forced expression acitivation of brlA, AN4000) analysiert,
ein Pab1 Homolog, das aus 732 Aminosduren besteht und vier Rrm- Doménen (zur
einzelstrangigen RNA- Erkennung), eine coiled coil- Doméane, sowie ein PolyA- Motiv (zum
Erkennen von mRNA- PolyA- Schwanzen), enthalt (Abb. 25 A). Die Rolle FabMs in der
Regulation der Translation spezifischer mMRNAs, wie beispielsweise des globalen Regulators
BrlA, wurde bereits 1996 beschrieben (Marhoul & Adams, 1996). Die subzellulare

Lokalisierung der C-terminalen FabM-GFP Fusion unter der Expression des naturlichen
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Promotors zeigt sich in einer starken zytoplasmatischen Hintergundrauschen, aber auch in
sich schnell und bidirektional bewegenden Vesikeln, die mit UncA™" teilweise kolokalisieren
(N. Grin, personliche Mitteilung). Daraus kann ein MT- abhangiger Transport der FabM-
markierten Vesikel, analog zu U. maydis, unter anderem auch an durch UncA™°" markierten
MT- Subpopulationen, gefolgert werden. BiFC- Untersuchungen mit UncA und FabM
resultierten in groRen Proteinansammlungen in der Nahe der Hyphenspitze (Abb. 25 A).
Somit scheint eine analoge mMRNA- Translokation durch UncA zur spezifischen Verteilung
von mRNA mittels Transport von mRNP assoziierten RNA- Bindeproteinen auch in
A. nidulans moglich.

Zum anderen wurde in weiteres RNA- Bindeprotein, AN0592, welches, ebenso wie
FabM, eine groRe Homologie zu dem S. cerevisiae Homolog Pab1 aufweist, 608
Aminosauren lang ist und zwei Rrm- Motive enthalt, in unserer Gruppe untersucht (Abb.
25 B). N-terminale GFP- Fusionen unter Expression des alcA Promotors zeigen endosomale
Strukturen, welche sich antero- und retrograd entlang der Hyphe bewegt haben (N. Grun,
personliche Mitteilung). Eine im Vergleich zu FabM etwas schwéachere Interaktion zwischen
UncA und Pab1 konnte mit Hilfe von BiFC- Untersuchungen visualisiert werden. Gerade am
Apex erschien das Signal am starksten (Abb. 25 B).

Diese Interaktion bestarkt erneut die Annahme, dass UncA somit auch fur den
Transport von mRNPs verantwortlich ist, welche wahrscheinlich indirekt an die Endosomen

gekoppelt kotransportiert werden.
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Abbildung 25: UncA transportiert mRNA. (A) FabM, ein Pab1- Homolog, enthalt vier Rrm-
Domaénen, ein coiled coil- Motiv, sowie eine C-terminale PolyA- Bindedomane. BiFC zwischen
UncA und FabM zeigt sich durch starke Ansammlungen an YFP- Signalen am Apex (Pfeil). (B)
Domaéanenstruktur von Pab1, ebenfalls einem S. cerevisiae Homolog von Pab1. Rrm ist eine
Domaéne, die bekanntlich das Binden einzelstrangiger RNA vermittelt. Eine Interaktion mit UncA
konnte mittels BiFC verifiziert werden. Es sind einzelne Vesikel zu erkennen, die an der
Hyphenspitze zum Teil akkumulieren (Pfeil). Der Mal3stab betragt jeweils 5 ym.

2.1.5. UncA kann auch uber Dynaktin den Transport von Endosomen
beeinflussen

Dynaktin, oder auch Dynein Aktivierungskomplex genannt, ist ein Multienzymkomplex mit
mehreren Untereinheiten, der unterschiedlichste Funktionen in der Zelle bewerkstelligt.

Dynaktin ist unter anderem fur die Funktionen des MT- Minus- Ende- gerichteten Motors

Dynein essentiell. Transportiert werden durch Dynein zum MT- Minusende hin Organellen,
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membrandse Vesikel, sowie frlihe Endosomen (Delcroix et al., 2003). Die Interaktion
zwischen Dynein und Dynakin erfolgt direkt Uber die Dynaktinkomponente p150 an der
intermediaren Kette des Dyneins (Vaughan & Vallee, 1995). P150 steigert zudem auch die
Dyneinaktivitdt (King & Schroer, 2000). Arp1 (actin-related protein 1), eine weitere
Komponente Dynaktins wiederum wurde als Mediator zwischen Dynein und dessen
membrandésen Organellen beschrieben (Holleran et al., 1996). Unlangst konnte jedoch in
A. nidulans gezeigt werden, dass eine Untereinheit Dynaktins, p25, fur die spezifische
Bindung Dyneins an Endosomen von entscheidender Bedeutung ist (Zhang et al., 2011). Es
wurde auch beschrieben, dass eine C-terminale Region des p150 in der Interaktion zwischen
Dynein und spaten Endosomen verwickelt ist (Johansson et al., 2007), es konnten aber auch
direkte Interaktionen zwischen Dynein und spaten Endosomen gezeigt werden (Cai et al.,
2010). Hiertber wird noch immer kontrovers diskutiert.

Da Dynaktin gerade flr die Kopplung von Dynein an frihe Endosomen in A. nidulans
notwendig ist (Zhang et al., 2011), wurde untersucht, ob auch eine direkte Verbindung zu
UncA besteht. Das A. nidulans p150 Homolog, NudM (AN6323), enthalt zwei coiled coil
Domaéanen, sowie ein CAP-Gly- Motif (cytoskeleton associated proteins) (Abb. 26 A). NudM
lokalisiert C-terminal markiert mit GFP in Komet- ahnlichen Strukturen an den MT-
Plusenden (Abb. 26 B), Ubereinstimmend mit der Lokalisierung, die in Zhang et al., 2011
beschrieben wurde. Eine Interaktion mit UncA konnte mittels BiFC bestatigt werden. Man
sieht sich schnell bewegende Vesikel, sehr dhnlich zu dem NudM-GFP Lokalisierung an den
MT- Plusenden (Abb. 26 C). Demnach kommen sich Dynaktin und UncA zumindest rdumlich
so nah, dass eine Interaktion im BiFC- System visualisiert werden kann. Es ist mdglich, dass
UncA hierbei an die Endosomen gekoppelt ist, die erst zu den MT- Plusenden und dann
durch Dynein/ Dynactin retrograd fir Recyclingprozesse transportiert werden. Ob tatsachlich

eine direkte Interaktion besteht, misste durch Co-IP oder Y2H- Analysen bestéatigt werden.

A [[B0] [ e | [Tee™] ] 1103as

nudM(p)::nudM::GFP

nudM::YFPC¢ & YFPN::uncA9%00bp

Abbildung 26: Dynaktin sitzt an MT- Plusenden und interagiert mit UncA. (A)
Domanenstruktur von NudM (p150 Homolog). (B) C-terminal mit GFP markiertes NudM ist
konzentriert an dem MT- Plusenden zu beobachten, wo sie sich Kometen- &hnlich zur
Hyphenspitze bewegen. (C) BiFC bestatigt eine direkte Interaktion zwischen UncA und
Dynaktin.

50



IV. ERGEBNISSE

2.2. Hefe- Zwei- Hybrid- Analyse identifiziert neue Interaktoren von UncA

Nach Bestatigen verschiedener UncA- Interaktoren mit Hilfe gezielter Interaktionsanalysen,
sollten mit dem im Folgenden beschrieben Y2H- Ansatz neue und bisher nicht im
Zusammenhang mit Kinesin-3 beschriebene Proteine, die mit UncA in Wechselwirkung
stehen, isoliert und identifiziert werden.

Zwei zusatzliche Fragestellungen sollten auf’erdem mit dieser Methode untersucht

werden: Zum einen ob UncA madglicherweise indirekt Uber MT- assoziierte Proteine an die
MT- Subpopulation und/ oder Uber Adaptorproteine an sein Transportgut/ Vesikel binden
kann und zum anderen welche Komponenten es transportiert.
Die Y2H- Analyse wurde mit der potentiellen MTB- Region und der PH- Doméane in der
Schwanzregion UncAs als Koder (bait) durchgefuhrt. Hierfir wurden die letzten beiden
Kilobasen des offenen Leserahmens von uncA, jeweils mit und ohne PH-Domane,
amplifiziert, in den Vektor pGBKT7 ligiert und in den S. cerevisiae Stamm AH109
transformiert (Abb. 27 A,B). Die korrekte Expression der beiden Kdderproteine wurde mittels
Western Blot bestatigt (Abb. 27 C). AnschlieRend wurden Konzentrationstests mit dem
Inhibitor ~ 3-Amino-1,2,4-Triazol  (3-AT)  durchgefihrt, um die basale his-3
Reportergenexpression, welche in beiden Stdammen, yCos4 und yCos5 auf SD- LW- Medium
beobachtet wurde, zu unterdriicken. Ab einer finalen Konzentration von 2 mM 3- AT konnte
kein Hintergrundwachstum mehr beobachtet werden, folglich wurde permanent mit 3-AT in
den Platten gearbeitet (Abb. 27 D).
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Abbildung 27: Charakterisierung der beiden Kéderstamme (baits) yCoS4 und yCoS5 zur
Vorbereitung der Y2H- Analyse. (A) Schematisierte Darstellung der in den Y2H- Analyse
eingesetzten Kdderproteine (UncA- Schwanz, inklusive der MTB- Region, mit und ohne PH-
Domane). (B) Vektorkarten der verwendeten kommerziellen Plasmide (Clontech) pGBKT7
(enthalt Gal4- Aktivierungsdomane, fusioniert zu den jeweiligen Koéderproteinen) und pGADT7
(enthalt Gal4- DNA- Bindedoméane und wurde fir diesen Screen zur N-terminalen Fusion der
A. nidulans cDNA Genbibliothek verwendet). (C) Western Blot Analyse bestatigt korrekte
Expression der beiden Kdderproteine (Pfeile). YC0oS5 exprimiert die letzten 660 Aminosauren
des UncA- Schwanzes (97kDa) und yCoS4 die gleiche Region, jedoch ohne die PH- Doméne
(82kDa), jeweils N-terminal fusioniert zur Gal4- Aktivierungsdomane. Die Detektion erfolgte mit
anti- c-myc Antikérpern. (D) 3- AT Konzentrationstests. Beide Stdmme zeigen eine basale his-3
Expression resultierend in Hintergrundwachstum auf SD- LW Selektionsplatten. Eine finale
Konzentration von 2mM 3-AT wurde in den Selektionsplatten verwendet. Als Positivkontrolle (+)
diente RecT-p53 und als Negativkontrolle (-) AH109 mit pGBKT7(0).
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Nach erfolgreichem Austesten der beiden Kodderstdmme wurde der eigentliche screen
durchgefihrt. Hierfir sind die beiden Stdmme jeweils mit einer cDNA Sammlung aus
A. nidulans (library), welche in den mit AH109 kompatiblen Stamm Y187 transformiert wurde,
gekreuzt worden. Die nach der Kreuzung auf SD- QDO wachsenden Kolonien, also
Kandidaten, welche potentiell mit dem Schwanz von UncA interagieren, wurden neu
Uberimpft und einem zusatzlichen - Galaktosidasetest unterzogen, um so gleich die starken
Interaktionen zu bevorzugen (Abb. 28 A). Die B-Galaktosidase ist eines der Reportergene,
die bei positiver Interaktion qualitativ exprimiert werden und das Substrat X- Gal (5- bromo-
4- chloro- 3- indolyl- B- D- Galaktopyranosid) spalten kann, was zu einer Blaufarbung der
Kolonien fuihrt. Bei erneutem Wachstum und positiven B- Galaktosidasetest wurden die
Klone auf das individuelle Gen des jeweiligen Klons getestet.

Die Analyse der jeweiligen Gene in den positiven Klonen erfolgte durch Isolierung des
Plasmids aus der Hefekolonie und anschlieRender Elektrotransformation dieser Plasmid-
DNA in E. coli zur Vervielfaltigung, da die DNA- Konzentrationen aus der Hefeisolierung
quantitativ nicht ausreichend fur die folgenden Analysen waren. Die aus den Klonen isolierte
Plasmid- DNA wurde dann einzeln mittels pGADT7 spezifischen Primern kommerziell
sequenziert (MWG, Ebersberg). Diese Sequenzen wurden dann unter Berlicksichtigung des
Leserasters in eine Aminosaurekette translatiert und diese anschlieRend in der Aspergillus-
Datenbank (www.aspergillusgenome.org) mit allen annotierten Proteinen verglichen. Zu
beachten ist hierbei, dass bei der Erstellung der Genbibliothek auch Klone entstehen
kénnen, die die DNA- Sequenz nicht im korrekten Leseraster exprimieren, deshalb werden
mit dieser Methode auch oft falsch- positive Klone selektiert.

Nach Abzug weiterer falschpositiver Proteine, die funktionell meist dem Metabolismus
(19) und Ribosomeinheiten (3) zuzuordnen waren, wurden von den urspringlich 60
getesteten Kolonien 15 verschiedene Proteine identifiziert, die interessant erschienen. Diese
wurden dann auf SD- QDO mit X- a- GAL getropft um so die Interaktionsstarke quantitativ zu
visualisieren. Alle der getesteten Klone haben mit dem Schwanzteil UncAs, der die PH-
Domane enthielt, deutlich starker interagiert (Abb. 28 B). Von allen getesteten Kolonien

wurden letztendlich acht Proteine naher analysiert (Tab. 3).
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Unc ASchwanz
mit PH

UncASchwanz
ohne PH

AN0865

.

SD-QDO + X-a-GAL

Abbildung 28: Visualisierung der

Interaktionsstiarke der in der UncA- Analyse

identifizierten Kandidaten. (A) Exemplarischer Auszug des (- Galaktosidasetests, der mit
allen nach dem Screen erneut angewachsenen Kolonien zur Seletkion der starker Interaktionen
durchgefiihrt wurde. (B) X- a- Gal Analyse zeigt quantitativ, dass die jeweiligen Proteine mit
dem Konstrukt, welches die PH- Domane enthielt (oben), deutlich starker interagieren als wenn
diese nicht mit exprimiert wurde (unten).

Tabelle 3: Ubersicht der im Hefe- Zwei- Hybridsystem isolierten Klone.

Nr. Accession Beschreibung Mégliche Domanen und Funktionen

32  AN8461 uncharakterisiertes Protein ~ unbekannte Funktion

34  AN2941 uncharakterisiertes Protein ~ unbekannte Funktion

57 AN1646 uncharakterisiertes Protein ~ Tetratricopeptid Wiederholung (TPR- Motiv)
(Proteininteraktionen)

76  ANO0865 uncharakterisiertes Protein ~ Methyltransferase der N2227 Familie (S. pombe
Ortholog SPBC1778.07)

91 AN11317  uncharakterisiertes Protein ~ Transmembrandomane, Cg Transkriptionsfaktor
(A. flavus), Phosphatidylinositol 3- und 4- Kinase
Familie (T. thermophila)

125 AN10190 uncharakterisiertes Protein  Smc- Domane (Chromosomensegregation ATPase
und Afg74- Domane (Autophagie- verwandte
Untereinheit 1)

151  AN6009 uncharakterisiertes Protein ~ WD40 Domane (Proteinbindung)

534 AN8179 uncharakterisiertes Protein  Hitzeschockbindeprotein (molekulares Chaperon)
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Die Charakterisierung der isolierten Proteine sah folgendermalen aus: Zur Lokalisierung in
A. nidulans wurden jeweils ungefahr 900 bp des offenen Leserasters oder im Falle von
kirzeren Genen die Halfte des annotierten offenen Leserasters, durch PCR amplifiziert und
Uber Ascl und Pacl Schnittstellen in das Plasmid pCMB17apx (alcA(p)::GFP::genX; pyr4)
ligiert, in A. nidulans transformiert und dann fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Durch die
Transformation der verkirzten Konstrukte sollte es nur bei homologer Rekombination in den
Lokus zu den korrekten GFP-Signalen kommen. Die Expression der N-terminal mit GFP
markierten Fusionsproteine steht unter der Kontrolle des alcA Promotors. Dieser wird mit
Threonin induziert, durch Glukose reprimiert und mit Glycerol dereprimiert.

Durch homologe Rekombination in den naturlichen Lokus des jeweiligen Gens kommt
es zur Expression eines verkiirzten und potentiell infunktionellen Proteins unter dem
naturlichen Promotor, wohingegen die GFP- Fusion mit der vollen Lange des Proteins
exprimiert wird, die wiederum mit Hilfe des alcA Promotors reguliert werden kann (Abb. 29).
Hierdurch wird ein einfaches und schnelles System verwendet, neue Gene erstmals zu
lokalisieren und gleichzeitig unter reprimierenden Bedingungen (Glukose) schon
untersuchen zu kénnen, ob die Deletion bzw. ein stark reduziertes Expressionslevel einen
Phanotyp verursacht. Fir Lokalisierungsstudien wurde ein moderates Expressionslevel
durch 2% Glycerin im Mikroskopiemedium gewahrleistet. Fur Proteinaufreinigungen konnte
die Expression mit Hilfe von Threonin stark induziert werden.

Die Transformanten dieser Methode wurden jeweils erneut auf Rasterplatten mit
Selektionsmedium Uberimpft und anschlieRend mikroskopisch untersucht. Eine homologe
Integrationsrate von bis zu 80% wurde im Durchschnitt erreicht. Bei intensiveren Analysen
sollten dann PCRs durchgefuhrt werden, um die homologe Integration der Konstrukte in den

Lokus zweifelsfrei zu verifizieren.

i GenX r

WT

Homologe Rekombination X X

Transformante

Abbildung 29: Schematische Darstellung der homologen Integration des Plasmids
pPCMB17apx in den Lokus des N-terminal mit GFP zu markierenden Proteins X. Details
siehe Text.
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Wahrend die meisten Proteine eine gleichmalige Verteilung im Zytoplasma zeigten,
lokalisierte das unbekannte Protein AN2941 in Form von Vesikeln, die sich sowohl im
Zytoplasma als auch im Kern bewegten. (Abb. 30 A, Pfeile, Film 5 a, b). Das bisher
unbeschiebene Protein AN2941 wurde daraufhin als McnA (movement in cytoplasm and
nucleus) bezeichnet. Da sich McnA in Form von Vesikeln bewegt, stellt es einen guten
Kandidaten flir eine mdgliche UncA- Interaktion dar. Bioinformatische Analysen des 445
Aminosduren langen Kandidaten ergaben weder Treffer in Sequenzvergleichen mit anderen
filamentdsen Pilze oder héherern Eukaryoten, noch konnten bekannte Domanen identifiziert
werden, die einen Hinweis auf die Funktion von McnA geben kdénnten.

Ein weiterer untersuchter Kandidat, AN11317, besteht aus lediglich 76 Aminosauren
und enthadlt eine Transmembrandoméane. Sequenzabgleiche mit AN11317 ergaben keine
direkten Treffer, aber ein Grofteil ist sehr homolog zu einem Teil eines putativen Cg
Transkriptionsfaktor aus A. flavus, der selbst 685 As lang ist. Das Protein lokalisiert mit GFP
fusioniert jedoch nicht im Kern, sondern schwach entlang filamentdser Struktur im
Zytoplasma (Abb. 30 F), was auf eine andere Funktion als Genregulation hindeutet. Das

Protein wurde daraufhin als WafA (weak association to filaments) bezeichnet.

alcA(p)::GFP::AN1646°3b»

Abbildung 30: Lokalisierungsstudien der in der Y2H- Analyse identifizierten Kandidaten
in A. nidulans. Die N-terminal mit GFP fusionierten Proteine unbekannter Funktion stehen
jeweils unter der Kontrolle des mit Glycerin dereprimierten Promotors alcA. (A) GFP-McnA zeigt
kleine sich sehr schnell bewegende Vesikel im Zytoplasma (Pfeile), aber auch in den Kernen
selbst (Sterne). (B) GFP-AN10190, sowie (C) GFP-AN6009, (D) GFP-AN0865 und (E) GFP-
AN1646 lokalisieren mehr oder weniger homogen verteilt im Zytoplasma. (F) das
Fusionsprotein GFP-WafA zeigt ein generell sehr schwaches Signal, welches sich filamentartig
in der Hyphe erstreckt. Der MalRstab betragt jeweils 5 pm.
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Jedoch konnte leider keine in vivo Interaktion der beschriebenen Kandidaten durch BiFC mit
UncA- Schwanz in A. nidulans bestatigt werden. Von den beiden interessantesten
Kandidaten, McnA und WafA, wurden Deletionen mit Hilfe von den bei der FGSC
erhaltlichen pyr4 Deletionskassetten erstellt (Abb. 31 A). AmcnA zeigt keinen
offensichtlichen Phanotyp, der durch die Deletion hervorgerufen wurde, wohingegen die
Deletion von wafA zu sehr kompaktem Wachstum und verringerter Sporulation fiihrt (Abb.
31 B,C). Die Deletionen wurden mittels Southern Blots bestatigt (Abb. 31 D). Eine
anschlieBende Lokalisierung von GFP-UncA™ in den beiden Deletionsstammen zeigte keine
Veranderung der Spezifitat fir eine MT- Subpopulation. Demnach wird die Praferenz von
UncA fur die MT- Subpopulation sehr wahrscheinlich nicht durch einzelne Komponenten des
Transportguts bestimmt. Auch ist fraglich, inwieweit die im Y2H- System identifizierten
Kandidaten tatsachlich Interaktoren UncAs darstellen, wenn eine Interaktion nicht durch

BiFC bestatigt werden konnte.

A LB ORF RB
Sonde  Sonde Sonde

gen X

Homologe Rekombination

B
10000 bp
6000 bp
4000 bp
b o 13000 bp
C

RB- Sonde (Xhol verdaute gDNA)
WT - 4325bp
AmcnA - 5211bp

Abbildung 31: Schema zur Generierung der beiden A. nidulans Deletionsmutanten mcnA
(AN2941) und wafA (AN11317) und deren Phanotyp auf Kolonieebene. (A) Schematische
Darstellung der homologen Rekombination der pyr4- Deletionskassette (von FGSC erhalten) in
den Genort des zu deletierenden Gens. (B) Wachstumsvergleich der mcnA Deletion zum
Wildtyp. Es ist kein offensichtlicher Phanotyp zu beobachten. (C) Waschstumsvergleich der
wafA Deletion zeigt deutlich verlangsamtes Wachstum der Mutante als der Wildtyp. (D) Von
allen in dieser Arbeit beschriebenen Deletionen wurden Southern Blots durchgefiihrt. Hier
exemplarisch von AmcnA dargestellt. Die gDNA wurde mit Xhol verdaut und mit einer RB-
Sonde hybridisiert.
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2.3. Versuch der Isolierung von UncA- markierten Vesikeln mittels

Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Da es gute Hinweise dafur gibt, dass Kinesin-3 Endosomen transportiert, der Inhalt dieser
jedoch groRtenteils unbekannt ist, war es ein Ziel dieser Arbeit, zum einen weitere
Interaktoren zu identifizieren, die das Binden des Transportguts an das Motorprotein
vermitteln, was mit dem Y2H- Ansatz versucht wurde. Zum anderen aber naturlich auch die
Komposition der Vesikel selbst, die von UncA transportiert werden, denn bisher wurde
diesbezuglich nichts beschrieben. Daher wurde eine Anreicherung der Endsosomen/
Vesikel, die UncA zum Transport bindet, durch Saccharose- Dichtegradientenzentrifugation
(SDGZ) und Fraktionierung im Rahmen der DFG Research Unit 1334 in CICESE, Ensenada,
Mexiko, versucht. In dieser Kolaboration habe ich in meinem 4 monatigen Aufenthalt in dem
Labor von Dr. M. Riquelme-Pérez das SDGZ- Protokoll flr A. nidulans etabliert.

Hierfir wurde ein Gesamtproteinextrakt durch Zellaufschluss einer 24 Stunden lang
gewachsenen, mit Threonin induzierten Kultur des Stammes SNZ2, welcher GFP-UncA
durch den alcA Promotor Uberexprimieren kann, isoliert und auf einen Saccharosegradienten
(10- 65%) aufgetragen. Dies wurde dann vier Stunden lang gekunhlt bei 50.000 rpm in einer
Ultrazentrifuge zentrifugiert um so den A. nidulans Gesamtproteinextrakt der Dichte nach

aufzutrennen und anschlieflend zu fraktionieren (Abb. 32).

A. nidulans Gesamtproteinextrakt
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte einer SDGZ und
anschlieBender Fraktionierung. Modifiziert nach http://www.mun.ca/biology/scarr/Gr10-
23.html.

Nach diesem Prozedere wurden die Dichten der einzelnen Fraktionen mit Hilfe eines
Refraktometers bestimmt, um zu bestatigen, dass der Saccharosegradient wahrend der
Ultrazentrifugation aufrechterhalten wurde oder durch den Prozess der Fraktionierung nicht
zerstort wurde (Abb. 33). In allen durchgefiihrten Analysen wurde der Gradient nicht

beeintrachtigt.
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Um eine Quantifizierung der GFP-UncA Konzentration in den einzelnen Fraktionen
mittels Western Blots durchfiihren zu kénnen, ist es notwenig, die Proteinkonzentrationen
der Fraktionen zu messen und fir die folgenden Analysen anzugleichen, um vergleichbare
Ergebnisse zu produzieren. Die Quantifizierung der Proteine erfolgte mittels Bradford
Analysen, wobei photometrisch das Komplexieren des Farbstoffes Coomassie- Brilliant- Blau
G-250 mit den Proteinen erfasst wird. Als Referenz wurde eine Standartkurve mit BSA
herangezogen. Die Fraktionen zeigten zwar untereinander deutlich unterschiedliche
Konzentrationen (von 0,6 bis 1,9 mg/ml), jedoch war das Muster der Verteilung der
Proteinkonzentrationen selbst in den verschiedenen Durchflihrungen reproduzierbar (Abb.
34 A).
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1,42

1.4
1,38 -
1,36
1.34
1,32 1
1,3

Dichte

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fraktion

Dichte der Fraktionen (GFP-UncA ll)
1,44
1,42
1,4
1,38
1,36
1,34
1,32
1,3

Dichte

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Fraktion

Abbildung 33: Dichtemessung der einzelnen Fraktionen zweier unabhangiger
Durchfiihrungen (GFP-UncA | und IlI) mit Hilfe eines Refraktometers. Bei beiden Ansatzen
ist zu sehen, dass der Gradient auch nach der Ultrazentrifugation und Fraktionierung erhalten
blieb.
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Abbildung 34: Quantifizierung der Proteinkonzentrationen der Fraktionierung zweier
unabhangiger Ansitze (GFP-UncA | und IlI) und exemplarische SDS- PAGE mit angeglichenen
Proteinmengen der Fraktionen. (A) Quantifizierung der Proteinkonzentration der Fraktionen mittels
Bradford Analyse in mg/ml. (B) Coomassie Farung der SDS- PAGE (UncA 1), die Taschen wurden mit

jeweils 25 pg Protein der einzelnen Fraktionen beladen. Es sind unterschiedliche Banden in den
Fraktionen mit hoher und niedriger Dichte zu erkennen.

Von jeder Fraktion wurden jeweils 25 ug Protein in die Taschen des 7 %igen SDS- Gels
geladen und mittels einer SDS- PAGE der Gré3e nach aufgetrennt. Abbildung 8B zeigt ein
solches Gel, was anschliefend mit Coomassie gefarbt wurde (Abb. 34 B). Man erkennt,
dass generell in Fraktionen niedriger Dichte (1- 8) andere Proteinmuster zu sehen sind, als in
denen hdherer Dichte (13- 19).

Nach der SDS- PAGE wurde dann ein Western Blot mit anti- GFP Antikérpern
durchgeflhrt. Zu beobachten ist, dass GFP-UncA Signale zwar in allen Fraktionen zu
erkennen sind, jedoch eine leichte Erhoéhung in den Fraktionen 5-7 und 17-18
wahrzunehmen ist (Abb. 35 A, Sterne).
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Abbildung 35: Western Blot zur quantitativen Analyse der GFP-UncA Konzentration
(206 kDa, Pfeile) in zwei unabhédngigen Fraktionierungsanalysen. (A) Fraktionierung GFP-
UncA | zeigt zwei Maxima in den Fraktionen 5- 7 und 17- 18, jedoch ist auch in den Ubrigen
Fraktionen ein basales Level an detektiertem UncA zu sehen. (B) Fraktionierung GFP-UncA I
zeigt kein Maximum bei niedrigeren Dichten, was aber wahrscheinlich auf einen schlecht
entwickelten Blot zuriickzuflihren ist. Eine Spitze des UncA- Levels ist auch hier bei den
Fraktionen 17- 19 zu sehen. Die Blot- Detektion erfolgte mit anti-GFP Primarantikérpern
(1:1000) und anti- Maus HRP- Konjugat gekoppelten Sekundarantikdrpern (1:3000). Die
Belichtung der Membranen war fir alle Fraktionen des jeweiligen Ansatzes identisch. Es
wurden jeweils ca. 25 ug Protein geladen.

Von den Fraktionen, die das starkste UncA- Signal aufwiesen (Abb. 35 A, Sterne), wurden
die Proteine anschlieRend mittels LC-ESI-MS/MS-Analysen identifiziert. Als vergleichende
Kontrolle, um Endosomen in den Fraktionen sicher zu ermitteln, wurde eine Fraktionierung
mit dem Endosomenmarker TIgB durchgefiihrt (Zekert & Fischer, 2009). Hierfir wurde mit
dem Stamm SNZ68 (alcA::GFP::tigB) analog zu den GFP-UncA Fraktionierungen verfahren
und dann im Western Blot mit anti- GFP Antikdrpern detektiert (Abb. 36). Auch hier war zu
sehen, dass die Endosomen, markiert durch GFP-TIgB, nicht in bestimmten Fraktionen
akkumulieren, sondern prinzipiell in allen Fraktionen héherer Dichte prasent sind. Demnach
ist eine gezielte Anreicherung von Endosomen mit dieser Methode durch die Heterogenitat

der Vesikel kaum mdglich.
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Fraktionierung GFP-TigB
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Abbildung 36: Western Blot zur Quantifizierung der Fraktionierung des GFP-TIigB
exprimierenden Stammes SNZ68 (69,5 kDa, Pfeil). Auch hier ist ein kleines Maximum in
niedrigen (5-8) und nahezu in allen Fraktionen héherer Dichte (12-19) zu beobachten. Fraktion
18 (Stern) wurde als Kontrolle mittels LC-ESI-MS/MS naher untersucht. Die Blot- Detektion
erfolgte mit anti-GFP Primarantikdrpern (1:1000) und anti- Maus HRP- Konjugat gekoppelten
Sekundarantikdérpern (1:3000) und mit identischer Belichtungszeit. Es wurden jeweils 28,5 ug
Protein geladen.

Wie oben schon erwahnt, wurden zum einen die Fraktionen 5- 7 und 16- 18 der

Fraktionierung GFP-UncA |,

zum andern als Kontrolle Fraktion 18 der GFP-TIgB

Fraktionierung (Abb. 36, Stern) zur kommerziellen LC-ESI-MS/MS-Analysen gesendet

(Toplab, Martinsried) um einzelne Proteine identifizieren zu kénnen. Abbildung 30 gibt einen

schematischen Uberblick (iber die Einteilung der ermittelten Proteine in funktionelle Bereiche

(Abb. 37).
A GFP- UncA Fraktionen 5-7 B  GFP- UncA Fraktionen 16-18
“Metabolismus
: 5 « Metabolismus = & Energie
" Ribosom " Ribosom
Translation Translation
“ Mitochondrier
andere
andere
o GFP- TIgB Fraktion 18
“Metabolismus
& Energie
“ Ribosom
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Abbildung 37: Schematische Zusammenfassung der mittels LC-ESI-MS/MS-Analysen
identifizierten Proteine in funktionelle Gruppen. (A) Fraktionen niedriger Dichte der GFP-
UncA | Analyse kofraktioniert vorrangig mit Proteinen, welche in metabolische Prozesse
involviert sind. (B) GFP-UncA kofraktioniert in hdheren Dichten hauptsachlich mit ribosomalen
Komponenten und Metabolismus- und Energie korrespondierenden Proteinen. (C) Die GFP-
TIigB Fraktion 18 des Endosomenmarkers zeigt eine sehr ahnliche Verteilung wie in den
dichtereichen Fraktionen UncAs.
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Die UncA Fraktionen 5- 7 (mit geringer Dichte) bestanden fast ausschlieRlich aus
metabolischen Enzymen und eine Korrelation zu einer UncA- Assoziation konnte hier in
keinem Fall erkannt werden (Abb. 37 A). Divergent zu den Isolaten niedriger Dichte, stellte
sich jedoch die Zusammensetzung der Kandidaten, welche sowohl in der TIgB- als auch der
UncA- Fraktionierung aus den hoheren Dichtefraktionen isoliert wurden, als sehr ahnlich
heraus (Abb. 37 B, C). Hier konnte jeweils ein GroRteil der Kandidaten Ribosomalen
Komponenten zugeordnet werden, wovon jedoch kein Kandidat, beziehungsweise dessen
Ortholog in anderen Organismen, tatsachlich prognostiziert in Vesikeln lokalisiert oder an
Transportvorgangen involviert ist und insofern nicht fir eine konkrete Assoziation fur UncA in
Frage kame. Weiterhin wurden auch einige Proteine dem Metabolismus und Energiehaushalt
zugeordnet. Aber auch hier gilt, wie auch fir die restlichen identifizieren kofraktionierten
Proteine, dass es keine offensichtliche Verbindung zu einem UncA korrelierten Transport
gabe. Konkludierend, dass diese Methode nicht als adaquat erachtet werden kann,
Endosomen anzureichern oder Kinesin- assoziierte Vesikel zu isolieren. Die Tatsache, dass
die Endosomen in unterschiedlichen Dichten zu finden sind, kénnte bedeuten, dass man
durch SDGZ keine Anreicherung, wie es vorher fur Chitosomen gezeigt wurde (Verdin et al.,

2009), erreichen kann.
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Kapitel Il

Charakterisierung von N. crassa Nkin2

Ob die MT- Modifikation eine allgemeine Charakteristik auch in anderen Pilzen darstellt,
wurde im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich das N. crassa Kinesin-3 Homolog von UncA,
Nkin2, naher untersucht. In friheren Jahren wurde berichtet, dass NKin2 in die
mitochondriale Verteilung involviert ist (Fuchs & Westermann, 2005). Demgegenuber
gewabhrleisten Kinesin-3 Motoren in A. nidulans und U. maydis den endosomalen Transport
(Zekert & Fischer, 2009; Wedlich-Séldner et al., 2002). AuRerdem ist auch schon lange
bekannt, dass die Kinesin-3 Motoren in héheren Eukaryoten den Transport von synaptischen
Vesikeln gewahrleisten (Hall & Hedgehock, 1991). Ob der Transport der Mitochondrien durch
Nkin2 auch entlang einer MT- Subpopulation erfolgt, ist nicht bekannt. Fuchs und
Westermann zeigten biochemisch mit Zellfraktionierungen, dass Nkin2 mit Mitochondrien
assoziiert ist und die nkin2 Deletion Mitochondrienmotilitatsdefekte aufweist. Ein Ziel dieser
Arbeit war es zu untersuchen, ob Nkin2 neben dem mitochondrialen Transport auch abin der
Bewegung von Endosomen beteiligt ist, wie es auch fir A. nidulans und U. maydis
beschrieben wurde.

Weiterhin wurden auch zwei weitere Kinesine, Nkin und Nkin3, untersucht. Abbildung
38 zeigt schematisch die hohe Homologie der Domanenstruktur der jeweiligen Kinesine in
A. nidulans, N. crassa und U. maydis (Abb. 38).

A uncA [ motor |__l;u MTB | PH

Nkinz [T moror | I 1T [ ew ]
kin-3 [ wmotor | ] [] [PH]

B unce [ [ woror ].]]

Nkin3 || mOTOR Ll |

C «kina |

| e N 00 |

Abbildung 38: Schematische Darstellung der Proteindomanen der Kinesin 1 und 3
Orthologe in A. nidulans, N. crassa und U. maydis. (A,B) Kinesin-3 Orthologe aus
A. nidulans (UncA, UncB), N. crassa (Nkin2 - 60% Homolgie zu UncA, Nkin3 - 56% Homologie
zu UncB) und U. maydis (Kin-3 - 48% Homologie zu UncA). Ein UncB Homolog in U. maydis
konnte nicht identifiziert werden. (C) Kinesin-1 Orthologe aus A. nidulans (KinA), N. crassa
(Nkin) und U. maydis (Kin-1).
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3.1. Nkin2 lokalisiert in Vesikeln von N. crassa

Kinesin-3, Nkin2 (NCU06733), wurde analog zu den A. nidulans Lokalisierungen N-terminal
mit GFP und auch mCherry mit Hilfe der beiden Vektoren ccg-1(p)::GFP und pJV16 markiert
und mittels homologer Rekombination gezielt in den his-3 Lokus des Stammes FGSC#9717
transformiert. Der Stamm FGSC#9717 tragt neben der Histidinauxotrophie (his-3), zur
Erh6hung der homologen Rekombinationsrate auch die mus-571 Deletion (Aku70). Die
Expression der Fusionsproteine wurde hier jeweils unter dem lichtinduzierbaren ccg-1
Promotor reguliert. Positive Transformanten wurden mikroskopisch kontrolliert und selektiert.

Bei Untersuchungen der subzellularen Lokalisierung von Proteinen in N. crassa ist zu
beachten, dass die zahlreichen, bereits in der Einleitung erwahnten, verschiedenen
Hyphenarten zum einen unterschiedlichen Entwicklungsstadien entsprechen und zum
anderen auch unterschiedliche Funktionen in der Koloniestruktur einnehmen. Da deswegen
eine Generalisierung als "Hyphe" nicht adaquat erscheint, wurde im Folgenden zwischen
den schnell wachsenden Primarhyphen an der Peripherie (leading hyphae), Verzweigungen
dieser (branches) und jungen Keimlingen (germlings) differenziert.

Mcherry-Nkin2 lokalisiert, sehr ahnlich zu UncA in A. nidulans, in Verzweigungen der
Primarhyphen, als kleine Punkte, die sich antero- und retrograd bewegen und oftmals an der
Hyphenspitze akkumulieren (NCoS4) (Abb. 39 A, Film 6 a). Solche Akkumulationen sind
jedoch in den extrem schnell wachsenden Primarhyphen nicht zu finden, wo die einzelnen
Punkte schwerer zu erkennen und durch den starken Zytoplasmastrom dieser extrem schnell
wachsenden Hyphen schwerer zu verfolgen sind (Abb. 39 B, Film 6 b). In Konidien konnten
motile Vesikel beobachtet werden, wohingegen junge Keimlinge oftmals keine oder nur sehr
schwache Signale aufwiesen.

Um zu ermitteln, ob es sich bei den durch GFP-Nkin2 markierten Vesikeln um
Endosomen handelt, wurde eine Kolokalisierung mit FM4-64 durchgefihrt. Aufgrund deren
enormen Geschwindigkeit in den Primarhyphen gestaltete sich die Kolokalisierung als
schwierig heraus, jedoch ist die Bewegung der Endosomen etwas distal der Hyphenspitze
primarer Hyphen etwas verlangsamt und die Kolokalisierung mit FM4-64 erschien sehr
deutlich und zweifelsfrei (Abb. 39 C, Pfeile).
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Abbildung 39: Fluoreszenzmikroskopische Analyse zeigt antero- und retrograde Motilitat
von Nkin2 und eine Kolokalisierung mit Endosomen. (A) mcherry-Nkin2 Iokalisiert in
Verzweigungen der Primarhyphen als kleine sich bewegende Vesikel, die zum Teil an der
Hyphenspitze akkumulieren (NCoS2). Ein Kymograph zeigt die Bewegung eines
exemplarischen Vesikels auf Raum und Zeit zusammengefasst. Mafistab 5um. (B)
Primarhyphen zeigen deutlich mehr Vesikel, die sich aufgrund des zytoplasmatischen Stroms
zusatzlich noch schneller bewegen, jedoch nicht an der Hyphenspitze akkumulieren. Die
Vesikel bewegten sich so schnell, dass diese in den Aufnahmen durch die Belichtungszeit
oftmals verschwommen sind (Vergrofterung) (NCoS4). MaRstab oben 10um und unten 5um.
(C) Kolokalisierung (Pfeile) von GFP-Nkin2 und FM4-64 in einem distalen Teil einer
Primarhyphe. Mal3stab 5um.

3.2. Nkin2"9°" bevorzugt eine MT- Subpopulation

Um auch in N. crassa eine moégliche Spezifitdt fir MT- Subpopulationen zu untersuchen,
wurde auch hier mittels punktgerichteter Mutagenese die rigor Mutation in nkinZ2 insertiert
und dies anschlieRend subzelluldr lokalisiert. Interessant war, dass auch Nkin2"%" (NCoS3)
spezifisch entlang von MT- Subpopulationen zu beobachten ist, dies jedoch abh&ngig vom
Entwicklungsstadium ist. In Arthrosporen und Konidien bindet GFP-Nkin2™*" an mehrere MT,
wohingegen es schon in jungen Keimlingen spezifisch mit lediglich einem MT- Blndel
assoziiert (Abb. 40).
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nkin2riger

ccg-1::GFP::nkin2ris°r

ccg-1::GFP::nkin2ria°r

ccg-1::GFP::nkin2rig°r ccg-1::GFP::nkin2rigor

Abbildung 40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen eine entwicklungs-
spezifische MT- Spezifitit des GFP-Nkin2"°°" Fusionsproteins in N. crassa. (A) In
Arthrosporen (links) und Konidien (rechts) bindet Nkin2"%" mehrere MT, MaRstab 5um. (B)
Bereits in jungen Keimlingen ist eine Bevorzugung eines MT- Biindels deutlich. Mastab links
10 pm, rechts 5 ym. (C) MT- Spezifitdt von Nkin2" ist in apikalen Verzweigungen der
Primarhyphen entlang an kortikalen (Pfeilspitze) und starren MT, die die Hyphe durchqueren
(Stern) sehr auffallig und strukturell sehr unterschiedlich zu Keimlingen und Verzweigungen.
Mafstab 10um.

Auffallend ist, dass an apikalen Verzweigungen der Primarhyphen an der Kolonieperipherie
kortikal entlang der Zellwand prominent spezifisch einzelne MT- Biindel gebunden werden
(Abb. 40 C, Pfeil). Oft wurden auch einzelne MT- Subpoluationen markiert, die
Verzweigungspunkte der primaren Hyphen sehr starr durchqueren (Abb. 40 C,Stern). Diese
sind jedoch nicht mit den langen, einzelnen MT, die die Verzweigungen primarer Hyphen

langlich durchqueren, vergleichbar (Abb. 41 A,B). Entlang dieser Abzweigungen werden ein
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oder zwei Bundel an MT eher in der Mitte der Hyphe bevorzugt, was in den Primarhyphen
selbst nicht so auffalig zu erkennen ist, da dort, abgesehen von den apikalen
Verzweigungspunkten oftmals eher unspezifisch mehrere kirzere MT Stucke gebunden
werden (Abb. 41 B, Pfeile). Durch Kolokalisierung mit B-Tubulin-GFP konnte bestatigt
werden, dass das MT- Zytoskelett in den mikroskopierten Hyphen tatsachlich intakt ist.

Diese Beobachtungen zeigen demnach, dass sowohl ein entwicklungspezifischer
Unterschied in der Nkin2 Funktion vorliegen koénnte, da in Konidien und Arthrosporen
keinerlei Bevorzugung fur einzelne MT Blndel beobachtet werden konnte; zum anderen aber
auch, dass die Lokalisierung deutlich zwischen Primar- und den abzweigenden Hyphen
variiert, was auf unterschiedliche Funktionen in unterschiedlichen Hyphenarten des Kinesins

hindeutet.

ccg-1::mcherry::nkin2rigor

B-Tub::GFP ccg-1::mcherry::nkin2rig°cr

B-Tub::GFP

rigor

Abbildung 41: Kolokalisierung mcherry-Nkin2 mit dem MT- Zytoskelelett, welches
durch eine B-Tubulin- GFP Fusion visualisiert wird. (A) MT- Spezifitdt durch mcherry-
Nkin2"%" (NCoS1) entlang korikaler MT an apikalen Verzweigungen der Primarhyphen,
restliches MT- Netzwerk (B-Tubulin-GFP, N2425) ist vollkommen normal und scheint keine
Beeintrachtigung durch die kinstliche permanente Bindung des Nkin2"%" aufzuweisen. (B)
Direkter Vergleich zwischen einer Primarhyphe (links) und einer Verzweigung (rechts) zeigt
deutlich, dass die Spezifitdt in den Verzweigungen deutlich starker ausgepragt ist, als in
Primarhyphen, in denen nur kurze MT- Stiicke durch das Kinesin gebunden werden (Pfeile).
MaRstab jeweils 10 um.
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3.3. Andere Kinesine, wie Nkin3 und Nkin, zeigen keine MT- Praferenz

Ob auch andere Kinesine mdglicherweise eine vergleichbare MT- Praferenz wie Nkin2
aufweisen, wurde in Foolgenden untersucht. Dazu wurden die vollstdndigen offenen
Leseraster zweier weiterer Kinesine, Nkin und Nkin3 (Abb. 38 B, C), N-terminal mit GFP
markiert unter der Expressionkontrolle des ccg-1 Promotors stehend in N. crassa
transformiert und analysiert. Das konventionelle Kinesin, Nkin (Kinesin-1, NCUQ09730),
lokalisiert, wie auch sein A. nidulans Ortholog KinA, im Zytoplasma (NCoS5), unabhangig
der Hyphenart und deren Entwicklungsstandes. Nach Einbringen der rigor Mutation erkennt
man ausschliellich an den Hyphenspitzen eine Vielzahl gebundener MT, aber eindeutig
keine Spezifitdt (NCoS6) (Abb. 42 A, B).

Auch Nkin3 (NCUO03715), das uncB Homolog, lokalisiert sowohl mit als auch ohne
rigor Mutation im Zytoplasma und akkumuliert zuweilen schwach in Vakuolen- dhnlichen
Strukturen (Abb. 42 C, D).

ccg-1::GFP::nkin ccg-1::GFP::nkin"g°r

Abbildung 42: Andere Kinesine N.crassas weisen keine Spezifitit fiir MT-
Subpopulationen auf. (A) GFP-Nkin lokalisiert im Zytoplasma und zeigt keine Assoziation zu
Vesikeln (NCoS5). (B) GFP-Nkin"" bindet mehrere MT an der Hyphenspitze von Primarhyphen
(C,D) GFP-Nkin3 lokalisiert mit (NCoS11) und ohne rigor Mutation (NCoS10) im Zytoplasma
und hat keine vergleichbare hohe Affinitdt zu den MT selbst wie die beiden anderen NKin und
Nkin2. Mafstab jeweils 10 pm.

Heterologe Genexpressionsversuche zwischen A. nidulans, U. maydis und N. crassa wurden
angestrengt, um zu untersuchen, ob beispielsweise A. nidulans UncA™ auch in N. crassa
die gleiche MT- Subpopulation wie Nkin2"" praferiert und somit die Spezifititserkennung
beider Kinesine jeweils auch im anderen Organismus funktionell ist. Hierfur wurde die
Expression von GFP-UncA" (A. nidulans cDNA Sequenz) und GFP-KinA"°'85L8 unter der
Kontrolle des ccg-1 Promotors durch gezielte Rekombination in den his-3 Lokus in N. crassa
transformiert und analysiert. Die jeweiligen Transformanten zeigten jedoch keine

Lokalisierung entlang von MT, sondern lediglich ein basales Rauschen im Zytoplasma.
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Demnach ist die Expression von A. nidulans Proteinen in N. crassa trotz ahnlicher
Sequenzen in diesen Fallen nicht méglich. Auch die Expression des U. maydis Kinesin-3,
Kin-3, in A. nidulans zeigte kein Signal in den Hyphen. Somit ist gegenseitiges
Komplementieren von Deletionen mit artfremden Gensequenzen zumindest mit den

genannten Beispielen nicht empfehlenswert.
3.4. Etablierung eines Endosomenmarkers in N. crassa

Um erstmals zu untersuchen, ob Nkin2 neben der Mitochondrienbewegung (Fuchs &
Westermann, 2005) zusatzlich auch tatsachlich in der Endosomenverteilung involviert ist,
was naheliegt, da in dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, dass Nkin2 mit Vesikeln
kolokalisiert, welche durch FM4-64 gefarbt wurden (Abb. 39 C), wurde ein
Endosomenmarker fiur N. crassa etabliert. Hierfir wurde das S. cerevisiae Homolog der
Rab5 ahnlichen GTPase, Ypt52, welche ein verbreiteter und akzeptierter Marker fir
Endosomen auch in anderen Modellorganismen darstellt und gerade in Ascomyceten stark
konsveriert ist (Abb. 43 A), im Genom N. crassas ermittelt (NCU06410), mit GFP markiert
und in den Wildtyp FGSC#9717 Uber his-3 Rekombination integriert und lokalisiert (NCoS7).

GFP-Ypt52 lokalisiert unter der Kontrolle des ccg-1 Promotors in kleinen sich sehr
schnell antero- als auch retrograd bewegenden Vesikeln. Gerade in Keimlingen und jungen
Hyphen kann man einzelne Vesikel leicht verfolgen (Abb. 43 B,C, Film 7). In Primarhyphen
ist die Anzahl der Vesikel deutlich erhéht und die Geschwindigkeit durch den
zytoplasmatischen Flul® noch héher, jedoch sind die einzelnen Signale auch hier noch zu
differenzieren (Abb. 43 D).

Ob das Rab5- Homolog Ypt52 tatsachlich Endosomen markiert, wurde untersucht,
indem eine Kolokalisierung mit dem membranbindenden Farbstoff FM4-64, der Uber
Endozytose internalisiert wird, durchgefihrt wurde. Es ist auffallend, dass nahezu alle von
FM4-64 markierten Endosomen auch ein GFP-Ypt52 Signal aufweisen (Abb. 44, Pfeile),
jedoch wiederum nicht alle mit GFP-Ypt52 gebundenen Vesikel auch durch FM4-64 gefarbt
wurden (Abb. 44, Stern), was darauf hindeutet, dass es sich eventuell bei den GFP

markierten Vesikel nicht ausschlieRlich um Endosomen handeln konnte.
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Abbildung 43: Rab/ Ypt- Stammbaum und fluoreszenzmikroskopische Analyse von GFP-
Ypt52 markierten Vesikeln in N. crassa. (A) Stammbaum verschiedener Rab/Ypt Homologe
mit dem Programm Geneious (Maximum likelihood), Mal3stab entspricht dem Austausch einer
AS durch eine andere. (B) Zeitraffer visualisiert antero- und retrograde Bewegung von GFP-
Ypt52 markierten Vesikeln in einer jungen Hyphe (NCoS7). (C) GFP-Ypt-52 in einer jungen
Hyphe (D) Primarhyphen zeigen jedoch im Vergleich dazu deutlich hdhere Geschwindigkeiten
und erhohte Anzahl der GFP-Ypt-52 markierten Vesikeln selbst. Maf3stab entspricht 10um.
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Abbildung 44: GFP-Ypt52 kolokalisiert mit
durch FM4-64 gefarbten Endosomen (Pfeile)
in einer jungen Hyphe. Es gibt jedoch auch
einzelne GFP-Ypt-52 markierte Vesikel, die
nicht mit FM4-64 Kkolokalisieren (Stern).
MaRstab 5um.

Kolokalisierungsexperimente sollten klaren, ob der Transport, der durch Ypt52 markierten
Endosomen durch Nkin2 bewerkstelligt wird. Dafur wurden Hyphenfusionen mit den beiden
mcherry-Nkin2™*" und GFP-Ypt52 exprimierenden Stdmmen durchgefiihrt. Es war
erstaunlich, wie stark die Bindung der Endosomen an das Kinesin in den koexprimierenden
Hyphen erschien, da die im Wildtyp normalerweise hoch beweglichen GFP-Ypt52 markierten
Vesikel nun formlich an die MT klebten, wie auch das rigor mutierte Kinesin-3 und keine

Bewegung mehr aufwiesen (Abb. 45).

A
ccg-1::GFP::ypt52

ccg-1::GFP::ypt52

ccg-1::mcherry::nkin2rigor ccg-1::mcherry::nkin2rig°"

Abbildung 45: GFP-Ypt52 wird durch mcherry-Nkin2"%*" so fest gebunden, dass diese
starr an MT binden. (A) Kolokalisierung in einer Arthrospore, in der Nkin2"" generell
unspezifisch mehrere MT bindet und hier nun auch die GFP-Ypt52 Vesikel an den MT fixiert
werden. MafRstab 5um. (B) Auch in einer Verzweigung ist das ungewdhnliche Nkin2"%
vermittelte Binden der Endosomen an die MT deutlich zu erkennen. Mal3stab 10um.
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3.5. Deletion von Nkin2 zeigt Endosomenmotilitatsdefekte

Far funktionelle Analysen des Kinesin-3 Nkin2 ist eine Deletion unerlasslich. Diese wurde

erreicht, indem mittels einer Fusions PCR eine Kassette amplifiziert wurde, die die

Hygromycin B Phosphotransferase, hph, enthielt, welche die HygromycinB Resistenz

vermittelt, eingerahmt von jeweils 1000bp der rechten und linken Flanke des Nkin2

Leserasters (Abb. 46 A). Diese Kassette wurde dann mittels Elektroporation in den Pilz

transformiert und die Transformanten wurden anschlieRend auf homologe Integration in den

nkin2 Genort getestet (Abb. 46 B).

A LB ORF
Sonde Sonde

coNI BJIm HI EcoN
9717
Homologe Rekombination _—
1kb
Ec I NI BamH| EcoN,
hph Ankin2
B ORF Sonde LB Sonde

WT: 3375bp WT: 3375bp
Ankin2: Obp Ankin2: 2400bp

Abblidung 46: Deletion von nkin2. (A) Schematische Darstellung der Deletion und
Visualisierung der homologen Rekombination der Kassette in den nkin2 Genort. LB (left border)
und ORF (open reading frame) deutet die Position der Sonden an, die zur anschlielenden
DNA-DNA Hybridisierung im Southern Blot verwendet wurden. Restriktionsenzyme zeigen die
entstehenden Bandengréen auf. (B) Southern Blot mit Ankin2 im Vergeich zum Wildtyp; die

DNA wurde mit EcoNIl und BamH| verdaut.
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Zum Test der homologen Integration der Deletionskassette wurden die Transformanten von
dem sorbosehaltigen Selektionsmedium, auf denen N. crassa Kolonien anfangs hefeartig
wachsen, auf saccharosehaltiges Vogel's Minimalmedium, jeweils mit Hygromycin B als
Selektionsdruck enthalten, Uberimpft und so vereinzelt. Da die zu transformierenden
Konidien oftmals mehrere Kerne beinhalten, wurden anfangs Kolonie- PCRs im groRen Stil
der verschiedenen Transformanten auf einen Teil des offenen Leserahmens durchgefihrt,
um so die Transformanten mit Heterokaryen von Anfang an gleich auszusortieren. Die hier
negativen Kolonien wurden dann auf homologe Integration der Hygromycinkassette in den
Nkin2 Lokus uUberprift. Drei der 80 getesteten Kolonien kamen in Frage und es wurde ein
Southern Blot durchgefuhrt. Hierfir wurde zum einen die linke Flanke des Gens (LB) als
Sonde verwendet und die erwartete Verschiebung der BandengréfRe zwischen Wildtyp und
Deletionsmutante beobachtet. AnschlieRend wurde der Blot gestripped und mit der
Leserastersonde (ORF) hybridisiert, um zusatzliche nkin2 Leseraster durch ein mégliches
Heterokaryon der Transformanten auszuschlieRen. Zwei der getesteten Transformanten
wiesen eine klare und saubere Deletion auf (NCoS8 - Nr.6 und Nr. 15) (Abb. 46 B).

Anschlielende Wachstumstests zeigten, dass die Nkin2 Deletion
Uberraschenderweise einen schwacheren Effekt auf die Wachstumsgeschwindigkeit hat als
erwartet, da der Defekt durch die uncA Deletion in A. nidulans oder die nkin Deletion in
N. crassa weitaus starker ist (Zekert & Fischer, 2009; Seiler et al., 1999). Fuchs und Weber
zeigten 2005, dass man makroskopisch kaum Unterschiede zwischen nkin2 Deletion und
dem Wildtyp feststellen kann (Fuchs & Weber, 2005), jedoch sind die Folgen durch das
verlangsamte Wachstum nach 30 Stunden Wachstum makroskopisch deutlich zu erkennen
(Abb. 47 A). Bei den Wachstumsvergleichen ist auch zu sehen, dass es bei der
Rekomplementation der nkin2 Deletion mit GFP-Nkin2 (pCoS172) =zu einer
Wiederherstellung der Wildtyp- Situation kommt, wohingegen die Rekomplmentation mit
GFP-Nkin2"°" (pC0S173) noch immer den Phanotyp der Ankin2 Mutante aufweist. Dass die
rigor Mutation zu einem Phanotyp fihrt, der der Deletion sehr stark ahnelt, wurde auch fir
UncA und UncA™” in A. nidulans beobachtet (Zekert & Fischer, 2009). Daraus kann zum
einen geschlossen werden, dass die rigor Mutation die Bewegung des Kinesins so stark
behindert, dass der Motor dadurch nicht mehr funktionell ist und zum anderen, dass der
Phanotyp der nkin2 Mutante definitiv von dieser Deletion herrihrt und nicht durch eine
zuféllige andere Mutation im Genom des Stammes verursacht wurde.

Die Wachstumsrate des Wildtyps und der beiden wunabhangigen Nkin2
Deletionsstamme, Ankin2-6 und Ankin2-15, wurde Uber einen Zeitraum von 48 Stunden
ermittelt. Mit 39,83 pm/min wachst der Wildtyp wesentlich schneller als die Ankin2 Stamme
mit 32,06 ym/min (Ankin2-6) und 34,25 um/min (Ankin2-15).
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Gerade in der Auskeimung, die in den ersten zehn Stunden nach Inokulation zu
beobachten ist, wurden bei der Bestimmung der Wachstumsrate auf Kolonieebene
signifikante Unterschiede festgestellt und anschliefiend mikroskopisch quantifiziert. Die nkin2
Deletionen zeigen gerade in den ersten Stunden eine deutliche Verzégerung in der
Auskeimung, da hier lediglich 67% der Konidien nach finf Stunden ausgekeimt waren, beim
Wildtyp waren zum gleichen Zeitpunkt bereits 90% der Konidien (Abb. 47 B,C).
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Abblidung 47: Wachstumsvergleich Ankin2 (NCoS8 a und b), Rekomplementationen von
Ankin2 und WT (FGSC#9717). (A) Makroskopischer Wachstumsvergleich auf Kolonieebene
von WT, ANkin2 und den beiden Rekomplementationen von Ankin2 mit GFP-Nkin2 und GFP-
Nkin2"%". Die Platten (Vogel's Minimalmedium mit Histidin) wurden mit 10 ul Sporensuspension
(10° Zellen/ml) inokuliert und 30 Stunden bei 28°C im Dunkeln inkubiert. (B) Zur Quantifizierun%
der Konidien wurden Platten (Vogel's Minimalmedium mit Histidin) mit 10 pl einer 3,6 x 10
Zellen/ml konzentrierten Sporensuspension inokuliert und 72 Stunden bei 28°C im Licht
inkubiert, isoliert und dann ausgezahlt. (C) Auskeimungsanalyse. Hierfir wurden jeweils 1,5 x
10°® Konidien auf Vogel's Minimalmedium mit Histidin ausplattiert und pro Zeitpunkt jeweils 130
Zellen mikroskopiert und auf Keimung hin untersucht.
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Mikrokopische Analysen zeigten auch ein auffallend erhdhtes Verzweigungsmuster vor allem
in den apikalen und subapikalen Bereichen der Primarhyphen (Abb. 48 A-C). Anschlieliende
Quantifizierungen der Verzweigungen in den ersten 200 pm und 500 pm vor der
Hyphenspitze primarer Hyphen zeigen klar, dass die nkin2 Deletionen deutlich mehr

Verzweigungen aufweisen, als der Wildtyp (Abb. 48 D).
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Abbildung 48: Die nkin2 Deletion zeigt ein erhohtes Verzweigungsmuster in subapikalen
Regionen von N. crassa Primarhyphen im Vergleich zum Wildtyp. (A) Vergleichende
Ubersichtsaufnahme von Wildtyp (FGSC #9717) und Ankin2. MaRstab entspricht 500um. (B)
Hyphen des Wildtyps zeigen in subapikalen Regionen kaum Verzweigungen. (C) Eine deutlich
erhdhte Anzahl an Verzweigungen ist in der nkin2 Deletion zu beobachten. (D) Quantifizierung
der 500 ym und 200 ym von der Hyphenspitze entfernten Regionen beziiglich der Anzahl an
Verzweigungen. Der Wildtyp weist deutlich weniger Verzweigungen auf. Es wurden jeweils
Hyphen ausgezahlt.
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Auch die Septierung wurde im Bezug auf Anzahl und Verteilung mit Hilfe des Farbstoffes
Calcofluor White, welcher spezifisch Zellulose und Chitin in der Zellwand farbt, vergleichend
analysiert. Es konnte jedoch kein Unterschied zwischen Wildtyp und Nkin2 ausgemacht
werden (Abb. 49 A,B). Weiterhin wurde auch die Verteilung der Vakuolen, welche in der
Nkin Deletion beeintrachtigt ist (Seiler et al., 1997), mit Cell Tracker Blue (CMAC) studiert.
CMAC (7-Amino-4-Chloromethyl-Coumarin) kann spezifisch Vakuolen anfarben. Aber auch
hier waren keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und der Deletion ersichtlich
(Abb. 49 C).

Ankin2

Calcofluor

DIC CMAC

Abbildung 49: Die nkin2 Deletion zeigt weder in Septierung noch in der
Vakuolenverteilung signifikante Unterschiede. (A,B) Analyse der Septenverteilung (Pfeile)
und -anzahl der nkin2 Deletion im Vergleich zum Wildtyp. MaRstab entspricht jeweils 100 pym.
(C) Farbungen mit CMAC (10 pm) zeigen auch keine Veranderungen in der
Vakuolenpositionierung oder -motilitat. Maf3stab entspricht 20 um.
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Interessanterweise konnte jedoch mit dem bereits erwdhnten Farbstoff FM4-64, der erst die
Plasmamembran farbt, welche dann in Form von Endsosomen internalisiert wird und somit
auch den prominenten Spitzenkdrper N. crassas einfarben kann, beobachtet werden, dass
die nkin2 Deletion einen instabileren Spitzenkérper aufweist, wohingegen der Spitzenkérper

im Wildtyp permanent zu verfolgen war (Abb. 50).

Abbildung 50: Der durch FM4-64
gefarbte Spitzenkorper ist im Wildtyp
permanent zu beobachten,
wohingegen eine Instabilitat in Ankin2
beobachtet wurde. (A) FM4-64 Farbung
des Wildtyps zeigt einen permanenten
Spitzenkorper am Apex von
Primarhyphen (Pfeil). (B,C) In Ankin2
I&sst sich der Spitzenkorper nur transient
zu sehen war. Malistab entspricht

Da in dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, dass Nkin2 Endosomen entlang von MT
transportiert, wurde auch die Verteilung und Motilitat der GFP-Ypt52 markierten Endsomen
in der nkin2 Deletion untersucht. Auffallig war hier, dass die Ypt52 markierten Vesikel fast
keine Motilitdt mehr aufwiesen und es waren auch starke Akkumulationen kurz vor der
Hyphenspitze zu beobachten (Abb. 51, Pfeil, Film 8 a-c).

ccg-1::GFP::ypt52 in Ankin2

Abbildung 51: GFP-Ypt52 zeigt Akkumulationen an der Hyphenspitze (Pfeil), sowie fast
keine sichtbare Bewegung der Endosmomen in Ankin2 (NCoS12). Mal3stab 5 ym.
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V. Diskussion

1. Eine neue Funktion der UncA- Schwanzdomane

Die meisten Eukaryoten enthalten verschiedene Gene, die fir Tubuline kodieren und die so
Tubuline mit unterschiedlichen Eigenschaften erzeugen. Aber nicht nur durch
unterschiedliche Sequenzen, sondern auch durch PTM kdnnen die MT spezifisch modifiziert
werden. Eine zentrale PTM, das zyklische Anhangen und Abspalten des C-terminalen
Tyrosins an a-Tubulin wurde bereits 1975 beschrieben (Arce et al., 1975). Diese Modifikation
wird durch die Carboxypeptidase, die das Abspalten des carboxyterminalen Tyrosins
katalysiert, sowie der Tubulin- Tyrosin- Ligase, die das Tyrosin bei Bedarf wieder anhangen
kann, reguliert (Westermann & Weber, 2003; Hammond et al., 2008).

Bisher ist wenig Uber die modifizierenden Enzyme selbst, sowie deren biologischen
Funktion bekannt. Es wurde beobachtet, dass dynamische MT tyrosiniert und die stabileren
hingegen detyrosiniert sind (Schulze et al., 1987). Detyrosinierung stabilisiert die MT aber
nicht per se (Khawaja et al., 1988), sondern MT- Stabilisierung induziert die Detyrosinierung
und ist demnach eine Konsequenz aber nicht die Ursache der Detyrosinierung (Webster et
al., 1987). In unserer Gruppe wird derzeit in einem Parallelprojekt die Rolle der TtIA, der
bisher einzigen, mit Hilfe von Sequenzhomologien identifizierten Tubulin- Tyrosin- Ligase in

A. nidulans untersucht.
1.1. Die MT- Spezifitat von Kinesin-3 ist auch in N. crassa konserviert

In dieser Arbeit konnte zunachst gezeigt werden, dass die MT- Spezifitdt der Kinesin-3
Motoren UncA und Nkin2 in den beiden Acomyceten A. nidulans und N. crassa tatsachlich
konserviert ist. In beiden Fallen wird durch das mit der rigor Mutation modifizierte Kinesin
lediglich eine MT- Subpopulation in den Hyphen gebunden, wohingegen andere Kinesine
keine solche Spezifitat zeigen. Interessant ist hierbei eine entwicklungspezifische
Lokalisierung von GFP-Nkin2"", so wurde in Konidien und Arthrosporen das Binden vieler
MT beobachtet, wohingegen Spezifitat fir eine MT- Subpopulation schon in jungen
Keimlingen zu beobachten war (Abb. 40). In Verzweigungshyphen von Primarhyphen wird
auch deutlich nur ein MT- Bundel durch das Kinesin bevorzugt, ahnlich zur Lokalisierung von
UncA™ in A. nidulans (Abb. 40).

Diese Beobachtungen deuten zum einen auf eine entwicklungsabhangige Aufgabe
von Nkin2 hin und zum anderen auf unterschiedliche Funktionen zwischen primaren Hyphen
und deren abzweigenden Hyphen (Verzweigungen). Es wird angenommen, dass NKkin2 in
Primarhyphen moglicherweise eher in strukturelle Aspekte, wie der mechanischen
Etablierung von Verzweigungen, involviert ist, wohingegen es in Keimlingen und

Verzweigungshyphen vorrangig den Langstreckentransport von Endosomen entlang von
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stabilisierten, potentiell detyrosinierten MT, analog zu A. nidulans bewerkstelligt. Hierbei ist
auch zu bedenken, dass der zytoplasmatische Fluss in den Primarhyphen deutlich starker ist
und hier folglich anterograde Transportprozesse weniger notwendig sind, da die Vesikel
passiv und ausreichend durch den Fluss des Zytoplasmastroms zur Hyphenspitze gelangen,
wohingegen in jingeren und schmaleren Hyphen, wie CATs und Verzweigungen,
anterograder Transport weiterhin aktiv durch die Kinesine vollzogen werden muss. Diese
Hypothesen decken sich mit den Beobachtungen der nkin2 Deletion. Hier wurden die
starksten Wachstumsdefekte wahrend der Auskeimung und Kolonieetablierung beobachtet.
Die grofiten Akkumulationen der mit GFP-Ypt52 markierten Endosomen in Ankin2 wurden in
jungen Hyphen beobachtet. Auch das erhdhte subapikale Verzweigungsmuster in Ankin2
kénnte damit erklart werden, dass Nkin2 Einflisse in Primarhyphen auf die Positionierung
und Etablierung von Verzweigungen hat. Entwicklungs- und lokalspezifische Aufgaben von
Kinesin-3 Motoren wurden bisher in filamentdsen Pilzen nicht beschrieben, jedoch geben

Ergebnisse dieser Arbeit Anlass diese spezifischen Funktionen weiter zu untersuchen.
1.2. Kinesin-3 bevorzugt MT- Subpopulationen, aber wie?

Zekert und Fischer publizierten 2009, dass eine MT- Subpopulation, die durch das Kinesin-3
UncA™™ dekoriert wird, wahrscheinlich durch Detyrosinierung der Tubuline definiert wird
(Fischer & Zekert, 2009). Das ist das bisher erste und einzige Beispiel solcher PTM in
filamentdsen Pilzen. Neue Erkenntnisse und Fortschritte wurden gerade in den letzten
Jahren beziglich der biologischen Bedeutung der Tyrosinierung Tubulins veréffentlicht. Es
konnte gezeigt werden, dass die Suppression der Tubulin- Tyrosin- Ligase und der daraufhin
folgenden drastischen Akkumulation von detyrosiniertem Tubulin die Wahrscheinlichkeit fur
Tumorwachstum in tierischen Modelsystemen und menschlichen Krebsarten erhéht (Mialhe
et al., 2001) und zu einer lethalen Disorganisation der Nervenbahnen fuhrt (Erck et al.,
2005).

Um weitere Hinweise auf detyrosinierte MT zu erlangen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit in der Literatur nach Motiven gesucht, die an der Vermittlung der modifizierten MT
beteiligt sind, um den Mechanismus der PTM Erkennung durch das Motorprotein selbst
naher zu verstehen. Bezlglich des direkten Effekts des Tyrosinierungsstatus auf Kinesine
wurde 2009 verdffentlicht, dass der Grad an Detyrosinierung der MT die MT-
Depolymerisierungsaktivitat von Kinesin-13 inhibiert (Peris et al., 2009). Dunn und Kollegen
zeigten 2008, dass Kinesin-1 bevorzugt detyrosinierte MT bindet und es wird vermutet, dass
die fehlende Detyrosinierung mdglicherweise zu einer verringerten Bindungsaffinitat
zwischen Kinesin-1 und den MT in Neuronen fihrt und nicht mehr gebunden werden kann
(Dunn et al., 2008; lkegami & Setou, 2010). In Neuronen konnte auch gezeigt werden, dass
Kinesin-1 anhangiger Vesikeltransport durch Detyrosinierung und Tyrosinierung von a-

Tubulin in Axonen und Dendriten spezifisch navigiert werden kann (Konishi & Setou, 2009).
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Wahrend Somatodendriten vorwiegend tyrosiniertes a- Tubulin enthalten, so ist es in Axonen
detyrosiniertes; dadurch ist es dem Kinesin-1 KIFS5 moglich, sich selektiv entlang
detyrosinierter MT in Axonen zu bewegen. In diesem Fall stellte sich heraus, dass die
sogenannte B5L8- Region in der Motordoméane fiur die MT- Differenzierung verantwortlich ist.
Daraufhin wurde in dieser Arbeit die entsprechende Region, die offensichtlich die spezifische
Erkennung des Kinesin-1 Motors fur detyrosinierte MT vermittelt, kiinstlich an eine analoge
Stelle in der Motordomane des A. nidulans Kinesin-1, KinA, eingebracht. Interessanterweise
hat das sonst unspezifische und damit an mehrere MT bindende GFP-KinA™® mit
veranderter B5L8- Region nur noch ein MT-Bindel in den Hyphen erkannt (Abb. 16). Es
konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um dieselbe MT- Subpopulation handelt, die
auch durch UncA™ bevorzugt wird. Dies ist ein weiterer Hinweis auf das Vorhandensein von
Detyrosinierung als MT- Modifikation in A. nidulans. Direkte Beweise sollen nun in einem
Parallelprojekt durch biochemische Analysen von Tubulinaufreinigungen erbracht werden,
die zur konkreten lIdentifizierung der Modifikation des C-Terminus von a-Tubulin fihren
sollen.

In Neuronen von Mausen wurde weiterhin beobachtet, dass nicht Detyrosinierung,
sondern Polyglutamylierung als eine Art "Verkehrsignal" fir das Kinesin-3 KIF1 fungiert und
dieses gezielt in Neuriten navigiert (lkegami et al., 2007). Ein struktureller Mechanismus
konnte aber auch hier nicht postuliert werden. Demnach scheint zumindest die Spezifitat der
Kinesin-3 Motoren fiir posttranslational modifizierte MT evolutionar konserviert zu sein. Noch
komplexer wird das Bild, wenn man die kirzliche Beobachtung berlcksichtigt, dass sich die
Modifikationsart wdhrend der Entwicklung sogar &ndern kann. So kommt es beispielsweise
bei der Polarisierung von Epithelzellen zu einem Wechsel von Detyrosinierung zu
Acetylierung (Quinones et al., 2011).

In dieser Arbeit konnte nun nicht wie erwartet in der Motordomane, sondern im
Schwanzbereich des Kinesin-3 Motors UncA mit Hilfe von systematischen
Deletionsexperimenten eine Region (MTB-Domane) identifiziert und charakterisiert werden,
die in der Erkennung dieser MT- Subpopulation in den Hyphen von A. nidulans involviert ist
(Abb. 8). Diese Domane zeichnet sich durch eine starke positive Ladung aus und einzelne
Aminosauren sind von den Pilzen bis zum Menschen konserviert (Abb. 12). Leider gibt es fir
den Schwanzbereich von Kinesin-3 Motoren bislang keine strukturellen Daten um
Anhaltspunkte auf die Funktion ableiten zu kénnen, denn bisher wurde lediglich die
Motordoméane allein und deren Bindungsverhalten an MT untersucht (Marx et al., 2009).

Um die strukturelle Funktion dieser 86 Aminosauren in der Spezifitdtserkennung
naher zu untersuchen, wurden anschlieBend verschiedene potentielle Mechanismen in
Betracht gezogen. Es ware zum Beispiel denkbar, dass die MTB- Region direkt mit der

Motordomane interagiert und somit die Information der MT- Modifikation in Form eines
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regulatorischen Elements weitergibt. Eine solche direkte Interaktion zwischen Kopfdomane
und Schwanzbereich wurde fur Kinesin-1 nachgewiesen (Dietrich et al.,, 2008). Es wurde
gezeigt, dass die N-terminalen regulatorischen Elemente im Schwanz direkt mit den C-
terminalen coiled coil Regionen der Kinesin-1 Motordoméne interagieren, was zu einer
erhdhten ATPase Aktivitdt des Kinesin-1 fuhrt. Ein Zusammenhang zu PTM wurde hier
jedoch nicht untersucht. Die Mdglichkeit dieses Mechanismus flr die Determinierung der
Spezifitdt in UncA wurde mittels Y2H- Interaktionstest in dieser Arbeit untersucht. Es konnte
jedoch keine Interaktion zwischen Motor und dem Schwanz des Kinesins im Hefesystem
nachgewiesen werden.

Eine andere Mdglichkeit ware, dass es sich hierbei um einen Mechanismus handelt,
bei dem die Motordomane UncAs die Bewegung und Direktionalitat vermittelt, die positiv
geladene MTB- Region im Schwanz des Kinesins jedoch selektiv die Modifikation des
negativ geladenen C-Terminus von a-Tubulin direkt erkennen und binden kann. Die
Hypothese der direkten Schwanz- Tubulin- Interaktion konnte mit Hilfe von Y2H- und BiFC-
Analysen untermauert werden (Abb. 15). Die Schwanzregion, welche die positiv geladene
MTB- Region enthalt, kann demnach direkt mit den beiden a-Tubulinen, TubA und TubB,
interagieren und reguliert so moglicherweise die selektiven Transportvorgdnge UncAs. Eine
solche MT- Bindestelle im Schwanzbereich wurde auch fiir Kinesin-1 beschrieben (Hackney
& Stock, 2000; Seeger & Rice, 2010). Diese dort ermittelte 19 Aminosaure lange Sequenz
enthalt auch einige Argininreste wie die MTB- Region, ist aber nicht homolog zu deren
Sequenz.

Daraufhin wurde mit Hilfe von Y2H- Analysen versucht, die Interaktionsdoméane mit
den a-Tubulinen weiter einzugrenzen, jedoch konnte beispielsweise die MTB- Doméane allein
mit und ohne die PH- Domane, die die Cargobindung vermittelt, nicht mehr mit den a-
Tubulinen interagieren. Daraus kann geschlossen werden, dass fur die Funktion der MTB-
Region mdglicherweise die strukturelle Einbettung in die restliche Region des Kinesins fur
dessen Funktion notwendig ist. Es kdnnte aber auch zu Fehlfaltungen dieser verkirzten
UncA- Konstrukte gekommen sein, da im Hefesystem alle Proteine durch die Fusion mit den
Transkriptionsfaktorhalften kinstlich in den Kern transportiert werden.

Ein interessanter Punkt, der die Rolle der MTB- Domane unterstreicht, ist, dass GFP-

U nCAOhne MTB

ohne die kunstliche rigor Mutation keine Lokalisierung in Form von Vesikeln
zeigt, wie es fir das vollstandige Kinesin beschrieben wurde (Fischer & Zekert, 2009).
Stattdessen ist ein zytoplasmatisches Hintergrundrauschen zu sehen, was darauf hindeutet,
dass die MTB- Region nicht nur fur die Erkennung der MT- Subpopulation, sondern auch fir
die Funktionalitdt von UncA selbst essentiell ist. Auch auf Kolonieebene ist der
Funktionsverlust durch die MTB- Deletion sichtbar, denn die Stdmme ohne MTB- Domane

wachsen ebenso kompakt wie die uncA Deletion. Die gezielte Deletion anderer Domanen im
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UncA flhrte aber nicht zu einem Verlust der MT- Spezifitdt, was die signifikante und
einzigartige Rolle de MTB- Region in UncA erneut unterstreicht.

Interessanterweise scheint das Transportgut UncAs nicht an der Vermittlung der MT-
Spezifitat beteiligt zu sein, da die gezielte Deletion der PH- Domane, die die Bindung
membrandser Vesikel vermittelt, nicht zu einem Verlust der Spezifitdit des UncA™-
Fusionsproteins fuhrt (Abb. 13). Im Vergleich dazu gibt es Hinweise, dass die
Transportvesikel des Sauger Kinesin-1 moglicherweise in die Erkennung modifizierter MT
involviert sind (Setou et al., 2002).

Analysen mit chimaren Motorproteinen, die aus verschiedenen Motoren und
Schwanzteilen aus unterschiedlichen Kinesinen kombiniert wurden, zeigten, dass die
Schwanzregion ausreicht, die Spezifitdt auch in anderen Kinesinen erzeugen zu kdnnen
(Abb. 14) und bestatigten, dass die Motordom&ne von UncA allein nicht die Spezifitat
erfassen kann.

Interessant ware auch die gezielte Deletion des homologen Bereichs in N. crassa
Nkin2, der fur die MTB- Region in UncA kodiert. Bei einem Verlust der Spezifitat von
Nkin2"%" kann davon ausgegangen werden, dass wahrscheinlich auch der strukturelle

Mechanismus der Erkennung der MT- Spezifitat in den beiden Ascomyceten konserviert ist.
1.3. Der neck linker wird als strukturelles Element fiir die MT- Bindung benétigt

Anhand der Deletionsuntersuchungen des UncA Proteins konnte auch beobachtet werden,
dass der sogenannte neck linker, ein mechanisches Element von den Aminosduren 379-
386, welches die Motordomane mit dem Schwanzteil oder anderen Kinesinkdpfen im Falle
von Dimeren verbinden kann (Hirokawa et al., 2009), fir die Bindung von UncA an MT
notwendig ist. Diese Ergebnisse bekraftigen Untersuchungen des C. elegans kinesin-3
Unc104. Denn es wurde gezeigt, dass es zu einer konzentrationsabhangigen Dimerisierung
in vitro mit Hilfe von zwei kurzen helikalen Doméanen, die sich direkt carboxyterminal vom
neck linker befinden, kommt (Tomishige et al., 2002). Der neck linker des Kinesins-1, KIF5C,
kann funktionell und strukturell mit Hilfe des Kinesin-3 KIF1A ersetzt werden (Nitta et al.,
2008). Es wurde auch beschrieben, dass der Kinesin-3 Motor Nkin3 in N. crassa als Dimer
vorliegt, jedoch einen der Motorkdpfe fur nicht- prozessive Bewegungsvorgange inaktiviert
(Adio et al., 2006). Drei Jahre spater konnten Adio und Woehlke zeigen, dass der neck linker
fir die Dimerisierung und damit auch fur die Nkin3 Funktion essentiell ist. Demnach ist der
neck linker ein strukturelles Element, dass dem Motor zur Dimerisierung verhilft oder zur
korrekten Funktion notwendig ist (Adio & Woehlke, 2009) und ist auch im A. nidulans
Kinesin-3 UncA unerldsslich fiir die korrekte Faltung und Funktion und damit einhergehend

das korrekte Binden an die polymerisierten Tubuline.
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1.4. Ein Modell zur Erkennung der modifizierten MT durch UncA

Die in dieser Arbeit gewonnen Einblicke in die Erkennung der MT- Subpopulation von UncA
wurden in einem ersten Modell zusammengefasst (Abb. 52). Das Andocken des Vesikels an
das Kinesin selbst als Aktivierungsmechanismus ist umstritten, in dieser Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass die Cargobindung zumindest nicht an der Vermittiung der MT-
Spezifitdt beteiligt ist. Nachdem die Motordomane den MT gebunden und die in die
Schwanzregion eingebettete MTB- Doméne die Modifikation des Tubulus erkannt hat, kommt
es, moglicherweise mit Hilfe struktureller Konformationsanderungen im neck linker zu einer
Aktivierung des Motors und somit zum (+) Ende gerichteten Transport der Cargos. Aufgrund
der vereinfachten Darstellung wurde auf die bis zu finf an einem Endosom sitzenden
Kinesin-3 Motoren verzichtet (Schuster et al., 2011b). Weiterhin wurde die Mdéglichkeit einer
konzentrationsabhangigen Dimerisierung des Kinesin-3 Motoren mit Hilfe der neck linker
Region in dem Modell nicht beachtet (Tomishige et al., 2002), da es hierfur in UncA bisher

keine Hinweise gibt.

Endosom

%+ Erkennen des modifizierten MT

inaktiver Zustand durch Motor und MTB- Domaéne

3
o UncA- Motordomane

~7  UncA- Schwanzbereich
(mit neck linker und

’/ PH- Domne)
V4
\ <o MTB- Doméne
=

- I + MT- Subpopulation
(wahrsch. detyrosiniert)

+ \ unmodifizierte MT
Aktiver Transport

Abbildung 52.: Modell der Erkennung der modifizierten MT- Subpopulation durch die
MTB- Domaéne in der Schwanzregion des Kinesin-3 UncA. Das Andocken des Cargos mit
Hilfe der PH- Domane allein sorgt noch nicht fir einen MT- spezifischen Transport (1). Das
Binden der modifizierten MT- Subpopulation, die wahrscheinlich detyrosiniert ist, erfolgt sowohl
durch die Motor- als auch durch die MTB- Doméne. Die MTB- Domane wiederum vermittelt die
selektive Erkennung der PTM (2). Anschlielend kommt es zur Aktivierung des Kinesins, welche
moglicherweise durch strukturelle Konformationsanderungen des neck linkers Ubersetzt wird
(3). Der selektive Transport erfolgt in Richtung (+) Ende des modifizierten MT.
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1.5. Ist die MT- Modifikation, die durch UncA erkannt wird artifiziell oder tatsachlich

eine posttranslationale Modifikation?

Ob PTM tatsachlich in A. nidulans existieren, konnte bisher nur mit indirekten Ergebnissen
gezeigt werden. Dazu zahlen die Immunfarbungen mit anti- tyrosinierten Antikérpern, die in
der Interphase an alle MT, aber wahrend der Mitose selektiv die Mitosespindel in den
Hyphen gebunden haben. Interessanterweise wurde das einzelne, durch UncA™ erkannte,
MT-Bindel wahrend der Mitose aber nicht markiert (Abb. 6) (Zekert & Fischer, 2009). Es
wurde postuliert, dass diese in der Mitose intakt bleibende MT- Subpopulation einen
evolutionaren Vorteil bringt, da so der Langstreckentransport von Vesikeln entlang des MT-
Blndels, das gesamte Hyphenkompartiment durchspannend, auch wahrend der Mitose
aufrechterhalten bliebe. Das Untersuchen des Verhaltens der Cargos von UncA gerade
wahrend der Mitose kdnnte hier etwas Licht ins Dunkle bringen.

Weiterhin konnte auch durch Expression von GFP-UncA unter dem natirlichen
Promotor gezeigt werden, dass sich die GFP- markierten Vesikel vorrangig entlang eines MT
bewegten (Zekert & Fischer, 2009). Mit Hilfe der kiinstlich in die Motordomane von KinA""
eingebrachte B5L8- Schleife konnte die gleiche Spezifitat hervorgerufen werden wie mit
UncA™ (Abb. 16).

Es wurde in unserer Gruppe in einem Parallelprojekt mit Hilfe von drei verschiedenen
Mutationen ein Stamm erzeugt, der artifiziell nur noch "Glu- Tubulin" (detyrosiniertes Tubulin)
exprimieren sollte. Hierfur wurde zuerst in einem A. nidulans Stamm die putative Tubulin-
Tyrosin- Ligase, TtIA, und dann das nicht essentielle a-Tubulin TubB deletiert. AnschlieRend
wurde in dem verbliebenen a- Tubulin, TubA, kinstlich mit Hilfe eines vorzeitigen
Stoppkodons das terminale Tyrosin deletiert. Western Blot- Analysen von diesem Stamm mit
einem selbst hergestellten AntikGrper gegen detyrosiniertes a-Tubulin aus A. nidulans
zeigten, dass dieser Stamm hier ein deutlich starkeres Signal aufweist, als der Wildtyp. Der
"Glu- Stamm" zeigt einen sehr starken Phanotyp (Abb. 53 A-C) (N. Zekert, unverdffentlicht).

Auch konnte in unseren 2D- Gelen immunhistologisch gezeigt werden, dass es fur die
Tubuline mehrere Spots gibt, wie es bei der Existenz von PTM erwartet wird, da sich durch
die Modifikation die Ladung der Proteine verandert. Es gibt anhand der biochemischen und
immunhistochemischen Ergebnisse Grund zur Annahme, dass es in A. nidulans zu einer
zusatzlichen Polyglutamylierung der Tubuline kommen kdnnte (personl. Mitteilung S. Herrero
de Vega) (Abb. 53 D). Aber auch hier konnte der C-Terminus der einzelnen Spots in
massenspekrometrischen Analysen nicht identifiziert werden. Demnach ist die Existenz der
PTM in A. nidulans wahrscheinlich, aber nicht endgultig bewiesen. Auch die Tatsache, dass
Nkin2"%" ebenso wie UncA™* spezifisch ein Biindel bevorzugt suggeriert einen evolutionar

konservierten Mechanismus, den es auch in N. crassa spezifisch auf PTM zu untersuchen

gilt.
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Abbildung 53: Hinweise auf PTM in A. nidulans. (A) Schema des Tyrosinierungs- und
Detyrosinierungszyklus der a-Tubulins. Die schrittweisen Deletionen zur Generierung des "Glu-
Stammes" wurden rot markiert. (B) Wachstumsvergleich zwischen dem kiinstlich hergestellten
"Glu- Stamm", der nur noch detyrosiniertes a-Tubulin exprimiert, Wildtyp und den Mutanten, die
die einzelnen Deletionen tragen. Die einzelnen Mutationen der Tubuline resultieren demnach
nicht in dem starken Phanotyp des Glu- Stammes (N. Zekert, unveroffentlicht). (C) Western Blot
mit dem dem kommerziellen Antikérper DM1A, der alle a-Tubuline erkennt, zeigt, dass im Glu-
Stamm lediglich TubA exprimiert wird (rechts). Western Blots mit den spezifischen anti- Glu-
Antikérpern offenbaren, dass in dem Glu- Stamm tatsachlich lediglich detyrosiniertes a- Tubulin
exprimiert wird, wohingegen der Anteil dieser im Wildtyp deutlich geringer ist (links) (N. Zekert,
unverodffentlicht). (D) Ein 2D- Gel bestatigt die verschiedenen Isoformen von a-Tubulin in
A. nidulans und gibt Hinweise auf die Existenz von Polyglutamylierung (P. Hortschanski und
S. Herrero de Vega, unverdffentlicht).

Die bisher erhaltenen Daten bezlglich der Modifizierung der MT- Subpopulation sind aber
auch kritisch zu sehen, da es sich bei der rigor Mutation um eine kinstliche Modifikation
handelt, die so in Kinesinen der Zelle nie auftritt. Es ware durch das permanente Binden des
mutierten Kinesins moglich, dass es zu einer kinstlichen Biundelung der UncA- assoziierten
MT kommen kénnte. Dies erklart aber nicht, warum die anderen Kinesine wie KinA und KipA
mit der rigor Mutation an alle MT binden kénnen. Einen konzentrationsabhangigen Verlust

der UncA"" Spezifiat bei Uberexpression wurde bereits in meiner Diplomarbeit beobachtet
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(Seidel, 2009). Demnach koénnte das Expressionslevel der Kinesine die Spezifitat mit
beeinflussen. Ein Modell visualisiert die mégliche artifizielle Biindelung durch UncA™" und
deren mogliche konzentrationsabhangige MT- Spezifiat (Abb. 54). Eine solche Biindelung
wurde schon fir das Kinesin-1 beschrieben, welches in Drosophila und Xenopus MT- MT-
Gleiten vermittelt (Jolly et al., 2010). Dieser Prozess soll dem Transport von langen und
kurzen MT- Filamenten dienen und so zur Aufrechterhaltung der Zellform beitragen. In dieser
Arbeit konnte jedoch mit den chimaren Motoren, welche alle unter der Expression des
naturlichen uncA Promotors reguliert waren, beobachtet werden, dass trotzdem mehrere MT
gebunden wurden, was die konzentrationsabhangige Blndelungshypothese nicht stitzt. Und
selbst wenn es zu einer Bindelung kdme, warum dann spezifisch dieses eine MT- Blindel,

wohingegen die anderen Kinesine dann alle biindeln wirden?

4 ' )

_/_/_

Binden mehrerer MT durch Motor und MTB-
Erkennen eines (modiﬁzie[ten) MT durch | Doméne unter natiirlichem Expressionsniveau
Motor (und MTB- Domane) von UncA | fiihrt zur Bildung eines artifiziellen MT- Biindels

UncA- Motordomane
(mit rigor Mutation)

~7  UncA- Schwanzbereich
(mit PH- Domaéne)
<
i ———

MTB- Doméne

MT- Biindel

einem Verlust der Spezifitat fir das MT-
Blindel und alle MT werden gebunden

\Slarke Uberexpression von UncArie" fiihrt zu \einzelne ME /

Abbildung 54: Ein weiteres Modell, was die artifzielle Biindelung durch die rigor Mutation
in UncA erklaren konnte. (1) UncA erkennt mit Hilfe des Motors und der MTB- Doméane einen
MT. (2) Durch die Tubulin- Interaktion mit weiteren benachbarten MT durch UncA kommt es zur
Bindelung dieser zu der prominenten in Zekert & Fischer (2009) beschriebenen MT-
Subpopulation. (3) Bei Uberexpression von UncA™*" werden méglicherweise alle MT gebunden,
aber nicht mehr so gebulindelt, wie der anfangs von UncA gebundene MT.

Der in vivo Hinweis durch B5L8- Schleife fur detyrosinierte MT ist auch kritisch zu

begutachten, da zwar in Neuronen gezeigt wurde, dass Kinesin-1 mit diesem Motiv selektiv
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detyrosinierte MT erkennen kann, aber dies nicht zwangslaufig bedeutet, dass dies in
A. nidulans auch der Fall ist, zudem handelt es sich auch hier um eine artifizielle
Modifikation. Es kdnnte sein, dass es durch diese Modifikation in der Motordoméane zu einer
drastisch verringerten Affinitat des Kinesins fir MT kommt und dadurch das prominente
Biindel, welches auch durch UncA™® bevorzugt wird, eine héhere Wahrscheinlichkeit des
Erkennens durch das Kinesin aufweist und daher bevorzugt gebunden wird. In vitro
Affinitdtsmessungen der verschiedenen Kinesine und deren korrespondierenden Mutanten
mit aufgereinigtem a-Tubulin (detyrosiniert und tyrosiniert) kdnnten diese Fragen klaren. Es
ware namlich auch mdglich, dass UncA eine geringere MT- Affinitdt hat und daher
vornehmlich ein Bundel an MT bevorzugt. Dies passt jedoch nicht mit der Beobachtung, dass
UncA mit bis zu 4 um pro Sekunde mit zu den schnellsten Kinesine in Pilzen gehért (Zekert
& Fischer, 2009). Solche Bewegungen erfordern ein perfektes Zusammenspiel zwischen
Motor und Kinesin, die Spezifitdt wird somit kaum durch eine verringerte Affinitat erklart
werden kénnen.

Interessant ist auch, dass UncA™ in dem "Glu- Stamm", der nur noch detyrosiniertes
a-Tubulin exprimiert, keinen Verlust der Spezifitat zeigt, was angenommen wurde, da
UncA™ wahrscheinlich spezifisch detyrosinierte MT bevorzugt (Zekert & Fischer, 2009).
Demnach ist eventuell eine weitere PTM in der UncA- Spezifitét involviert oder der UncA™"
gebundene MT ist tatsachlich ein Artefakt, das durch die rigor Mutation hervorgerufen wird.
Bisher konnte mit Hilfe der Analysen unserer Gruppe keine Rolle der putativen Tubulin-
Tyrosin- Ligase TtIA in der Modifikation von Tubulin beobachtet werden (N. Grun, persoénl.
Mitteilung), demnach fehlt fur den endgultigen Beweis der PTM in A. nidulans noch immer
ein in vivo Ergebnis, wie beispielsweise die Sequenzierung des C- Terminus des Tubulins
oder die Identifikation beteiligter Enyzme.

In Zukunft wird es eine groRe Herausforderung sein, die genauen strukturellen
Mechanismen der Motorproteine zur Unterscheidung der verschiedenen MT- Populationen
zu klaren. Ebenso ist es essentiell im Detail zu verstehen, wie PTM dazu beitragen, die
Motorproteine zu navigieren. Weiterhin wird es unerlasslich sein, die PTM in A. nidulans
biochemisch zu belegen, denn bisher konnte nicht ganz sicher ausgeschlossen werden,
dass es durch die rigor Mutation zu einer artifiziellen Bundelung der MT oder einer
Veranderung anderer Natur kommen konnte, die zu dem Binden des starren MT durch
UncA" fiihrt. Viele Fragen sind weiterhin offen, das Motiv in UncA, welches die potentielle
Modifizierung erkennt, konnte in dieser Arbeit spezifisch charakterisiert und ein

Mechanismus der direkten Tubulininteraktion postuliert werden.
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2. Dem Transportgut von Kinesin-3 ein Stuck naher - neu identifizierte

Interaktoren von UncA

Um die Funktion von UncA und den Grund zu verstehen, warum es sich entlang von einem
Bindel modifizierter MT bewegt, welches gerade wahrend der Mitose stabil bleibt,
wohingegen die Ubrigen MT- Populationen disassemblieren und die mitotische Spindel
bilden, war ein Ziel der vorliegenden Arbeit.

Dass Kinesin-3 Motoren in héheren Eukaryoten spezifisch in Neuronen synaptische
Vesikelvorlaufer transportiert, welche unter anderem Synaptophysin, Synaptotagmin und
Rab3A enthalten, ist schon langer bekannt (Bloom, 2001; Okada et al., 1995). Liprin-a, ein
multimodulares Strukturprotein, fungiert in Neuronen als ein KIF1A- Rezeptor, der
verschiedene Liprin- a- assoziierte Proteine mit dem Kinesin verbindet und so deren
Transport direkt vermittelt (Shin et al., 2003). Die molekularen Grundlagen der Prozessivitat
und Bewegung von Kinesin-3 Motoren sind seit Langem Gegenstand intensiver Studien,
jedoch ist vergleichsweise wenig Uber das Transportgut selbst bekannt.

In filamentdsen Pilzen konnte gezeigt werden, dass Kinesin-3 Motoren Endosomen
entlang von MT zu deren (+) Ende transportiert (Wedlich-Séldner et al., 2002; Zekert &
Fischer, 2009; Schuster et al., 2011c). Kolokalisierungsstudien mit FM4-64, mRFP-TIgB,
einem frihen Endososmenmarker, und GFP-UncA zeigten, dass nicht alle durch GFP-UncA
markierten Vesikel mit den roten endosomalen Signalen korrelierten, was bedeutet, dass
UncA nicht nur mit Endosomen assoziiert ist (Zekert & Fischer, 2009).

Um die Inhalte der Vesikel, die von UncA transportiert werden, zu identifizieren,
wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht mit Hilfe einer Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation ein Protokoll zur Anreicherung dieser Vesikel zu etablieren.
Das Protokoll wurde vorher erfolgreich zu der Anreicherung von Chitosomen in N. crassa
angewendet (Verdin et al., 2009). GFP-UncA konnte mit einem basalen Level in allen 20
Fraktionen detektiert werden, was darauf hindeutet, dass die UncA- assoziierten Vesikel
eher heterogener Natur sind und nicht in einzelnen spezifischen Banden des
Dichtegradienten akkumulieren. Massenspekrometrische Analysen offenbarten, dass sich in
den beiden beobachteten Pieks der UncA- Konzentration in niedrigeren Dichten um die
Fraktionen 5-7 und in héherer Dichte (Fraktionen 17-19) vorrangig zytoplasmatische Proteine
und ribosomale Komponenten befinden (Abb. 37). Das zeigt zum einen, dass es
mdglicherweise wahrend des Aufschlusses und Probenvorbereitung zur Bildung artifizieller
membrandser Vesikel gekommen sein konnte und andererseits dass in Fraktionen hoherer
Dichte vorrangig Proteine der Ribosomen angereichert werden, die auch nicht zwangslaufig
mit UncA assoziiert sein missen. Es wird davon ausgegangen, dass die Diversitat der

Endosomen auch dem Modifizieren der Methode, beispielsweise durch das Verandern des
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Gradienten, des Zellaufschlusses oder der Zentrifugationsschritte, so nicht spezifisch

angereichert werden kdnnen.
2.1. Rab3 definiert Vesikel fiir UncA- abhangigen Transport

Jedes Organell und jede Vesikelpopulation muss seine charakteristische Struktur,
biochemische Zusammensetzung und Funktion aufrecht erhalten. Gerade in den Exo- und
Endozytoseprozessen herrscht ein steter Fluss von Proteinen und Membranen, den es mit
Hilfe von Adaptoren und anderen Komponenten zu regulieren und kontrollieren gilt
(Grosshans et al., 2006). Hierbei fungieren Exozytoseprozesse zur Sortierung der im
Endoplasmatischen Retikulum neu produzierten Proteine durch den Golgi- Apparat bis zur
finalen Station in Vakuolen oder der Plasmamembran hin. Endozytose ist wiederum fiir die
Aufnahme von Nahrstoffen und der Internalisierung von Rezeptoren zum Recyceln oder
Degradieren notwendig. In Form von frihen Endosomen werden die Komponenten importiert
und danach mit Hilfe von Rab-GTPasen definiert, ob diese als spate Endosomen zur
Vakuole transportiert und dort degradiert werden, oder zu Recycling- Endosomen, die erneut
zur Plasmamembran transferiert werden (Geli & Riezmann, 1998; Behnia & Munro, 2005).
Die erwahnten Rab-GTPasen funktionieren dabei als molekulare Schalter, die den Verkehr
der membrandsen Vesikel regulieren kdnnen.

Es gibt Hinweise, dass in U. maydis Endosomen in die Koordinierung der Zellteilung
und -septierung involviert sind (Schink & Boélker, 2009). In filamentdsen Pilzen wurde gezeigt,
dass nicht nur Exozytose, sondern auch Endozytose fur das polare Wachtum wichtig sind
(Araujo-Bazan et al., 2008; Taheri-Talesh ef al., 2008; Upadhyay & Shaw, 2008).

In A. nidulans konnten die beiden Rab5 Homologe, RabA und RabB, spezifisch
frihen Endosomen zugeordnet werden (Abenza et al., 2009; Abenza et al., 2010),
wohingegen das Rab7, RabS, in Vakuolen und kleinen Strukturen lokalisiert und in der
Reifung von Endosomen zu spaten Endosomen, welche letztendlich mit der Vakuole
fusionieren, involviert ist (Abenza et al., 2012).

In dieser Arbeit wurde die Rolle zweier Rab3- Proteine, SrgA (S. cerevisiae SEC4
Homolog) und SrgB (S. cerevisiae Ypt1 Homolog), im Zusammenhang mit der Vermittlung
von Kinesin-3 Cargos untersucht, wie es in Neuronen gezeigt werden konnte (Niwa et al.,
2008). Bekannt ist, dass Sec4 in S. cerevisiae den polaren Transport von sekretorischen
Vesikeln reguliert, welcher in Hefe entlang von Aktinkabeln mit Hilfe von Myosin erfolgt
(Walch-Solimena et al., 1997; Wagner et al., 2002). Weiterhin wurde gezeigt, dass
S. cerevisiae Ypt1 in zwei Schritten der Sekretion beteiligt ist, zum einen am ER- Golgi-
Transport, zum anderen dem Transport zwischen den einzelnen Golgikompartimenten
(Jones et al., 1998; Sacher et al., 2008). Demnach ware eine Interaktion der Rab3-
Homologe mit UncA ein Hinweis auf eine bisher nicht beschriebene Rolle des Kinesin-3

Motors in der Sekretion von A. niduans.
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Es konnte mit Hilfe von Experimenten als Ergebnis dieser Arbeit beobachtet werden,
dass es sich in A. nidulans nicht um einen DENN/MADD vermittelten konservierten
Mechanismus wie in Neuronen handelt (Niwa et al., 2008), sondern die Anbindung an diese
Vesikel direkt Uber die Kinesin-3/Rab3 Interaktion reguliert wird (Abb. 20). Die Interaktion der
Rab3- Homologe mit UncA konnte mit Hilfe von Y2H- Untersuchungen und BiFC- Analysen
untermauert werden. Da die Interaktion am Apex am prominentesten erscheint, ist davon
auszugehen, dass sich dort auch die meisten Interaktionen abspielen. Hierbei muss aber
auch beachtet werden, dass es durch Uberexpression UncAs durch den alcA Promotor zu
Akkumulationen von UncA an der Hyphenspitze kommt (Zekert & Fischer, 2009). Daher
sollte die Rab3/UncA Interaktion im BiFC- System mit der jeweiligen Expression unter dem
natlrlichen Promotor wiederholt werden, so kdnnten genauere Lokalisierungsstudien der
Interaktion erfolgen, aus denen abgeleitet werden kdénnte, welche spezifische Rolle die
Interaktion mit UncA in der Sekretion spielt. Ob die beiden Rab3 Homologe tatsachlich auch
in A. nidulans in Sekretionswegen involviert sind, muss auch bestatigt werden.

Weiterhin unklar bleibt die Rolle der beiden, erstmals in dieser Arbeit beschriebenen
DENN/MADD Homologe RefA und RefB. Dass beide in der polaren Wachstumsmaschinerie
involviert sind, wird deutlich, wenn man die jeweiligen Deletionsmutanten betrachtet, da es
hier zu reduzierter Koloniegrofle und Sporenanzahl, sowie einer gestorten
Hyphenmorphologie in Form von Schwellungen kommt (Abb. 18). Jedoch konnte eine wie in
Neuronen beschriebene Adaptorrolle zwischen Kinesin-3 Motoren und Rab3-GTPasen nicht
verifiziert werden. Lokalisierungsanalysen von Polaritatsfaktoren, wie beispielsweise
Zellendmarkern, in den refA und refB Deletionsmutanten konnten weitere Hinweise auf deren
Funktion geben. In héheren Eukaryoten wurde beschrieben, dass DENN/MADD Proteine in
Rab- vermittelten Prozessen oder an der Regulierung von MAPK Signalwegen involviert sind
(Levivir et al., 2001). Demnach waére eine Lokalisierung von anderen Rab- Proteinen und der
Untersuchung deren GTP/GDP- Zustandes in den erwahnten Deletionsstdmmen ein erster
Schritt um zu untersuchen, ob Ref- Proteine auch in A. nidulans die Aktivitdt von Rab-

GTPasen regulieren kénnen.

2.2. UncA ist in Transporte wahrend der Reifung sekretorischer Vesikel und deren

finalen Transport zur Hyphenspitze involviert

In einigen Fallen kénnen Rab-GTPasen direkt mit den spezifischen Motorproteinen
interagieren, wie es unter anderem in der vorliegenden Arbeit zwischen Rab3 und UncA
gezeigt werden konnte, aber typischer ist die Vermittlung der Rab/Motor Interaktion mit Hilfe
von zwischengeschalteten Proteinen (Grosshans et al., 2006).

So spielt das Homolog von UsoA in S. cerevisiae eine essentielle Rolle in der Anbindung
sekretorischer Vesikel, die sich vom ER abschniren und an fruhe Golgimembranen

andocken (Cao et al., 1998). In diesen vom ER abgeschnirten Vesikeln wurde auch Ypt1,
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das S. cerevisiae Rab3 Homolog SrgB in A. nidulans, identifiziert (Cao et al., 1998). Die
direkte Interaktion zwischen UncA und SrgB wurde oben bereits beschrieben und konnte hier
auch mit UsoA in BiFC- Analysen bestatigt werden (Abb. 23). Zusatzlich konnte eine
Interaktion zwischen ErvA und UncA mit Hilfe von BiFC- Untersuchungen nachgewiesen
werden. Das S. cerevisiae Homolog ERV29 ist im Sammeln sekretorischer Vesikel im ER
involviert und packt diese zu transportfahigen COPIl Vesikeln, welche dann zum Golgi-
Komplex transportiert werden (Belden & Barlowe, 2001). Demnach scheint UncA schon an
den friihen Transportprozessen anfanglicher Abschnirungsreaktionen von der ER- Membran
fur die Reifung sekretorischer Vesikel beteiligt zu sein.

Zusatzlich wurden drei weitere, potentiell sekretierte Proteine auf eine direkte
Interaktion mit UncA hin untersucht. Zum einen BgIA, eine B-Glukosidase mit und zum
anderen zwei weitere Proteine ohne Signalpeptid, das Glukansynthase- Regulatorprotein
(GlIsA) und ChsB, eine Chitinsynthase. BiFC- Analysen bestatigten die Interaktionen mit den
beiden Kandidaten ohne Sekretionssignalpeptid (Abb. 24), welche wie die meisten UncA-
Interaktionen an der Hyphenspitze zu beobachten waren. BglA befindet sich méglicherweise
im Innern der Vesikel und somit hat UncA keine Moglichkeit eine direkte Interaktion zu
vermitteln, wohingegen die anderen beiden wahrscheinlich in den Membranen der Mikro-
und Makrovesikel sitzen (Verdin et al., 2009; Sanchez-Leon et al., 2011). Y2H-
Interaktionstests sollen diese Interaktionen zusétzlich bestatigen. Anhand dieser
Beobachtungen ist davon auszugehen, dass UncA unter anderem in Transportvorgangen

von der ersten Abschnirung bis hin zum Transport der sekretorischen Vesikel beteiligt ist.
2.3. UncA ist auch an Exo- und Endozytosevorgangen beteiligt

Die Fusion der membrandsen Vesikel mit der Zielmembran wird nicht nur durch Rab-
GTPasen, sondern auch durch SNARE- Proteine (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptors) reguliert (Jena, 2011). In dieser Arbeit wurde TIgA, ein t-
SNARE Protein, das die Fusion endosomal abgeleiteter Vesikel mit dem Golgi- Apparat
vermittelt (Coe et al., 1999) untersucht und eine Interaktion mit UncA and der Hyphenspitze
konnte mit Hilfe von BiFC- Analysen beobachtet werden. UncA interagiert auch sehr stark
mit SynA, einem v-SNARE, das erst zur Plasmamembran transportiert wird und dann durch
Endozytose wieder internalisiert wird und wieder recycelt werden kann (Taheri-Talesh et al.,
2008; Valdez-Tauba et al., 2004). Diese UncA- abhangigen Recyclingmechanismen in Form
von Endosomen wurden in dieser Arbeit auch von dem Eisen- konzentrationsabhangigen
Siderophortransporter SitB beobachtet (Abb. 21). Es ist zu konstatieren, dass das Kinesin-3
UncA wahrscheinlich unterschiedliche Endosomenpopulationen transportieren kann.

AplD, das A. nidulans Homolog des S. cerevsiae Apl4, welches als eine Komponente
des AP1 Komplex beschrieben wurde, ist ein Adaptor, der in Chlathrin- vermitteltem

Membrantransport und vorrangig an dem Transportprozessen von Endosomen zum Trans-
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Golgi- Netzwerk (TGN) involviert ist (Ma et al., 2009). Auch hier konnte mit Hilfe von BiFC
eine Interaktion mit UncA beobachtet werden. Demnach ist UncA auch in bidirektionalen
Transportprozessen zum Golgi- Aparat hin und zurlick beteiligt.

Die meisten UncA- Interaktionen im BiFC spielen sich in der Region sehr nahe zur
Hyphenspitze ab, wo sich auch der subapikale endozytotische Ring befindet und die
Endosomen entstehen (Taheri-Talesh et al., 2008) und es wird davon ausgegangen, dass es
sich bei den Interaktionen zu Teil auch um die sogenannte Dyneinladezone handelt, da hier
die endozytierten Vesikel fur den retrograden Transport auf Dynein geladen werden (Lenz et
al., 2006). Eine Differenzierung dieser beiden Strukturen wurde bisher nicht beschrieben.

2.4. UncA- vermittelte Transportprozesse - ein zusammenfassendes Modell
Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass UncA

in zahlreichen zellularen
Transportvorgangen wie ER- Golgi, Golgi- Endosomen, Endosomen- TGN und Endosomen-

Langstreckentransport mitwirkt. Die in dieser Arbeit gesammelten Cargos und Adaptoren/

Rezeptoren von UncA wurden in einem Schaubild zusammengefasst (Abb. 55).
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Abbildung 55: Die Rolle UncAs in verschiedenen Transportprozessen in den Hyphen von
A. nidulans. Schon die Abschniirung vom ER bis hin zur Reifung im Golgi und anschlie3ender
Sekretion wird mit Hilfe von UncA- Transporten unterstitzt. Auch friihe und spate Endosomen,
sowie entsprechende Recyclingvesikel werden durch UncA gezielt transportiert. Die Verteilung

von RNA durch UncA erfolgt wahrscheinlich gekoppelt an Endosomen. Abbildung wurde nach
Barrowman et al., 2010 modifiziert.
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3. Kinesin-3 hat in verschiedenen Organismen eine konservierte Rolle

Fur das N. crassa UncA Homolog Nkin2 wurde eine Rolle in der Mitochondrienmotilitat
beschrieben (Fuchs & Westermann, 2005). Interessant ist, dass innerhalb der Ascomyceten
die Mechanismen des mitochondrialen Transports nicht konserviert sind. Wahrend in
A. nidulans und S. cerevisiae Mitochondrien entlang von Aktin transportiert werden (Oakley
& Rinehart, 1985; Suelmann & Fischer, 2000), geschieht dies in N. crassa und S. pombe
hingegen mit Hilfe von MT (Yaffe et al., 1996; Fuchs et al., 2002). Die beobachtete Rolle von
Nkin2 im Mitochondrientransport konnte fir das Homolog UncA in A. nidulans aber
ausgeschlossen werden (personl. Mitteilung N. Zekert). Ob Nkin2 nicht nur biochemisch mit
Mitochondrien assoziiert, sondern diese Interaktion auch in vivo mit Hilfe von
Fluoreszenzmikroskopie zu sehen ist, wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von
Kolokalisierungsexperimenten mit GFP-Nkin2 und MitoTracker untersucht. Eine
Kolokalisierung war aber kaum zu erkennen. Diese Ergebnisse und die Tatsache, dass
Nkin2 in Form von Vesikeln entlang der Hyphen lokalisiert (Abb. 39), legten eine zusatzliche
Rolle in dem Transport von Endosomen nahe, wie es fir dessen Kinesin-3 Homologe UncA
und Kin-3 aus A. nidulans und N. crassa gezeigt wurde. Dass UncA in A. nidulans
Endosomen transportiert, wurde mit Kolokalisierungen von GFP-UncA mit mRFP-TIgB
(einem EE- Marker) und FM4-64, deren Bewegungen in AuncA deutlich reduziert waren,
bestatigt (Zekert & Fischer, 2009). Die Rolle im endosomalen Transport wurde auch fur das
U. maydis Homolog Kin-3 beschrieben (Wedlich-Sdldner, 2002; Schuchardt et al., 2005).

Mit Hilfe von Kolokalisierungen mit Ypt-52, FM4-64 und Nkin2 konnte beobachtet
werden, dass Nkin2 neben Mitochondrien auch mit Endsosomen assoziiert ist. Nahere
Charakterisierung der beiden in dieser Arbeit unabhéngig voneinander hergestellten Ankin2
Stamme, die mit Hilfe von Genotypisierungs- PCRs und Southern Blot Analysen bestatigt
wurden (Abb. 46), zeigten, dass die Ankin2 Homokaryen sowohl makro- als auch
mikroskopische Wachstumsdefekte aufweisen. (Abb. 47, 48). Urspriinglich wurde von einer
starkeren Beeintrachtigung durch die Kinesin-3 Deletion ausgegangen, da das Ausschalten
des Homologs UncA in A. nidulans zu einem kompakten Phanotyp flhrte (Zekert & Fischer,
2009).

Obwohl sich die Endosomen und FM4-64 markierte Vesikel in der Deletion noch
vereinzelt bewegen kdénnen, konnte hier gezeigt werden, dass Ankin2 Akkumulationen von
Ypt52 markierten Endosomen an der Hyphenspitze aufweist. Dies ist auf den ersten Blick
verwundernd, da es Kinesin-3 Motoren sind, die die Cargos erst zu den (+) Enden hin
transportieren. Deswegen stellt sich die Frage, woher diese Akkumulationen stammen.
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Orientierung der MT in N. crassa nicht so spezifisch
zum Apex hin gerichtet ist, wie es in A. nidulans und U. maydis beschrieben wurde (Lenz et

al., 2006; Zhang et al., 2003), sondern gemischter Natur ist (Riquelme et al., 2011; Mourifo-
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Perez et al., 2006). AulRerdem wurde beobachtet, dass das Wachstum der Pilzhyphe
andauert, auch wenn MT depolymerisiert werden, aber es kommt zu einer massiven
Beeintrachtigung der Wachstumsrichtung (Horio & Oakley, 2005). Das bedeutet, dass MT fur
den Transport von Material zur Hyphenspitze in N. crassa nicht essentiell sind, aber
notwenig um die Morphologie der Hyphen aufrechtzuerhalten. Bisher sind keine Daten Uber
den MT- abhangigen Transport von Cargos in N. crassa verfugbar (Riquelme et al., 2011).
Diese Arbeit beschreibt jedoch erstmals den Kinesin-3 abhangigen Transport von
Endosomen in N. crassa und unterstreicht die konservierte Rolle der Kinesin-3 Motoren in
der endosomalen Motilitat.

Die Doppeldeletion von Nkin und Dynein ist nicht lethal, sondern resultierte in einem
additiven Phanotyp (Seiler et al., 1999). Endozytoseprozesse waren in dieser Doppelmutante
nicht beeintrachtigt, was durch FM4-64 Farbung gezeigt wurde. Die Abwesenheit von
spezifischen Motoren in Mutanten wie ro-1 und ro-3 (Dynein/ Dynaktin) und ANkin hat die
antero- und retrograde Motilitdt von Zellkernen nicht beeintrachtigt und es wurde postuliert,
dass der zytoplasmatische Fluss in Primarhyphen den entscheidenden Faktor in solchen
Transportprozessen in N. crassa darstellen kdonnte (Ramos-Garcia et al., 2009). Diese
Resultate zeigen, dass sich das gerichtete Wachstum innerhalb der filamentdsen Pilze
deutlich unterscheidet, allein durch morpholgische Aspkete wie unterschiedliche
Koloniebildungen, aber auch Wachstumsgeschwindigkeiten, die rein physikalisch
unterschiedliche Mechanismen erfordern. Wahrend in N. crassa viele Transportvorgange
zum Apex durch den enormen Zytoplasmafluss bewaltigt werden kénnen, ohne dass aktive
Transportmechanismen notwendig sind, finden diese in A. nidulans und U. maydis aktiv
durch Motoren statt (Ramos-Garcia et al., 2009; Xiang & Fischer, 2004; Steinberg et al.,
2001).

Die in dieser Arbeit erzielten Resultate geben Anlass, dass das Kinesin-3, Nkin2, in
N. crassa neben der Mitochondrienbewegung auch wie in anderen filamentésen Pilzen
konservierte anterograde Transportprozesse von Endosomen vollzieht, wohingegen Nkin
sekretorische Vesikel zum Apex hin transportiert. Der retrograde Transport wird durch
Dynein gewahrleistet, das unter anderem in Vesikel-, Mitochondrien- und Kerntransport
involviert ist (Riquelme et al., 2000; Seiler et al., 1999; Ramos-Garcia et al., 2009). Die neu
erzielten Ergebnisse in den motorabhangigen Transportprozessen von N. crassa wurden in

einem vorlaufigen Modell visualisiert (Abb. 56).
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Spitzenkorper
" D
—
/
1
© Makrovesikel ° Vakuole
é Kinesin-3
@ Mikrovesikel == Mikrotubulus
Dynein
O Endosom mmmmm  modifizierter MT
g Kinesin-1
. Sekretorischer Vesikel ‘ Mitochondrien

Abbildung 56: Modell motorkontrollierter Transportvorgénge in N. crassa. Kinesin-1, Nkin,
transportiert sekretorische Vesikel anterograd in Richtung des Spitzenkérpers. Der
Spitzenkorper selbst setzt sich aus mehreren auleren Makro- und sich im Inneren befindenden
Mikrovesikeln zusammen. Der Spitzenkorper reguliert das Abgeben von Vesikeln zur
Zellwandsynthese und Sekretion. Kinesin-3 bewegt Endosomen anterograd in Richtung
Hyphenspitze und Spitzenkorper; wohingegen Dynein verschiedene Organellen retrograd
transportiert. Nkin2 bevorzugt in jungen Keimlingen und Verzweigungshyphen ein einzelnes
MT- Bundel, welches vermutlich durch PTM stabilisiert wird. Die zusatzliche mitochondriale
Assoziation zu MT wird in N. crassa durch Nkin2 gewahrleistet (Fuchs & Westermann, 2005).

Demnach konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass Nkin2 trotz der bisher einizigartigen
Mitochondrienbewegung auch Endosomen transportieren kann, wie es schon fir die nah
verwandeten filamentdsen Pilze A. nidulans und U. maydis beschrieben wurde.
Interessanterweise binden die rigor Varianten von UncA und Nkin2 spezifisch eine MT-
Subpopulation, was erneut zeigt, dass das Verhalten der Kinesin-3 Motoren zwischen den
beiden Ascomyceten sehr dhnlich ist.

Das Ratsel um die Modifikation und der Funktion dieser selektiven MT- Bindung in
den Hyphen gilt es in der Zukunft zu l6sen. Auch die biologische Relevanz fur den
bidirektionalen Langstreckentransport von Endosomen bleibt bisher ungeklart und stellt eine

Herausforderung dar, dies mit Hilfe gerade mit pilzlichen Modellsystemen erstmals zu klaren.
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VI. Material und Methoden

1. Chemikalien und Materialien

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien stammten, wenn im Text nicht gesondert
erwahnt, von den Firmen Applichem (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich
(Steinheim), Roche (Mannheim), Biozym (Hessisch Oldendorf), Serva (Heidelberg), Merck
(Darmstadt), BioMol (Hamburg) Difco (Augsburg) und Stratagene (Amsterdam, NL).
Restriktionsenzyme und andere DNA- modifizierende Enzyme, sowie DNA-
GroRRenstandards wurden bei New England Biolabs (Frankfurt), Amersham (Freiburg),
Takara (Clontech, Madison USA) und Thermo Fisher Scientific (Bonn) bezogen. Calbiochem
(Heidelberg) lieferte das Miracloth Filtermaterial, Nitrocellulosemembranen (Hybond-N) fiir
Southern Blots wurden bei Amersham, die Nitrocellulosemembranen fir Western Blots
wurden hingegen bei Schleicher and Schuell (Dassel, Germany) bezogen und Hartenstein
(Warzburg) lieferte die PVDF-Membranen. Als Protein- Molekulargewichtsmarker wurden
Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard von Invitrogen (Karlsruhe) und PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific (Bonn) verwendet. DAPI,
Propidiumiodid, Hoechst und FM4-64 wurden von Molecular Probes (Burlingame, USA)

bezogen.

2. Gerate

Tabelle 4: Verwendete Gerite.

Gerat Typ/ Bestandteile Hersteller

Autoklaven Systec 3850 ELV Systec GmbH, Wettenberg
Systec VE-75 Systec GmbH, Wettenberg

Zentrifugen Beckman J2-21 Zentrifuge Beckman Coulter, Krefeld

Beckman L8-70M Ultrazentrifuge =~ Beckman Coulter, Krefeld
Eppendorf 5415R, 5415D, 5424 Eppendorf, Hamburg

Sorvall RC 6+ Thermo Fisher Scientific, Bonn
Universal 320R Hettich, Tuttlingen
Multifuge 1S-R Heraeus Instruments,
Osterode
Inkubatoren/Schittler Minitron Al 72 Inforrs AG, Bottmingen
Heraeus 6000 Heraeus Instruments,
Osterode
UV- cross Linker UV Stratalinker 2400 Stratagene, Waldbronn
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Gelscanner

Spektralphotometer

Heizblock

PCR - Cycler

Luminometer

Hybridisierungsofen

Elektroporationsgerat

Elektrophorese Systeme

Elektrophorese Power
Supply

Mikroskope
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SnapScan1236u

Nano drop ND-1000
6505 UV/Vis Spektrophotometer

Thermomixer 5436

T3 Thermocycler

Personal Cycler
Chemi-Smart 5100

Personal HybTM
HL-2000 HybriLinker

Gene Pulser Il, Pulse Controller

Mini-Trans-blot
Mini-PROTEAN Tetra Cell

Power Pac 3000

Axio Imager. Z1.

Eclipse E200

SPD5 confocal microscope
LSM-510 Meta laser scanning

confocal microscope

Agfa, Koln

PeQLab, Erlangen
Jenway, UK

Eppendorf, Hamburg

Bayer, Leverkusen

Biometra, Goéttingen
PeQLab, Erlangen

Stratagene, Waldbronn
UVP Laborprodukte

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

Zeiss, Deutschland
Nikon, Japan
Leica, Deutschland

Zeiss, Deutschland

3. Organismen

A. nidulans, N. crassa, E. coli und S.cerevisiae Stamme, mit denen in dieser Arbeit

gearbeitet wurde, sind den folgenden Tabellen aufgefihrt.

3.1. Aspergillus nidulans Stamme

Tabelle 5: Ubersicht iiber Genotyp und Herkunft der verwendeten A. nidulans Stimme.

Stamm Genotyp Quelle

AnKin2e  PyrG89; AargB::troCAB; pyroA4; AkinA::pyrG (AkinA) (Requena et al., 2001)
SNR1 pabaA1; wA3; AargB::trpCAB; AkipA::pyrd; veAT (AkipA) (Konzack et al., 2005)
SSK72 WA3; AkipA::pyrd; AkinA::pyrd; veA1 (AkipAAKinA) (Konzack et al., 2005)
TNO2A3 pyrG89; argB2, nkuA::argB; pyroA4; veA1 (Nayak et al., 2006)
RMSO11 pabaA1l, yA2; AargB::trpCAB; trpC801 (Stringer et al., 1991)
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SNG40

SNG52

SNZ9
SNZ14

SNZ36
SNZ54

SNZ68

SCoS5

SCoS6

SCoS7

SCoS10

SCoS15

SCoS16

SCo0S20

SCoS23

SCoS24

SCoS31

SCoS33

SNZ54 (alcA::mcherry::uncA™®) transformiert mit
fabM::GFP::pyro Kassette; veA1

TNO2A3 transformiert mit pNG24; pyroA4; veA1
(alcA(p)::sGFP::pab1'%®)

TNO2A3 transformiert mit pNZ13; pyrG89; veA1 (AuncA)

TNO2A3 transformiert mit pNZ15; pyroA4; veA1
(GFP-UncA"®)

SNZ9 gekreuzt mit AnKin26 (uncA und kinA Doppeldeletion)

TNO2A3 transformiert mit pNZ15; pyroA4; veA1
(MRFP-UncA")

TNO2A3 transformiert mit pNZ58; pyroA4; veA1
(alcA::GFP::tigB)

SNZ9 transformiert mit pCoS12
(alcA(p)::sGFP::uncA™* 1-379aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS13
(alcA(p)::sGFP::uncA™" 1-618aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS10
(alcA(p)::mMRFP::uncA™ 1-1474aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS17
(uncA(p)::sGFP::uncA™ 1-511aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS35
(uncA(p)::sGFP::uncA™ 1-1316aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS38
(uncA(p)::sGFP::uncA™* 1-1402aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS13
(uncA(p)::sGFP::uncA™" 1-841aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS44 (FP1)
(uncA(p)::sGFP::kinA1-348aa::uncA373-1630aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS46 (FP1"%")
(uncA(p)::sGFP::kinA"°"1-348aa::uncA 373-1630aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS21
(uncA(p):::sGFP::uncA™ (vollstandig); veAT

SRL1 (AkipA) transformiert mit pCoS44 (FP1)
(uncA(p)::sGFP::kinA 1-348aa::uncA 373-1630aa); veA1

N. Grin

N. Griin

(Zekert et al.,2009)
(Zekert et al., 2009)

(Zekert et al., 2009)
(Zekert et al.,2009)

(Zekert et al.,2009)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

(Seidel et al., 2012)

diese Arbeit

diese Arbeit
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SCoS36

SCoS40

SCoS42

SCoS44

SCoS49

SCoS51

SCoS53

SCoS55

SCoS57

SCoS58

SCoS61

SCo0S62

SCoS64

SCoS72

SCoS73

SCoS75

SCoS77

100

AnKin26 transformiert mit pCoS44 (FP1)
(uncA(p)::sGFP::kinA 1-348::uncA 373-1630aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS62
(uncA(p)::sGFP::uncA™* 1-379::1316-1402aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS55
(uncA(p)::sGFP::uncA™°" 1-386aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS61 (FP2"%")
(uncA(p)::sGFP::uncA™ 1-379::kinA 343-927aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS60 (FP2)
(uncA(p)::sGFP::uncA 1-379aa::kinA 343-927aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS65
(alcA(p)::sGFP::uncA 1-379::1316-1402aa); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS67 (FP3"")
(uncA(p)::sGFP::kipA™ 1-559::uncA 401-1631aa); veAT

SNZ9 transformiert mit pCoS74 (FP4"")
(uncA(p)::sGFP::uncA™°" 1-379bp::kipA 543-890aa); veA1
SNZ14 transformiert mit pCoS73

(Q1314stop Komplementation); veA1

SNZ14 transformiert mit pCoS72
(A1402stop Komplementation); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS80 (uncA ohne FHA)
(uncA(p)::sGFP::uncA™ ohne FHA); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS81 (UncA ohne CCs)
(uncA(p)::sGFP::uncA™ ohne CC2+CC3); veA1

SNZ9 transformiert mit pCoS10
(alcA(p)::sGFP::uncA 1-1474aa); veA1

AkinAAKipA transformiert mit pCoS77 (FP5")
(uncA(p)::sGFP:: kinA 1-348aa::kipA 543-890aa; veA1

AkinADkipA transformiert mit pCoS79 (FP6"™")
(uncA(p)::sGFP:: kipA™" 1-555aa:: kinA 343-928aa); veAT

SNZ9 transformiert mit pCoS75 (UncA ohne 80aa Region)
(uncA(p)::sGFP::uncA ohne 80aa); veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS92
(alcA(p)::sGFP::srgA>"®™); pyroA4; veA1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(Seidel et al., 2012)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(Seidel et al., 2012)

diese Arbeit
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SCoS78

SCoS79

SCoS81

SCo0S82

SCoS83

SCoS84

SCoS85

SCoS86

SCoS87

SCoS89

SCo0S92

SCoS93

SCo0S95

SCoS97

SCoS98

SCo0S99

SCo0S106

TNO2A3 transformiert mit pCoS93
(alcA(p)::sGFP::srgB>***); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS94
(alcA(p)::sGFP::wafA®*®™™): pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS96
(aIcA(p)::sGFP::refBBMbp); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS97
(alcA(p)::sGFP::AN1646%°P); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS98
(alcA(p)::sGFP::sitB¥); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS99
(alcA(p)::sGFP::AN0865%%P); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS100
(alcA(p)::sGFP::AN10190%%P); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS101
(alcA(p)::sGFP::mcnA’"): pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS102
(alcA(p)::sGFP::refA%®®): pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS104
(alcA(p)::sGFP::AN6009%?P); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS111
alcA(p)::sGFP::ervA”'®™): pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit ArefA-Deletionskasette;
pyroA4; veA1

TNO02A3 transformiert mit ArefB-Deletionskasette;
pyroA4; veA1

SNZ14 transformiert mit pCoS135
(Komplementationskonstrukt uncA®®%?): veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS133
(refB(p)::GFP::refB*%®); veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS132
(refA(p)::GFP::refA% " veA1

TNO2A3 transformiert mit AAN5378-Deletionskasette (sitB);
pyroA4; veA1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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SCoS107 TNO2A3 transformiert mit AmcnA-Deletionskasette; diese Arbeit
pyroA4; veA1

SCoS108 TNO2A3 transformiert mit AwafA-Deletionskasette; diese Arbeit
pyroA4; veA1

SCoS111  TNO2A3 transformiert mit pCoS122 und pNZ-S139 diese Arbeit
(alcA(p)::YFPC::srgA*®®: alcA(p)::-YFP"::unc™**®); veA1

SCoS112  TNO2A3 transformiert mit pCoS115 und pNZ-S139 diese Arbeit
(alcA(p)::YFPC::sitB*™®: alcA(p)::-YFP"::uncA™**®);
veA1l

SCo0S113  TNO2AS transformiert mit pCoS127 und pNZ-S139 diese Arbeit
(alcA(p)::YFPC::ervA®®: alcA(p)::YFP"::uncA ™%,
veA1

SCoS114  TNO2A3 transformiert mit pCoS123 und pNZ-S139 diese Arbeit
(alcA(p)::YFPC::srgB>*®; alcA(p)::YFP"::uncA™*"™);
veA1

SCoS116  AmcnA transformiert mit pNZ15 und 1531 diese Arbeit
(alcA(p)::sGFP::uncA™ *%%): yeA1

SCoS117  AsitB transformiert mit pCoS21 diese Arbeit
(uncA(p)::sGFP::uncA™); veA1

SCo0S122 AuncA transformiert mit pCoS135 diese Arbeit

(uncA(p)::sGFP::uncA™ ohne 80aa); veA1

SCo0S124  SNZ14 transformiert mit pCoS135
(uncA(p)::sGFP::uncA™ ohne 80aa); veA1

(Seidel et al., 2012)

SCo0S126  TNO2A3 transformiert mit pCoS155 und pCoS150
(aIcA(p)::YFPC::uncAta"; aIcA(p)::YFPN::tubA); veAT

(Seidel et al., 2012)
(Seidel et al., 2012)

SCo0S127 TNO2A3 transformiert mit pCoS156
(alcA(p)::sGFP::uncA™); veA1

(Seidel et al., 2012)

SCo0S128 TNO2A3 transformiert mit pCoS157
(alcA(p)::sGFP::kinA™ B5L8); veA1

diese Arbeit

SCo0S129 SNZ9 transformiert mit pCoS138
(uncA(p)::sGFP::uncA ohne 80aa); veA1

(Seidel et al., 2012)

SCo0S136 AkinA transformiert mit pCoS176 diese Arbeit
(alcA(p)::sGFP::kinA""® 14"%° "9 g5 8): veA1; argB2
SCo0S137  AkinA transformiert mit pCoS166 diese Arbeit

(alcA(p)::sGFP::kinA""® -4"%° 9" G731+86aa); veA1; argB2
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SCo0S138

SCo0S139

SCo0S140

SCoS141

SCoS143

SCoS144

SCoS145

SCo0S146

SCoS147

SCoS149

SCo0S150

SCoS151

SCo0S156

SCoS157

SCo0S158

SCo0S159

VI. MATERIAL UND METHODEN

AkinA transformiert mit pCoS165
(alcA(p)::sGFP::kinA"" 1479 9" o A1 argB2

TNO2A3 transformiert mit pCoS175
sitB(p)::sGFP::sitB®*?); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit AervA-Deletionskasette;

pyroA4; veA1

AuncA transformiert mit pCoS148
(uncA(p)::sGFP::uncA ohne 6R); veA1

AkinA transformiert mit pCoS167
(alcA(p)::sGFP::kinA""® "% 9" N904+86aa); veA1; argB2

SNZ54 (alcA::mcherry::uncA™®) transformiert mit pCoS176
(alcA(p)::sGFP::kinA™"® 1498 9o 35) 8): veA1;

TNO2A3 transformiert mit pCoS186
(alcA(p)::sGFP::ANO706%*"); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS187
(alcA(p)::sGFP::AN4207°"%°); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS188
(alcA(p)::sGFP::AN6323°"°°); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pNG11
(srgB(p)::sGFP::srgB>**®); pyroA4; veA1

AuncA transformiert mit pNG11
(srgB(p)::sGFP::srgB°**®); veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS185
(alcA(p)::sGFP::AN12171%°™): pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit nudM::sGFP::pyrG::RB Kassette
(nudM(p)::nudM::sGFP); pyroA4; veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS200 und pCoS209
(alcA(p)::YFPN::AN12171%"%: alcA(p)::YFPC::uncA®);
veA1l

TNO2A3 transformiert mit pCoS201 und pCoS209
(alcA(p)::YFPN::AN0706%; alcA(p)::YFPC::uncA*®);
veA1l

TNO2A3 transformiert mit pCoS202 und pNZ-S139

(alcA(p)::-YFPC®::AN4207°"8%; alcA(p)::YFPN::uncA ™)
veA1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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SCo0S160

SCoS161

SCo0S162

SCo0S163

SCo0S163

SCoS164

SCo0S165

SCo0S166

SCoS167

SCoS168

SCo0S169

TNO2A3 transformiert mit pCoS206 und pCoS209
(alcA(p)::YFP"::synA®™; alcA(p)::YFPC::uncA®®);
veAT

TNO2A3 transformiert mit pCoS207 und pNZ-S139
(alcA(p)::YFPC::chsB'™®; alcA(p)::YFP"::uncA®);
veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS208 und pNZ-S139
(alcA(p)::YFPC::chcA"™*; alcA(p)::YFP"::uncAP);
veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS203 und pNZ-SI39
(alcA(p)::YFPC::AN6323°"%: alcA(p)::YFP"::uncA™>*%);
veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS203 und pNZ-SI39
(alcA(p)::YFPC::AN6323°"%: alcA(p)::YFP"::uncA™>*%);
veA1

TNO2A3 transformiert mit gIsA::YFPC::pyrG::RB Kassette
und pNZ-SI39 (glsA(p)::glsA::YFPC;
alcA(p)::-YFPN::uncA™%%): veA1

TNO2AS transformiert mit fabM::YFPC::pyrG::RB Kassette
und pNZ-SI39 (fabM(p)::fabM::YFP®;
alcA(p)::-YFPN::uncA™%%): veA1

TNO2AS transformiert mit bglA::YFPC::pyrG::RB Kassette
und pNZ-SI39 (bglA(p)::bglA::YFPC;
alcA(p)::-YFPN::uncA™*): veA1

TNO2A3 transformiert mit nudM::YFPC::pyrG::RB Kassette
und pNZ-SI39 (nudM(p)::bglA::YFPC;
alcA(p)::-YFPN::uncA™%%): veA1

TNO2A3 transformiert mit pCoS210 und pNZ-S139
(alcA(p)::-YFPC::pab1'%®: ajcA(p)::YFP"::uncA*);
veA1l

TNO2A3 transformiert mit pCoS211
(srgA(p)::sGFP::srgA™"® ¥"%°): pyroA4; veA1

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

104



3.2. Neurospora crassa Stamme

VI. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 6: Ubersicht iiber Genotyp und Herkunft der verwendeten N.crassa Stimme.

Stamm Genotyp Quelle

N9717 Amus-51::bar’; his-3; mat A FGSC

N2524 rid? his-3"::ccg-1(p)::bml::sGFP; mat a Freitag et al., 2004

N2281 rid~"%; his-3*::ccg-1(p):: 1-hH1::sGFP; mat a Freitag et al., 2004

NCoS1 N9717 transformiert mit pCoS139 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::mcherry::nkin2""); mat A

NCoS2 N9717 transformiert mit pCoS136 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::mcherry::nkin2); mat A

NCoS3 N9717 transformiert mit pCoS172 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin2); mat A

NCoS4 N9717 transformiert mit pCoS173 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin2""); mat A

NCoS5 N9717 transformiert mit pCoS182 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin); mat A

NCoS6 N9717 transformiert mit pCoS183 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin "); mat A

NCoS7 N9717 transformiert mit pCoS204 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::ypt52); mat A

NCoS8 N9717 transformiert mit Ankin2 Deletionskassette diese Arbeit
(Ankin2::hph); his-3; mat A

NCoS10 N9717 transformiert mit pCoS212 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin3); mat A

NCoS11 N9717 transformiert mit pCoS213 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin3™°"); mat A

NCoS12 Ankin2 transformiert mit pCoS204 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::ypt52); mat A

NCoS13 Ankin2 transformiert mit pCoS172 diese Arbeit
(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin2""); mat A

NCoS14 diese Arbeit

Ankin2 transformiert mit pCoS173

(his-3"::ccg-1(p)::sGFP::nkin2""); mat A
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3.3. Saccharomyces cerevisiae Stamme

Tabelle 7: Ubersicht iiber Genotyp und Herkunft der verwendeten S. cerevisiae Stimme.

Stamm Genotyp Quelle

AH109 MATa, trp1901,leu2-3,112, ura3-52,his3-200, gal4A, Clontech,
gal80A, LYS2 :: GALTUAS-GAL1TATA-His3, GAL2UAS- Heidelberg
GAL2TATA-Ade2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ, MEL1

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, Clontech,
112, gal4A, met—, gal80A, URA3::GAL1yas-GAL 1 1ata-lacZ Heidelberg

yCoS1 Y187 transformiert mit pCoS82 (fubA in pGADT7) diese Arbeit

yCoS3 Y187 transformiert mit pCoS84 (tubB in pGADT7) diese Arbeit

yCoS4 AH109 transformiert mit pCoS85 diese Arbeit
(uncA ©"°"MePH (951-1497aa) in pGBKT7)

yCoS5 AH109 transformiert mit pCoS86 diese Arbeit
(uncA ®"'™"H (951-1631aa) in pGBKT?7)

yCoS6 AH109 transformiert mit pCoS87 diese Arbeit
(uncA™* (1-390aa) in pGBKT7)

yCoS7 Y186 transformiert mit pCoS88 diese Arbeit
(uncA"™" (1-390aa) in pGADT7)

yCoS8 AH109 transformiert mit pCoS89 diese Arbeit
(uncA®" (352-1631aa) in pGBKT7)

yCoS9 Y187 transformiert mit pCoS90 diese Arbeit
(uncA®" (352-1631aa) in pGADT7)

yCo0S10 Y187 transformiert mit pCoS129 diese Arbeit
(refB (cDNA) in pGADTY7)

yCoS11 Y187 transformiert mit pCoS134 diese Arbeit
(refA (cDNA) in pGADT7)

yCo0S12 AH109 transformiert mit pCoS128 diese Arbeit
(srgA (cDNA) in pGBKT7)

yCoS13 AH109 transformiert mit pCoS131 diese Arbeit
(srgB (cDNA) in pGBKT7)

yCoS14 AH109 transformiert mit pCoS130 diese Arbeit
(uncB (cDNA) in pGBKT7)

yCoS15 Y187 transformiert mit pCoS154 (tubA'Yin pGADTY7) diese Arbeit

yCoS16 Y187 transformiert mit pCoS153 (tubB'Y in pGADT7) diese Arbeit
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3.4. Escherichia coli Stamme

Tabelle 8: Ubersicht iiber Genotyp und Herkunft der verwendeten E. coli Stimme.

Stamm Genotyp Quelle
Top10 F* mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC), $80, lacZ AM15 Invitrogen,
AlacX74, nupG, recA1, araA139 A(ara-leu) 7679, galE15  Karlsruhe
rpsL(StrR) endA1 A
XL1-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, Stratagene,
lac[F’proAB lacl® ZAM15: Tn10 (TetR)] Amsterdam
4. Plasmide

Alle Plasmide wurden in chemokompetente Top10 E. coli Zellen transformiert und werden in

Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Ubersicht iiber Genotyp und Herkunft der verwendeten Plasmide.

Stamm Genotyp Quelle
ccg-1::GFP ccg-1(p)::sGFP; 3'-his-3 flank; Amp" Honda & Selker,
2009
pJV16 ccg-1(p)::mcherry::sGFP; 3’-his-3 flank; AmpR J. Verdin,
pCR2.1 Vektor fir Zwischenklonierungen (TOPO); AmpR Invitrogen,
Karlsruhe
pCMB17apx  alcA(p)::GFP, fir N-terminale Fusion von GFP mit GOl Efimov et al. (2006)
enthalt N. crassa pyr4; AmpR
pGBKT7 Yeast Two-Hybrid bait Vector, Gal4-BD, Trp Clontech
pGADT7 Yeast Two-Hybrid prey Vector, Gal4-AD, Leu Clontech
pNZ15 alcA(p)::YFPC::uncA™° %% mit Ascl-Pacl in pCMB17apx Zekert et al. (2009)
pNZ64 alcA(p)::GFP::tubA*™® mit Ascl-Pacl in pCMB17apx N. Zekert
pNZ-SI39 alcA(p)::YFP::uncA*®® mit Ascl-Pacl in pCMB17apx N. Zekert
mit pyroA statt pyr4
pNZ-Sl40 alcA(p)::YFPC::uncA*® mit Ascl-Pacl in pPCMB17apx N. Zekert
pNZ-Si49 1.5-kb uncA(p) Fragment in pAS3 mit Kpnl-EcoRI Zekert et al. (2009)
pNZ-SI71 alcA(p)::mRFP1::uncA (cDNA) mit Ascl-Pacl in pCMB17apx N. Zekert
pCS4-NZ pCS2-NZ Mutagenese um G97E Mutation in den p-loop Zekert et al. (2009)
von UncA einzufiigen, (KinA™")
pSK275 ptrA - Pyrithiamin Resistenz als Selektionsmarker Kubodera et al.
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pNG2
pNG6
pNG10
pNG11
pNG16
pNG24
1531
pDV25

pCoS10

pCoS12
pCoS13
pCoS17

pCoS21

pCoS24

pCoS35

pCoS38

pCoS44

pCoS46

pCoS46

pCoS60

pCoS61

pCoS62

108

ach(p)::sGFP::synA357b” mit Ascl-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::chsB"***® mit Ascl-Pacl in pPCMB17apx
srgA(p)::GFP::srgA378bb mit Ascl-Pacl in pCMB17apx
srgB(p)::GFP::argB539bb mit Ascl-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::chcA1000bp mit Ascl-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::pab1'°® mit Ascl-Pacl in pPCMB17apx

A. fumigatus pyro Resistenzplasmid
alcA(p)::sGFP::kinA1-3100bp mit Ascl-Pacl in pCMB17apx

alcA(p)::sGFP::uncA™°"1-1474aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx

alcA(p)::sGFP::uncA™°1-379aa mit Ascl-Pacl in pPCMB17apx
alcA(p)::sGFP::uncA"™°1-618aa mit Ascl-Pacl in pPCMB17apx
alcA(p)::sGFP::uncA™°1-511aa mit Ascl-Pacl in pPCMB17apx

uncA(p)::sGFP::uncA™ (vollstandig) mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx mit pyroA statt pyr4

uncA(p)::sGFP::uncA™°1-841aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx

uncA(p)::sGFP::uncA"1-1316aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx

uncA(p)::sGFP::uncA"°1-1402aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx

uncA(p)::sGFP::kinA1-348aa::uncA373-1630aa mit EcoRlI-
Pacl in pCMB17apx (FP1)

uncA(p)::sGFP::kinA""1-348aa::uncA373-1630aa mit EcoRI-
Pacl in pCMB17apx (FP1"")

uncA(p)::sGFP::kinA"'1-348aa::uncA373-1630aa mit EcoRI-
Pacl in pCMB17apx (FP1"%"

uncA(p)::sGFP::uncA1-445aa::kinA343-928aa mit EcoRl
Pacl in pCMB17apx (FP2)

uncA(p)::sGFP::uncA™°1-445aa::kinA343-928aa mit
EcoRI-Pacl in pCMB17apx (FP2"%")

uncA(p):: sSGFP::uncA"°"1-1137aa::uncA1316-1402aa mit

(2000)

N. Grin
N. Grin
N. Grin
N. Grin
N. Grin

N. Griin

D. Veith

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012
Seidel et al., 2012
Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pCoS65

pCoS66

pCoS67

pCoS72

pCoS73

pCoS74

pCoS75

pCoS76

pCoS77

pCoS78

pCoS79

pCoS80

pCoS81

pCoS83
pCoS84
pCoS85
pCoS86

pCoS87

EcoRI-Pacl in pCMB17apx

alcA(p):: sGFP::uncA™1-1137aa::uncA1316-1402aa mit
Ascl-Pacl in pPCMB17apx

alcA(p):: sGFP::uncA™1-1137aa::uncA1316-1402aa mit
Ascl-Pacl in pPCMB17apx

uncA(p)::sGFP::kipA"°1-555aa::uncA 373-1630aa mit
EcoRI-Pacl in pCMB17apx (FP3"%")

SNZ14 Komplementationskonstrukt um A1402stop
Mutation einzufiigen (Ascl-uncA-tail-Pacl-pyro-Notl-uncA-
RB-Ascl) in Topo2.1

SNZ14 Komplementationskonstrukt um Q1314stop
Mutation in Topo2.1n einzufligen (Ascl-uncA-tail-

Pacl-pyro-Notl-uncA-

uncA(p)::sGFP:: uncA™1-445aa::kipA 543-890aa mit
EcoRI-Pacl in pCMB17apx (FP4")

uncA(p)::sGFP::uncA™ ohne 1316-1402aa mit Ascl-Pacl

in pCMB17apx (UncA®®%%2)

uncA(p)::sGFP:: kinA"°"1-348aa::kipA 543-890aa mit
EcoRI-Pacl in pCMB17apx (FP5"%")

uncA(p)::sGFP:: kinA1-348aa::kipA 543-890aa mit EcoRI-
Pacl in pCMB17apx (FP5)

uncA(p)::sGFP:: kipA1-555aa:: kinA343-928aa mit EcoRI-
Pacl in pCMB17apx (FP6)

uncA(p)::sGFP:: kipA"°1-555aa:: kinA343-928aa mit
EcoRI-Pacl in pCMB17apx (FP6"")

uncA(p)::sGFP::uncA™* ohne 495-596aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx (UncA%™4)

uncA(p)::sGFP::uncA™ ohne 679-823aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx (UncA®cc?)

uncA"°1-390aa in pGADT7 (UncA™)

tubB (cDNA) mit Xbal-Clal in pGADT7

uncA 951-1497aa mit EcoRI-Smal in pGBKT7 (uncA®' °™® P

uncA 951-1631aa mit EcoRI-Smal in pGBKT7 (uncA™ ™ P

uncA"™" 1-390aa mit EcoRI-Smal in pGBKT7 (UncA™")

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pCoS88
pCoS89
pCoS90
pCoS92
pCoS93
pCoS94
pCoS96
pCoS97
pCoS98
pCoS99
pCoS100
pCoS101
pCoS102
pCoS104
pCoS111
pCoS112
pCoS113
pCoS114
pCoS115
pCoS116
pCoS117
pCoS118
pCoS119
pCoS120
pCoS121
pCoS122
pCoS123
pCoS124
pCoS125

pCoS126
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uncA 1-390aa) mit EcoRI-Xbal in pGADT7 (UncA™"")
uncA3 52-1631aa mit EcoRI-Smal in pGBKT7 (UncA®™")
uncA352-1631aa mit EcoRI-Smal in pGADT7 (UncA™")
a/cA(p)::sGFP::srgA378bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::srgB39bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::wafA357bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::refB801bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::AN1646%°" mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::sitB86bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::AN0865%°°" mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::AN10190°*°° mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::man775bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::refA938bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::AN6009**** mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
a/cA(p)::sGFP::ervA916bp mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::YFP"::srgA>"® mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
a/cA(p)::YFPN::srgB539bp mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFPC::wafA**™ mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFPC::sitB** mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFP::menA’"* mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFP"::ervA®'®® mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFP"::refB* "™ mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFP"::refA%®p mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFPC::refB*" mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
a/cA(p)::YFPC::man775bp mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
aIcA(p)::YFPC::srgA378bp mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFPC::srgB*** mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFPN::wafA®*® ™ mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
alcA(p)::YFP"::sitB**® mit Asc1-Pacl in pMCB17apx

alcA(p)::YFPN::menA’"* mit Asc1-Pacl in pMCB17apx

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pCoS127
pCoS128
pCoS129
pCoS130
pCoS131

pCoS132

pCoS133

pCoS134

pCoS135

pCoS136

pCoS138

pCoS139

pCoS143
pCoS144
pCoS145
pCoS146
pCoS147

pCoS148

pCoS149

pCoS150

pCoS151

a/cA(p)::YFPC::ervA916bp mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
srgA (cDNA) mit Xbal-BamHI in pGBKT7

refB (cDNA) mit Xbal-Sacl in pGADT7

uncB (cDNA, 2.ATG) mit Ndel-Clal in pGADT7

srgB (cDNA) mit Xbal-BamH]I in pGBKT7

refA(p)::sGFP::refA938bp mit EcoRI-Pacl in
pMCB17apx

refB(p)::sGFP::refB**"™ mit EcoRI-Pacl in
pMCB17apx

refA (cDNA) mit Xbal- Xhol in pGADT7

SNZ14 Komplementationskonstrukt ohne 80aa (1316-1402)
(Ascl-uncA-tail-Pacl-pyro-Notl-uncA-RB-Ascl) in
Topo2.1

NKin2 (vollstandig) mit Pacl-EcoR1 in pJV16
ccg-1(p)::mcherry::nkin2

uncA(p)::sGFP::uncA ohne 1316-1402aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx (UncA®®%%2)

NKin2"" (vollstandig) mit Pacl-EcoR1 in pJV16

rigor

ccg-1(p)::mcherry::nkin2
alcA(p)::sGFP::Umkin-3 mit Asc1-Pacl in pMCB17apx
ervA (cDNA) mit EcoRI- Xbal in pGADT7

AN6009 (cDNA) mit Ndel- Xbal in pGADT7

wafA (cDNA) mit EcoRI- Xbal in pGADT7

AN10190 (cDNA) mit EcoRI- Xbal in pGADT7

uncA(p)::sGFP::uncA ohne 1390-1396aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx (UncA®™"°F)

SNZ14 Komplementationskonstrukt ohne 6R (1390-
1396aa) (Ascl-uncA-tail-Pacl-pyro-Notl-uncA-RB-Ascl) in
Topo2.1

alcA(p)::YFPC::tubA*'*®® (inkl. Terminator) mit Ascl- Pacl
in pPCMB17apx

alcA(p)::YFP::tubA*'**® (inkl. Terminator) mit Ascl- Pacl
in pPCMB17apx mit pyroA statt pyr4

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012
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pCoS153
pCoS154

pCoS155

pCoS156

pCoS157

pCoS165

pCoS166

pCoS167

pCoS168

pCoS172
pCoS173

pCoS175

pCoS176

pCoS177

pCoS178

pCoS179

pCoS181

pCoS182
pCoS183

pCoS185

112

tubB" (cDNA) mit Xbal-Clal in pGADT7 (TubB®"")
tubA™ (cDNA) with Xbal-Clal in pGADT7 (TubA®"")

a/cA(p)::YFPC::uncA373—1630aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx (uncA®")

alcA(p)::sGFP::uncA373-1630aa mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx (uncA®")

alcA(p)::sGFP::kinA"*1-1300bp mit modifiziertem B5L8
loop mit Ascl-Pacl in pCMB17apx mit pyroA statt pyr4
(KinA™" B5L.8)

alcA(p)::sGFP::kinA™" (vollstandig) mit Ascl-Pacl in
pCMB17apx mit pyroA statt pyr4

alcA(p)::sGFP::kinA""-Kpnl-G731-uncA®®* in pCMB17apx
mit pyroA statt pyr4

alcA(p)::sGFP::kinA"®-Kpnl-N904-uncA® in
PMCB17apx mit pyroA statt pyr4

alcA(p)::mRFP::kinA"°" %% mit modifiziertem B5L8
loop mit Ascl-Pacl in pCMB17apx mit pyroA statt pyr4

(KinA™" B5L.8)
ccg-1(p)::sGFP::nkin2 mit Xba1-Pacl in ccg-1::GFP
ccg-1(p)::sGFP::nkin2™ mit Xba1-Pacl in ccg-1::GFP

sitB(p)::sGFP::sitB¥* mit Ascl und Pacl in
PMCB17apx

alcA(p)::sGFP::kinA™" (vollstandig) mit Ascl und Pacl in
pMCB17apx; pyroA statt pyr4 (KinA"* B5L8)

ccg-1(p)::sGFP::uncA™" (cDNA) mit Xba1 and Pacl in
ccg-1::GFP

sitB (cDNA) mit EcoRI and Xbal in pGADT7

ccg-1(p)::sGFP::uncA (cDNA) mit Xba1 and Pacl in
ccg-1::GFP

ccg-1(p)::sGFP::kinA™" (vollstandig) mit modifizierter 5L8
Schleife in ccg-1::GFP (KinA"™ B5L8)

ccg-1(p)::sGFP::Nkin mit Xba1 and Pacl in ccg-1::GFP
ccg-1(p)::sGFP::Nkin"®" mit Xba1 and Pacl in ccg-1::GFP

alcA(p)::sGFP::AN12171%" mit Asc1-Pacl in pCMB17apx

diese Arbeit

diese Arbeit

Seidel et al., 2012

Seidel et al., 2012

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pCoS186
pCoS187
pCoS188
pCoS200
pCoS201
pCo0S202
pCoS203
pCoS204
pCoS206
pCoS207
pCoS208

pCoS209

pCoS210

pCoS211

pCoS212

pCoS213

alcA(p)::sGFP::AN0706%%*°® mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::AN4207°"®" mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::sGFP::AN6323”"°" mit Asc1-Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::YFPN::AN12171%" mit Ascl- Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::YFPY::ANO706%**° mit Ascl- Pacl in pPCMB17apx
alcA(p)::YFPC::AN4207°"®"" mit Ascl- Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::YFPC::AN6323°"** mit Ascl- Pacl in pPCMB17apx
ccg-1(p)::sGFP::Ypt52 mit Xba1 and Pacl in ccg-1::GFP
a/cA(p)::YFPN::synA357bp mit Ascl- Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::YFPC::chsB' mit Ascl- Pacl in pCMB17apx
alcA(p)::YFPC::chcA™ mit Ascl- Pacl in pPCMB17apx

alcA(p)::YFPC::uncA* mit Ascl- Pacl in pCMB17apx
pyroA statt pyrd

alcA(p)::YFPC::pab1'%%P mit Ascl- Pacl in pPCMB17apx

srgA::sGFP::srgA (vollstandig) mit Ascl- Pacl in
pCMB17apx

ccg-1(p)::sGFP::Nkin3 mit Xba1 and Pacl in ccg-1::GFP

ccg-1(p)::sGFP::Nkin3"%" mit Xba1 and Pacl in ccg-1::GFP

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

5. Kultivierung der Organismen

Die A. nidulans- und E. coli- Kulturen wurden aerob bei 37°C, N. crassa bei 28°C und

S. cerevisiae- Kulturen bei 30°C inkubiert. Flissigkulturen wurden bei 180-200 rpm in

Erlenmeyerkolben in Schittelinkubatoren gezichtet. Fir Festmedien wurden 15 g Agar pro

Liter Medium eingewogen. Die verwendeten Medien zur Anzucht von E. coli wurden je nach

Versuchsansatz mit verschiedenen Antibiotika supplementiert (Tab. 11); die S. cerevisiae

und A. nidulans- und N. crassa Medien wurden mit verschiedenen Auxotrophiemarkern

versetzt (Tab. 13, Tab.15). Hitzeempfindliche Lésungen, wie Antibiotika, Aminosauren und

Vitamine wurden sterilfiltriert (Sterilfilter mit 0,2 ym PorengréRe, Schleicher & Schuell,

Dassel).
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5.1. Kultivierung von E. coli

E. coli- Kulturen wurden aerob bei 37°C inkubiert und Flissigkulturen wurden bei 180-
200 rpm in Erlenmeyerkolben in Schittelinkubatoren geziichtet. Die verwendeten Medien zur
Anzucht von E. coli wurden je nach Versuchsansatz mit verschiedenen Antibiotika

supplementiert (Tab. 11).

Tabelle 10: Medien fiir E.coli.

Medium Zusammensetzug pro Liter
Luria Bertani (LB) 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; pH 7.5
SOC 20 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 0,5 g NaCl; 0,19 g KCl;

2 g MgCl, x 7 H;0; 3,6 g Glukose; pH 7.0

Tabelle 11: Antibiotika fiir E.coli Medien.

Substanz Stammlésung/ Lagerung Endkonzentration
Ampicillin 50 mg/ml in Ethanol/ -20°C 100 pg/ml
Kanamycin 10 mg/ml in Wasser/ -20°C 50 pg/mi
Streptomycin 10 mg/ml in Wasser/ -20°C 50 pg/mi

5.2. Kultivierung von A. nidulans

A. nidulans- Kulturen wurden aerob bei 37°C inkubiert und Flissigkulturen wurden bei
180 rpm in Erlenmeyerkolben in Schittelinkubatoren gezlchtet. Die verwendeten Medien zur
Anzucht wurden je nach Versuchsansatz mit verschiedenen Auxotrophiemarkern

supplementiert (Tab. 12).

Tabelle 12: Medien und Lésungen fiir A. nidulans.

Medium Zusammensetzug pro Liter

Vollmedium (CM) 50 ml Salz-Stammlsg.; 20 g Glukose; 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.; 2 % Glukose, Glycerin,
Threonin oder Ethanol; mit 10 M NaOH auf pH 6.5, zur Regeneration

von Protoplasten mit 0,6 M KCI supplementiert
Salzstammldsung (20x) 120 g NaNOs3; 10,4 g KCI; 10,4 g MgSO4 x 7 H,0; 30,4 g KH,PO,

Spurenelementlésung 22 g ZnSO4 x 7 H;0; 11 g H3BO3; 5 g MnCl; x 4 H,0;
(1000x) 5 g FeSO, x 7 H,0; 1,6 g CoCl; x ;1,6 g CuSO4 x 5H,0;

1,1 g (NH4)sM07024 x 4 H,0; 50 g Na, EDTA;mit KOH auf pH 6.5- 6.8
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Vitaminlésung (1000x) 0,1 g D-Biotin; 0,1 g Pyridoxin-HCI; 0,1 g Thiamin-HCI; 0,1 g Riboflavin;

0,1 g p-Aminobenzoesaure; 0,1g Nicotinsaure

Tabelle 13: Auxotrophiesubstanzen und Marker fiir A. nidulans.

Substanz Stammlésung Eingesetzte Menge pro Liter
Arginin 100x 10 ml

Uracil - 19

Uridin - 1,29

p- Aminobenzoesaure (PABA) 1000x 1 ml

Pyridoxin-HCI 1000x 1ml

Pyrithiamin 1000x 1 ml

5.2.1. Kreuzung von A. nidulans

Die Kreuzungspartner wurden auf Komplexmedium- Platten im Abstand von ca. 1,5 cm
angeimpft und zwei bis drei Tage bei 37°C inkubiert. An den zusammengewachsen Mycelien
wurden aus den Berlhrungspunkten der Mycelien kleine Agarblécke ausgeschnitten und auf
Minimalmedium- Platten mit geeigneten Auxotrophiemarkern, die nur ein Wachstum des
Heterokaryons erlauben, Uberfiihrt. Nach VerschlieRen der Platten mit Klebeband zur
Erhdhung des CO, Partialdruckes zur verbesserung der sexuellen Vermehrung, wurden die
Kreuzungspartner fir mindestens 14 Tage bei 37°C inkubiert. In diesem Zeitraum bilden sich
die Fruchtkorper (Kleistothecien), die mit Hilfe einer sterilen Impfnadel isoliert, auf einer
Agarplatte unter dem Binokular durch vorsichtiges Rollen von den Hullezellen und
anhaftenden Konidiosporen befreit und in 0,5 ml H,O im Eppendorfgefal® zerdriickt wurden.
Aliquots der Ascosporensuspension wurden auf CM-Platten ausplattiert. Nach 2- 3 Tagen
Inkubation konnte die Kreuzung ausgewertet werden. Die gekreuzten Kolonien wurden auf
Rasterplatten mit 20 Kolonien pro Platte mittels Stempeln auf Medien transferiert, auf denen

jeweils einer der zu testenden Auxotrophiemarker fehlte
5.3. Kultivierung von N. crassa

N. crassa- Kulturen wurden aerob bei 28- 30°C inkubiert. Die verwendeten Medien zur
Anzucht wurden je nach Versuchsansatz mit verschiedenen Auxotrophiemarkern

supplementiert (Tab. 15).
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Tabelle 14: Medien und Losungen fiir N. crassa.

Medium Zusammensetzug pro Liter
Spurenelementlésung 50 g CsHgO7; 50 g ZnSO,4 x 7 H,0; 10 g Fe(NH,)2(S04)2 x 6 HL0;
(1000)() 2,5 g CuS0O4 x H,0; 0,5 g MnSO4 x H,O; 0,5 g H3BO;3;

0,5 g Na;MoO4 x 2 H,0O

Salzstammldsung (50x) 150 g Na3CgH507,x 5,5 H,0; 250 g KH,PO4; 100 g NH4NO3;
10 g MgS0O4 x 7 H,0; 5 g CaCl; x 2 H,0; 5 ml Spurenelementlésung;
0,025 mg Biotin

Vogel's Minimalmedium 20 ml Salzstammlésung; 15 g Saccharose

Vogel's Komplexmedium 20 ml Salzstamml6sung; 15 g Saccharose; 5 g Hefeextrakt,

5 g Casaminosauren
FIGS- Lésung (10x) 200 g Sorbose, 5,0 g Fruktose; 5,0 g Glukose

Vogel's FIGS 20 ml Salzstammlésung; 1,5 % Agar; 100 ml FIGS (10x) (nach dem

Autoklavieren zugeben)

Tabelle 15: Selektionsmarker fiir N. crassa.

Substanz Stammlésung Eingesetzte Menge pro Liter
Hygromycin 200 mg/ml 200 pg/ml

Histidin 25 mg/ml 0,5 mg/ml

Nourseothricin 5 mg/ml 25 pg/ml

5.3.1. Vereinzelung von N. crassa Heterokaryen uber Mikrokonidien

Da die Konidien von N. crassa meist mehrkernig sind, ist es oftmals notwendig
Homokaryenvereinzelungen an Transformationen anzuschlieffen. Mikrokonidien eigen sich
hervorragend fir Vereinzelungen, weil fast 100% einkernig vorliegen. Hierfir wurde
Westergaard's Medium mit N. crassa Konidien des zu vereinzelnden Stammes inokuliert und
fur funf Tage bei 28°C und anschlieend fir zehn Tage bei Raumtemperatur inkubiert, Licht/
Dunkel Rhytmus sollte wahrenddessen beachtet werden. AnschlieBend wurden die
Mikrokonidien, der nur sparlich bewachsenen Platten, mit 2 ml sterilem Wasser
resuspendiert und Uber einen 5um Millex Durapore Filter (Millipore, SLSV025LS) (nach
Ebbole & Sachs, 1990) filtriert und mittels eines kurzen Zentrifugationsschritt bei 2000 g in
ein Volumen von 200ul aufkonzentriert (ca. 10° bis 10° Mikrokonidien pro Platte). Hiervon
wurden jeweils 20 pl und 180 pl auf FIGS- Platten (Sorbose) plattiert und bei 30°C fir
4 Tage inkubiert. Die hefeartig wachsenden Kolonien wurden dann auf Vogel's

Minimalmedium (Saccharose) vereinzelt und genotypisiert.
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5.3.1. Kreuzung von N. crassa

Zur Kreuzung von zwei Stdammen wurde der Stamm mit dem mat A Lokus auf bei
Raumtemperatur inkubiert bis die gesamte Westergaard's Platte bewachsen war und dann
mit Konidien der anderen Stammes (mat a Lokus) betropft wurde. Die Platte wurde mit
Parafilm versiegelt und mit Aluminiumfolie umwickelt, so dass der CO, Partialdruck erhdht
wurde (forderlich fir sexuelle Vermehrung) und Licht ausgeschlossen wurde, was sonst die
asexuelle Vermehrung aktivieren wirde. Nach einer Inkubationszeit von fiinf bis sieben
Tagen bilden sich braune Peritethien, die sich nach 10 Tagen schwarz farben. Stellt man die
Platte dann ans Licht, so werden nach kurzer Zeit die Ascosporen herausgeschleudert und
fangen sich in den an dem Deckel befindlichen kondensierten Wassertropfen. Die Ascoporen
kénnen in diesen Wassertropfen aufgefangen, auf FIGS- Platte Uberflhrt und auf dieser
durch Ausplattieren vereinzelt werden. Die einzelnen Ascosporen wurden dann mit einer
Impfnadel in Schragagarréhrchen oder Platten zur Vereinzelung uberfihrt. Damit eine hohe
Keimungseffizienz der Ascosporen erzielt wird, musste man die Ascosporen dann noch

30 min bei 65°C einem Temperaturschock aussetzen.

Tabelle 16. : Medien fiir die N. crassa Kreuzung.

Medium Zusammensetzug pro Liter
Westergaard's 5 g KNO3; 5 g KH,PO4; 2,5 gMgS0O,4 x 7 H,0; 0,5g NaCl; 0,5 g CaCly.
Salzstammldsung (5x) 0,5 ml Spurenelementlésung
Westergaard's Medium 10 ml Westergaard's Salzstammlésung; 5 g Saccharose; 5 mg Biotin;

1% Agar; nach dem Autoklavieren10 ml 0,1 M C;H,INaO,

Natrumiodacetat (steril filtriert) zugeben

5.4. Kultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae- Kulturen wurden aerob bei 30°C inkubiert und Flissigkulturen wurden bei
220 rpm in Erlenmeyerkolben in Schittelinkubatoren geziichtet. Die verwendeten Medien zur
Anzucht wurden je nach Versuchsansatz mit verschiedenen Auxotrophiemarkern

supplementiert (Tab. 17).

Tabelle 17: Medien und DO- Lésungen fiir S. cerevisiae.

Medium Zusammensetzug pro Liter

YPDA 10 g Pepton; 5 g Hefeextrakt; 30 mg Adenin-Hemisulfat; pH 6.5; 50 ml einer

sterilfiltrierten 40% Glukose- Lésung (nach dem Autoklavieren zugeben)

SD-Medium 6,9 g Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids; 100 ml 10x DO- Lésung; pH 5.8; 50

ml einer sterilfiltrierten 40% Glukose- Lésung (nach dem Autoklavieren zugeben)
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DO -Leu (10x) 200 mg L- Adenin- Hemisulfat; 200 mg L- Arginin- HCI; 200 mg L- Histidine- HCI-
Monohydrat; 300 mg L- Isoleucin; 300 mg L- Lysin- HCI; 200 mg L- Methionin;
500 mg L- Phenylalanin; 2 g L- Threonin; 200 mg L- Tryptophan;
300 mg L- Tyrosin; 200 mg L -Uracil; 1,5 g L-Valin

DO -Trp (10x) 200 mg L- Adenin- Hemisulfat; 200 mg L- Arginin- HCI; 200 mg L- Histidine- HCI-
Monohydrat; 300 mg L- Isoleucin; 1 g L- Leucin; 300 mg L- Lysin HCI; 200 mg
L- Methionin; 500 mg L- Phenylalanin; 2 g L- Threonin; 300 mg L- Tyrosin;
200 mg L- Uracil; 1,5 g L- Valin

DO -Leu -Trp 200 mg L- Adenin- Hemisulfat; 200 mg L- Arginin- HCI; 200 mg L- Histidine- HCI-

(10x) Monohydrat; 300 mg L- Isoleucin; 300 mg L- Lysin- HCI; 200 mg L- Methionin;
500 mg L- Phenylalanin; 2 g L- Threonin; 300 mg L- Tyrosin; 200 mg L- Uracil;
1,5 g L- Valin

DO -Leu -Trp 200 mg L- Adenin- Hemisulfat; 200 mg L- Arginin- HCI; 300 mg L- Isoleucin;
-His (TDO) (10x) 300 mg L- Lysin- HCI; 200 mg L- Methionin; 500 mg L- Phenylalanin;
2 g L- Threonin; 300 mg L- Tyrosin; 200 mg L- Uracil; 1,5 g L- Valin

DO -Leu -Trp 200 mg L- Arginin- HCI; 200 mg L- Histidine- HCI- Monohydrat; 300 mg
-His -Ade L- Isoleucin; 300 mg L- Lysin- HCI; 200 mg L- Methionin; 500 mg L- Phenylalanin;
(QDO) (10x) 2 g L- Threonin; 300 mg L- Tyrosin; 200 mg L- Uracil; 1,5 g L- Valin

5.4.1. Hefe- Zwei- Hybrid Analysen

Fir die Kreuzung (mating) wurden jeweils die beiden Kéderstamme yCoS4 und yCoS5 (bait)
in 12 ml SD- Trp angeimpft und bei 30°C, 220rpm inkubiert. Nachdem die Zellen eine Dichte
von ca 10® Zellen erreicht haben, wurde die Kultur in einen sterilen Schikanenkolben mit
45ml YPDA (mit Ampicillin und Kanamycin) uberfihrt und 1ml der cDNA- Genbibliothek
(library) zugegeben und bei 30rpm, 30°C fir 24h inkubiert. Nachdem bei der mikroskopische
Kontrolle diploide Zellen zu erkennen waren, wurde die Kultur abzentrifugiert, gewaschen
und verschiedene Konzentrationen auf Platten mit SD- Leu, SD- Trp, SD- Leu/-Trp (zur
Ermittlung der Kreuzungseffiziens) und SD-QDO (ldentifikation der Interagierenden Kione)
ausplattiert. Anschlielend wurde der Prozentsatz der Diploiden Zellen bestimmt, was auch
als Matingeffizienz bezeichnet wird. Nach 5 Tagen Inkubation wurden die groRen Kolonien
der SD-QDO Platten gepickt und fiir den B- Glaktosidasetest und fir die anderen Versuche
erneut ausgestrichen. Von den gepickten Kolonien erfolgte die Plasmidisolierung aus Hefe,
dann die Transformation in E. coli und anschliellend die Praparation der Plasmid DNA
durchgefilhrt. Wichtig dabei war es, die transformierten E.coli Zellen auf LB*™
auszuplattieren, da sich in der Isolierten DNA aus den Hefestammen beide Plasmide (prey

und bait) befinden, aber nur nach dem interagierenden Protein der cDNA Bibliothek in dem
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Plasmid pGADT7 (prey) gesucht wurde, das die Ampicillin- Resistenz tragt.
5.4.1.1. B- Galactosidase- Test

Mittels dem B-Galaktosidase Colony- lift- Filter- Assay wird die B- Galactosidase Aktivitat der
Kandidatenklone der Hefe- Zwei- Hybrid Analyse qualitativ bestimmt. Die transgene
B- Galactosidase unter der Kontrolle des gal4 Promotors hydrolysiert das Substrat X- Gal
(5-Bromo- 4- chloro- 3- indolyl- - D- Galactopyranosid), was dann zu einer Blaufarbung der
Kolonien fihrt und die Interaktionsstarke visualisiert. In eine leere Petrischale wurde ein
steriler Whatman- Filter (den Plattenboden ausfillend) gelegt und mit einer Ldsung aus
Z- Puffer und X- Gal befeuchtet. Ein zweiter, steriler Filter wurde auf die Agarplatte mit den
4 Tage alten Hefekolonien der Kandidatenklone gelegt, sodass diese am Filter haften
bleiben. Dieser Filter mit den gestempelten Hefekolonien wurde anschlielend in flissigen
Stickstoff getaucht um die Zellen so aufzuschlieBen und damit die intrazellulare
B- Galactosidase freizusetzen. Nach kurzem Auftauvorgang des Filters bei Raumtemperatur
wurde dieser mit den Kolonien nach oben zeigend auf den zweiten, mit Z- Puffer® &
getrankten Filter gelegt. Die Spaltung von X- Gal durch die B -Galactosidase soll abhangig
der Interaktionsstéarke zu einer Blaufarbung der Kolonien flhren. Ergdnzend zu den
entsprechenden Kandidatenklonen wurde die Positivkontrolle RecT- p53 mitgefuhrt. Im Falle
einer stark positiven Interaktion, sollte die Blaufarbung der Kolonien innerhalb von 30 min bis

8 h auftreten.

Tabelle 18: Losungen fiir den B- Galactosidase- Test mit S. cerevisiae Kolonien.

Losungen Zusammensetzung (pro Liter)
Z- Puffer 16,1 g Na;HPO,4 x 7 H,0; 5,5 g NaH,PO4; 0,5g KClI; 0,246 g MgSO4 x 7 H,0O
X- GAL 20 mg/ml in DMF (Stammldsung)

Z- Puffer *CA- 100 ml Z- Puffer; 0,27 ml 3- Mercaptoethanol; 1,67 ml X- Gal Stamml&ésung

6. Molekularbiologische Methoden

6.1. Isolierung genomischer DNA aus A. nidulans und N. crassa

Um Myzel aus A. nidulans und N. crassa zu gewinnen wurden Petrischalen mit etwa 20 ml
Minimalmedium dick mit Sporen beimpft und bei 37°C inkubiert. Nach 12- 15 Std. wurde die
aufschwimmende Kahmhaut geerntet, zwischen Papierhandtiichern trockengepresst und
mittels flissigen Stickstoffs gefriergetrocknet. Das Mycel wurde anschliel3end fein gemdrsert
und in Extraktionspuffer (50 mM EDTA; 0,2% SDS) bei 68°C aufgeschlossen. Dann wurden

die Proteine mit einer 8M Kaliumacetatldsung gefallt und abzentrifugiert. Aufler einer
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alkoholischen Fallung erfolgte keine weitere Reinigung der genomischen DNA.
6.2. Praparation von Plasmid- DNA aus E. coli

Fir die Plasmid- Minipraparation wurde eine Ubernachtkultur des E. coli- Stammes in 3 ml
LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika hergestellt und bei 37° C im Schuttler inkubiert.
Nach 16 h Wachstum wurden 1,5 ml E. coli- Kultur in ein Eppendorfgefall Gberfihrt und kurz
zentrifugiert. Das Pellet wurde zum Abbau von Ribonukleinsduren zunachst in 200 pl
Resuspensionspuffer resuspendiert, anschlielend zur alkalischen Lyse mit 200 ul
Lysispuffer vorsichtig gemischt. Zur Neutralisation der stark basischen Zellsuspension wurde
diese mit 200 ul Kaliumacetatldsung versetzt. Durch eine Zentrifugation bei 13.000 rpm flr
5 min wurden Zelltrimmer und prazipitierte Proteine mit dem Pellet abgetrennt. Der klare
Uberstand wurde zur Fallung der DNA mit 500 ul 100% Isopropanol versetzt, die prazipitierte
DNA wurde durch Zentrifugieren abgetrennt, anschlieBend mit 500 uyl 70 % Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur und gedffnetem Eppendorfgefald
getrocknet, nachfolgend in 30 pyl TE- Puffer aufgenommen und bei 68° C fir 5 min im
Wasserbad inkubiert.

Um Plasmid- DNA in gréReren Mengen isolieren zu kénnen, wurde das Kit Nucleobond AX

der Firma Macherey-Nagel (Diren) verwendet.

Tabelle 19: Losungen zur Plasmid-Minipraparation aus E.coli.

Lésungen Zusammensetzung

Resuspensionspuffer (100 ml) 5 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5 ; 2 ml 0,5 M EDTA pH 8.0; 10 mg RNase

Lysispuffer 0,2 M NaOH; 1 % SDS
Kaliumacetatlésung 1,5 M Kaliumacetat, pH 4.8
TE- Puffer 10 mM Tris-HCI pH 7,4 ; 1 mM EDTA pH 8.0

6.3. Praparation von Plasmid- DNA aus S. cerevisiae

Jeweils in 2 ml Selektionsmedium wurden die Kéderstamme (bait) mit SD- Trp und die prey-
Stamme mit SD- Leu angeimpft. Nach 48 h bei 30°C und 220rpm wurden die Kulturen
abzentrifugiert. Zum Abbau der Zellwand wurde das Zellprazipitat in 500 pl Glucanex-
Losung resuspendiert und 1 h bei 30°C inkubiert. Anschlielfend wurden die dabei
entstandenen Protoplasten pelletiert und in 250 pl Resuspensionspuffer resupendiert. Zur
Lyse der Zellen wurden 50 pl Lysispuffer zugegeben und 30 min bei 68°C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pl Kaliumacetatlésung gestoppt und dann eine
Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert, um die zellularen

Komponenten, das Proteinprazipitat, zusammen mit der genomischen DNA von der Plasmid-
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DNA zu trennen. Die im Uberstand geldste Plasmid- DNA wurde dann mit Isopropanol gefallt

und mit Ethanol gewaschen und in 30 pl H,O geldst.

Tabelle 20: Puffer zur Plasmidisolierung aus S. cerevisiae.

Puffer Zusammensetzug pro Liter

Glucanex- Ldsung 120 mg/ml Glucanex; 60 mg/ml BSA
Resuspensionspuffer 50mM TrisHCI pH 7.5; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNAse A
Lysispuffer 10% SDS

Kalciumactetatlésung 1,5 M KAc pH 4.8

6.4. PCR (Polymerasekettenreaktion)

Die PCR wurde mit Tag- (Qbiogene, Heidelberg), Pfu- (Promega, Madison, WI, USA), LA-
Taq (TaKaRa, Japan) bzw. Phusion- Polymerase (NEB, Frankfurt) und Nukleotiden von
Invitrogen (Karlsruhe) und PeQLab (Erlangen) durchgefiihrt. Die Oligonukleotide wurden bei
Biomers (Ulm) oder MWG (Ebersberg) bestellt, es wurde jeweils 10 pmol in 10 mi
Reaktionvolumen eingesetzt. Sowohl der Rapid Cycler von Idaho Technology (Neuried), als
auch der TRIO-Thermoblock von Biometra (Goéttingen) wurden eingesetzt. Die Programme
wurden der zu amplifizierenden Fragmentlange und der berechneten Annealing- Temperatur
der Primer angepasst. Denaturiert wurde bei 95°C bzw. 98°C, die Elongation erfolgte bei

72°C bzw. 68°C, je nach Polymerase.

Tabelle 21: Verwendete Oligonukeleotide.

Bezeichnung Sequenz (5" - 37)

uncA Amplifizierung

uncA_Ascl_fwd GGGCGCGCCCGGCARGGCGCCAGGAGGTGGTG
uncA_Pacl_rev1 CTTAATTAAACCTAGCACCGGTGGCTCCAGTCG
uncA_linker_Pacl GTT AATTAATTACTT CGC TCG TAA CTG TGC CAG
uncA_linker_rev GTT AAT TAATTACTT CGC TCG TAACTG TGC CAG
uncA_spec_fwd GGG CGC GCC CGG CAT GCT CCAAGT GCA GGG GCG G

uncA_1kb™ Xbal fwd GGC TCT AGA GAC AAT GCC GAT GGA ACG
uncA_1kb™ Ascl fwd GGG CGC GCC CGG CAT GGA CAA TGC CGA TGG AAC G
80aa_fwd_xbal GGC TCT AGA CTC CAA GTG CAG GGG CG

Ascl_uncA_3kb_fwd GGC GCG CCG CTT GAAAAC CCG TTC TCC GAG
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Notl_RB_uncA_fwd
Ascl_RB_uncA_rev
uncA_3kb_fwd_EcoRlI
EcoRI_uncA_fwd
uncA_linker_Xbal_rev
uncA_oPH_Smal_rev

uncA _oM_EcoRI _rev

uncA_linker_Smal_rev

uncA_oM_Xbal_rev
uncA_full_Smal_rev
uncA_RB_linker_fwd
Kpnl_86aa_fwd
Kpnl_86aa_rev
uncA_Pacl-pSN_fwd
uncA_Xbal-pSN_fwd
kinA Amplifizierung
kinA_Sacl_fwd
kinA_Pacl-pSN_fwd
kinA_Xbal-pSN_rev
kipA Amplifizierung
kipA_1.6kb_Xbal_rev
kipA_Ascl_fwd
kipA_tail_Xbal_fwd
kipA_tail_Pacl_rev
tubA Amplifizierung
Xbal_tubA_fwd
tubA_Clal_rev
tubA_-Y_Clal_rev
tubB Amplifizierung

Xbal_tubB_fwd
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GCG GCC GCATCC CGC CTATTATCT AG

CGG CGC GCC CTG AGT GTCATT TACTC

CGA ATT CAT GAG GCAACT GCACCAGTAC

GGA ATT CAT GGC GCC AGG AGG TG

GCT CTA GAT TAG CCA AGC TTC GCT CGT AAC TG

GTT CCC GGG TTA AGC GTA GAA CCG CGG CG

GGAATT CCGTTATGC CGA CTC TGC GAA G

GTT CCC GGG TTA GCC AAG CTT CGC TCG

GGT CTA GAT CAT CTC CCG GACCTG TTG G

GTT CCC GGG TCATCT CCC GGACCTGTT G

CCG GGA GAT GAT TAATTA AGC TCT ATG TCT TCG TGG CTG

GCG GTA CCA CGT ATA TAC GCC CGC AAT CG

CCG GTACCACGCCTGCGCCGTCGGC

GTT AAT TAA CAT GGC GCC AGG AGG TGG

GTC TAG ATC ATC TCC CGG ACC TGT TGG

GCG GAG CTC AAACAG TTACTT CGC CG

CTT AAT TAA CAT GGC GTC CTC TAC CTC TAAC

GTC TAG ATC ATC GTC TAT CAA AAA ACC AAC TGG

CTC TAG ACA CGC GGC TGC CTG CAT CAC CACCGCC

GGG CGC GCC CGG GAT GTC TAC ACT GCC GCA G

GTC TAG AGA GCA GAA GAG GCG TTT GGT GG

GTT AAT TAATCATGC ACT TGG ACG ACT GTT TAG TG

GCT CTA GAG CAT GAG AGA AGT CATTAGTTT G

CCATCG ATT TAG TAC TCAACT TCC TCA CC

CCATCG ATT TAC TCAACT TCC TCACCC TCC

GAT CTA GAA TAT GCG AGG CGA GGT TTG
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tubB_Clal_rev

tubB_-Y_Clal_rev

uncB Amplifizierung
UncB1.ATG_Ndel_fwd
UncB2.ATG_Ndel_fwd

UncB_full_Clal_rev

CCATCG ATT TAG TAC TCG GCT TCT TC

CCATCG ATT TAC TCG GCT TCT TCG CC

GGA ATT CCA TAT GAT GGC AAC CGACCG CAC TG

GGA ATT CCA TAT GAT GGC GCT GGA CCC TCG

ATC GAT GGT CAG TTC CCC AAG ATG TCC CC

DENN/ MADD Amplifizierung

AN4349 Ascl_fwd

AN4349 Pacl_rev

AN4349 Xbal_fwd

AN4349 Xhol_rev

AN4349 LB_fwd
AN4349 RB_rev
AN4349 _Itr1_fwd
AN4349 Itr1_rev
AN4349 _|tr2_fwd
AN4349 LB_fwd

AN4349 LB rev

ANO0575_Ascl_fwd

ANO0575_ Pacl_rev

ANO0575_RB_rev

ANO0575_Xbal_fwd

ANO0575_Sacl _rev
ANO575 LB fwd

ANO0575_LB_fwd

ANO0575_LB_Kpnl_rev

ANO0575_Itr1_fwd
ANO575_Itr1_rev
ANO0575_Itr2_fwd

ANO575_Itr2_rev

CGG CGC GCC TAT GCC CTT TCC CAC ATC

CCT TAATTA ACG AAC ATG GGT ACG TAG TC

CCT CTA GAG GAT GCC CTT TCC CCACATC

CTATCT CGA GTT AGG GGG GTG AGA TGG

CTC AAC AAG AGC GGT GCT AAG GTG

CAG AGG AGC GCACGT TCT ATAC

CGA GGA GCC ACAACAATC

GGA GGA TAG CGG TCG AG

CGA CAA GAA GAAGGC AGGC

CGG AAT TCC GAC GCT GGT CGACGC C

GCG GTACCG TTG AGG TGA GAT GGT CG

GGG CGC GCC TAT GGG TGC GTC TCT GAG

GCT TAATTA ACT GAG GAT GCG GGA G

GAT GAC AGC TGC GAT GTACGAG

CCT CTA GAG GAT GGG TGC GTC TCT GAG

CTT GAG CTC CTA CGC GAG CAT GCG AG

GAT CAT CCC TGAGCC AGAGAAC

CGG AAT TCC GAC CTG GAT GCC TCACTG C

GCG GTACCATTG GCG AGC GAA GAC GG

GGC TGC CTG AGA TCC TGG

CGG CTC GCG ACC AGA CGC

CAT CTC CGT TCC GCC TAC

GGC GTC ACG AGA GTACTG
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rab3 Amplifizierung
AN4281_Ascl_fwd
AN4281_Pacl_rev
AN4281_Xbal_fwd
AN4281_BamHI_rev
AN4281_Ndel_fwd
AN4281full_Pacl_rev
AN6974_Ndel_fwd
AN6974_Ascl_fwd
AN6974_Pacl_rev
AN6974_Xbal_fwd
AN6974full_Pacl_rev
pyroA Amplifizierung
Pacl_pyro_fwd
Notl_pyro_rev
pyro_compl_fwd
pyro_compl_rev

hph Amplifizierung
hph_begin_rev
hph_fwd

hph_rev

nat Amplifizierung

nat_fwd

nat_rev

Nkin2 Amplifizierung

Nkin2_Pacl_fwd

Nkin2_Xbal_rev

Nkin2_LB_fwd
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GGG CGC GCC TAT GAACCCTGAGTG G

CCTTAATTAACT CTATCA GCT TTC CAT AC

CCT CTA GAG GAT GAACCC TGAATACGATTAC

CAG GAT CCC TAACAG CAG CCA CC

GGA ATT CCA TAT GAT GAA CCC TGAATACGATTAC

GCT TAATTA ACT AAC AGC AGC CACCGG C

GGA ATT CCA TAT GAT GGC TGG CAC TAG AAAC

GGG CGC GCC TAT GGC TGG CAC TAG AAACTA TG

GCT TAATTAACT CTG GAATGAACGCTC G

CCT CTA GAG GAT GGC TGG CAC TAG AAAC

GCT TAATTA ATC AAC AACACTTTC CTC CGG C

CTT AAT TAA GAA TGC AAA ATG CAT CAA AGA AC

GCG GCC GCG GAC ATC AGA TGC TGG AT

GTC ACG CTC GTC GTT TG

CTT CCT CAACCT CTC GAT TC

GGA ATA GAG TAG ATG CCG ACC G

GAC AGA AGA TGA TAT TGA AGG AGC

GAT TTC AGT AAC GTT AAG TGG AT

GAT TTC AGT AAC GTT AAG TGG ATG GCG GCT CTG AGG TGC AGT

GG

GAC AGA AGA TGA TAT TGA AGG AGT CAG GGG CAG GGC ATG CTC

ATG

CTT AAT TAA CAT GGC TCC AGG CAT GGC

GCT CTA GAT CAA AAC CTC AAC TGA CTG

GGA GAG GTT GGT CGG ATG AAG
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Nkin2_920bp_rev
Nkin2_-1,14kb_fwd
Deletion von Nkin2
DNkin2_P1_fwd

DNkin2_P2_rev

DNkin2_P3_fwd

DNkin2_P4_rev
DNkin2_P7_fwd
DNkin2_P8_rev
DNkin2_fwd
DNkin2_fwd

Nkin3 Amplifizierung
Nkin3_Pacl_fwd
Nkin3_Xbal_rev
Nkin3_-1,33kb_fwd
Nkin3_520bp_rev
Deletion von Nkin3
DNkin3_P1_fwd

DNkin3_P2_rev

DNkin3_P3_fwd

DNkin3_P4_rev
DNkin3_P7_fwd
DNkin3_P8_rev
Nkin Amplifizierung
Nkin_Pacl_fwd

Nkin_Xbal_rev

CTAGCCTTGTTT CCC TCG TCC ATC

GGA CAT TAG GAC GGA AGC TGG

CGA GCT GTGATG TTG TCA GAC ATC

ATC CAC TTAACG TTA CTG AAATCG GTG GCG CGA GAT AGC TCT

AAC G

CTC CTT CAA TAT CAT CTT CTG TCG GAA GGG ATG GGA TAT GAT

GAT G

CGG AGATTATTATTA CTC TAT AGC GC

CAG AAT CTA GCA CAG GGC ATG C

CTA AGG AGT AGG ACC TAT ATATAG G

GTATGC CAACCTGAGCTGTTAG

GGA CGT CTATAAGTAATT GTATTT TACC

GTT AAT TAA CAT GCC GAACTC CCTCGAC

CTC TAG ATC ATATGA TAT TAGTCC TCAC

CAT CTG CAG CCA GCT GTT AGC

GAG CCAGTC TGACCG TAG G

CTC ACG CCC AGA CCTTGAAC

ATC CAC TTA ACG TTA CTG AAATCG CGC GGC TCC AAA GAT ATG

TCG

CTC CTT CAA TAT CAT CTT CTG TCA CGA AGT TGG TCT GGATTC

GAC G

GAA TGA GGA GAA GTA GAA CAC CAG

GAG AGC GGG ATC CAT TTG CAT TG

GGC TTC TCT CCT CCT CTT CAA G

GTT AAT TAA CAT GTC GTC AAG TGC GAA TAG

CTC TAG ATT ACG ACT TCT GGA AGA ACC
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ypt52 Amplifizierung
Ypt52_Pacl_fwd

Ypt52_Xbal_rev

Umkin-3 Ampilfizierung

Um_kin3_Ascl/_fwd

Um_kin3_Pacl_rev

GTT AAT TAA CAT GGC CGATAC GAACGC G

CTC TAG ATT AAC AGG CGC AAC CTT CC

CGG CGC GCC TAT GGC CGACTC GGG C

CTT AAT TAA TCA GCA AAA CAC ATG GCC CGC

Amplifizierung der Hefe- Zwei- Hybrid Kandidaten

AN8179_Ascl_fwd
AN8179_Pacl_rev
AN2941_Ascl_fwd
AN2941_Pacl_rev
AN2941 check_rev
AN2941_EcoRI_fwd
AN2941_BamHI_rev
AN2941_LB_rev
AN2941 check_rev
AN11317_Ascl_fwd
AN11317_Pacl_rev
AN11317_LB_rev
AN11317_check_rev
AN11317_EcoRI_fwd
AN11317_Xbal_rev
AN11317_RB_fwd
AN10190_Asc/_fwd
AN10190_Pacl_rev
AN10190_EcoRI_fwd
AN10190_Xbal_rev
AN6009_Asc/_fwd
AN6009_Pacl_rev

ANG009_Ndel_fwd
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CGG CGC GCC TAT GAA TAA TAA CAG CAA ACA AAT ACC

CCT TAATTAACC AAC TCT GGACTC TGG C

GGG CGC GCC TAT GTT CATTGACCATCG G

CCT TAATTA ACT GCATGG CAG TCC ATC

GCC TGA TGA TGC TGG TGT TAG

GCG AAT TCATGT TCATTG ACC ATC GG

GCG GAT CCT CAA TAA CTG GAA AAA GAG

GAA CAG TTC CTT AAT GAA CCT GG

GCT TGT GGT TGG CCT GAG CTT G

CGG CGC GCC TAT GCT TCG CAC CGC TCC

CCTTAATTAACG TGT TAG CTG GCC GAC AC

CAT CGA ACA GGTAAACTCTGGC

CGG GTC AAT GCT AAC AGT GTT TC

CCG AATTCATGC TTC GCA CCG CTC

GGT CTA GAC TAT TTC TCG CCG AAC CAG

GTG TAG TGC CAG TAC GAG TG

CGG CGC GCC TAT GAG CTG TGA CAT ATG CAC

CCT TAA TTA ACG AAG GTC AAG GAT ACC

CGG AAT TCATGA GCT GTG ACATAT GC

CCT CTA GAT CAC CTATGT CTAAGT TTAGTC C

CGG CGC GCC TAT GAC TAC AGATAG TGC CCT GTC

GCT TAATTA ACA TAC ATG CCG GGT GG

CAA CAT ATG ATG ACT ACA GAT AGT GCC
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AN6009_Xbal_rev
AN1646_Asc/_fwd
AN1646_Pacl_rev
AN0865_Asc/_fwd

ANO0865_Pacl_rev

CGT CTA GAT CAC CTA TAC GTG ATC AC

CGG CGC GCC TAT GGC GTC CGAAGC TAAC

CCT TAATTA AGT TGC AAT CAG TCA GGT GAC

CGG CGC GCC TAT GGC CTC GAC ATACCC

CCT TAATTA AGC GTA GCT GCT GCT CTC

Amplifizierung von potenziellen UncA Interaktoren

AN5378_Ascl_fwd
AN5378_Pacl_rev
AN5378_ EcoRI_fwd
AN5378_Xbal_rev
AN5378 check rev
AN5378 LB_rev

ANS378_check_rev

P-AN5378_EcoRI_fwd

P-AN5378_Kpnl_rev
AN1117_Ascl_fwd
AN1117_Pacl_rev
AN1117_EcoRI_fwd
AN1117_Xbal_rev
AN1117_check_rev
AN6323_Ascl_fwd
ANG6323 Pacl_rev
ANO0706_Ascl_fwd
ANO0706_Pacl_rev
AN4207_Ascl_fwd
AN4207_Pacl_rev
AN12171_Ascl_fwd
AN12171_Pacl_rev
nudM_P1_fwd

nudM_P2_rev

GGG CGC GCC TAT GGC CGC GGC TTG G

GCT TAATTA AGC GTG GCA GGT ATG TAT G

GTG AAT TCATGG CCG CGG CTC G

CCT CTAGAC TAATCCTTC TCC GCATCCTC
GAG CAG ACT GTC CAATCC ATG

GTA GGC ATC CAG GAG CAG ATA

GCC ACC ACC AAC GTACGACG

CAT GAATTC GGAATC TCATAACTG CATC

GAG GTA CCG GCA AAT TCG AGT TGATTG

GGG CGC GCC TAT GGC GCA AAT TCG

CCT TAATTA ACT GAC AAC CACGCG C

GTG AAT TCATGG CGC AAATTC GTG

CCT CTA CAT TAATAG ACCTTC TTC TTC TCG
GTG CAG CTG ATG CAT TGT CAG

CGC GCG CGC CTATGG CCG AGC TTACCATCG
GCT TAATTA ACT ACC GAC AAT AGACGC GAG G
CGG GCG CGC CTATGT TTC GAATCC TCG AAT C
GCT TAATTA ACT AGT TGA GCC TTA GCA GGT TG
CGG GCG CGC CTATGG CAT CCC GTGAGT TTC
GCT TAATTA ACT ACT TCA GAG CAC GCACAA G
CCG GCG CGC CTATGG ACC ACG CAGATCC
GCT TAATTA ACT AGC CAA CAT CAT CGA CAA G
GCG GCACTC TCG AAG AAC TCG

CTC CAG CGC CTG CAC CAG CTC CAA AAG GTC GGT TCA ATA GCA
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nudM_P3 fwd
nudM_P4 rev
nudM_P7_fwd
nudM_P8 rev
Standardprimer
GFP Innen Primer
Af _pyrG_begin_rev
alcA_end_fwd
GFP_pSN_fwd
mcherry_pJV16_fwd
pyrG_cassette_rev
GFP-GA-linker
YFP-C_fwd

YFP-N_fwd
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ATC AGT GCC TCC TCT CAG ACA GCAG ACC TTT TCT ATG GGC TG
CGATTACCG GTT CGT ACACC
GCC TTG GAT TGC ACG AGC CG

CTG GGC TGG ATT GCT GGT CAC

CCATTACCTGTCCACACAATCTGCC

GGT CAATCA CTG GTAACT CCACG
CAACAG TTC TCT ACT CAG TTA ATT AGC
CAT GGT GAG CAAGGG CGAGGA G

GAA TGG TGA GCA AGG GCG AGG AG
CTG TCT GAG AGGAGG CACTGAT

GGA GCT GGT GCAGGC GCT G

ATG GCC GAC AAG CAG AAG AAC

ATG GTG AGC AAG GGC GAG G

6.5. Site- directed mutagenesis

Das Einfiihren der rigor Mutation wurde mit Hilfe des QuickChangeXL Site- directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, Amsterdam) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Dabei wurde fur UncA G116E modifiziert und fir dessen Homolog Nkin2 in N. crassa wurde
das G115E ausgetauscht. In KipA wurde G223E modifiziert und fir das konventionelle
Kinesin, KinA, wurde das G97E verandert, in dessen N. crassa Homolog Nkin analog G93E
und in Nkin3 (UncB Homolog) T146P und G149E. Auch zum Einbringen von
Restriktionsschnittstellen und Stoppkodons an spezifischen Sequenzen wurde diese
Methode verwendet. Fur diese PCRs wurde die Pfu-Turbo-Polymerase (Stratagene,
Amsterdam) verwendet, die hierfur verwendeten Olionukleotide sind in Tabelle 22 aufgefihrt.
Vor Beginn der Amplifikationszyklen wurde die DNA fir 1 min bei 95°C denaturiert. Dann
folgten 18 Zyklen bei 95°C 50 s, 60°C 50 s, 68°C 7 bis 12 min (1 min pro kb), sowie ein
finaler Amplifikationsschritt von 7 min bei 68°C. AnschlieRend wurde das methylierte
Vorlagen-Plasmid mit Dpnl verdaut und das mutierte Plasmid in TOP10-Zellen transformiert.

Die Punktmutationen wurden mittels Sequenzierung (MWG, Ebersberg) bestatigt.
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Tabelle 22: Fiir die site- directed mutagenesis verwendete Oligonukeleotide (gewilinschte

Mutation ist fett markiert).

Bezeichnung Sequenz (5" - 37)

UncA P-Loop Gly fwd GGT CAG ACC GGT TCG GAG AAG TCT TAC TCG
UncA P- Loop Gly rev CAG GTA ADA CTT CTC CGA ACC GGT CTG ACC
KinA rigor P-Loop fwd CGG TCA AAC CGG TGC AGA GAA GTC GTATAC
KinA rigor P-Loop rev GTA TAC GAC TTC TCT GCA CCG GTT TGA CCG
Nkin rigor P-Loop fwd CGG CCA GAC GGG TGC CGA GAAATC ATACAC
Nkin rigor P-Loop rev GTG TAT GAT TTC TCG GCA CCC GTC TGG CCG
Nkin2 rigor P-Loop fwd GGT CAA ACC GGT TCC GAG AAG TCC TAC TCG
Nkin2 rigor P-Loop rev CGA GTAGGACTT CTC GGA ACC GGT TTG ACC
Nkin3 rigor P-Loop fwd GGT CAG CCT GGC TCG GAG AAG TCT TAT AC
Nkin3 rigor P-Loop rev GTA TAA GAC TTC TCC GAG CCA GGC TGA CC

KipA G223E fwd GGT ATG ACC GGA ACT GAG AAAACC TTT TCT ATG
KipA G223E rev CAT AGA AAAGGT TTT CTC AGT TCC GGT CAT ACC
UncA Q1314stop fwd CAG AGC TTAACG CTT AGA AAG GCG CACTTAGC
UncA Q1314stop rev GCT AAG TGC GCC TTT CTA AGC GTT AAG CTC TG
UncA A1402stop fwd CGC TCC AAG TGT AGG GGC GGA CGT ATA TAC
UncA A1402stop rev GTA TAT ACG TCC GCC CCT ACACTT GGA GCG

6.6. Einfugen und Deletieren von Domanen via Mutagenese-PCR

(moving window)

Zur Insertion bzw. Deletion von Domanen wurden Oligonukleotide gewahlt, die am 5° Ende
ein Phosphatrest besitzen und im Falle von Insertionen Uberhénge beinhalten. Diese Primer
binden direkt an der zu modifizierenden Stelle, hierbei muss das Leseraster unbedingt
beachtet werden. Das gesamte Plasmid wurde anschlieBend mit der Pfu-Polymerase
amplifiziert und hierdurch spezifisch Sequenzen eingebracht bzw. deletiert. Das durch
Expression in E.coli methylierte Ausgangsplasmid wurde anschlielfend mit Dpnl verdaut.
Durch die Phosphatreste am 5'Ende konnte das neu amplifizierte Plasmid mittels der T4-

Ligase ligiert und in E. coli transformiert werden.
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Tabelle 23: Fiir diese Methode verwendete Oligonukeleotide (gewlinschte Mutation ist fett

markiert).
Bezeichnung Sequenz (5" - 37)
del80aa fwd GTG CAG GGG CGG CGT ATT GCA GAG CTT AAC G
del80aa rev CGT TAA GCT CTG CAA TAC GCC GCC CCT GCAC
del FHA fwd CCC CAG GAA GCA AGG GCT GAA C (PHO)
del FHA rev CTT TTT CGG TGT ACT CAA ACC GAT AAA TCC (PHO)
del CC2+3 fwd CAC CCA GTG CCA AGA ATC TAC GAG AAT G (PHO)
del CC2+3 rev CAT ATG AGC AAG CCT ATC CGG ATC CAT C (PHO)
KinA-Kpnl-N*** fwd AAC GAA CCT GTC GCG GCC GTC CAG (5'PHO)
KinA-Kpnl-N*** rev GGT ACC GCC TCC GCC GCC GCC AC (5'PHO)
KinA-Kpnl-G™' fwd AGC AAG AGC CTA CAA CAG CAG ATT GC (5'PHO)
KinA-Kpnl-G™' rev GGT ACC GGC AGC GCC ATT GGT GGA C (5'PHO)
KinA B5L8 loop fwd TGT TGG AGG ACC CGA TGA GGT TTA CGA AGT CAT GCG (5'PHO)
KinA B5L8 loop rev AAC CGT TCG GTG GCA CCT TTG ACA TAA ACA CCT C (5'PHO)
uncA_del6R fwd ATT GCA GAG CTT AAC GCT GCG AAA GGC
uncA_del6R rev AGA GGT GAT ATA GTC ACG AAC AAG CGA GAC

6.7. DNA- Restriktionsspaltung, Agarose- Gelelektrophorese

Der Restriktionsverdau wurde mit 10 pl Gesamtvolumen angesetzt und von dem
Restriktionsenzym wurden 0,5 pl eingesetzt. Der Ansatz wurde fir 1 bis 2 h bei 37 °C in den
vom Hersteller angegebenen Puffern inkubiert. Anschliefend wurden die DNA- Fragmente
auf ein 1 %-iges Agarose-Gel aufgetragen und in 0,5-fachen TAE-Puffer (50x Stammldsung:
40 mM Tris-Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgetrennt. Die DNA-Proben wurden zum Beladen
der Geltaschen mit Ladepuffer versetzt. Zum Vergleich wurde ein GréRenmarker (1kb DNA
Ladder; NEB) mitgefiihrt. Die Gele wurden fir 15 min in Ethidiumbromidlésung (1 pg/ul in
0,5xTAE) gefarbt, die DNA-Banden mit UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Fur
weitere Klonierungsschritte wurden die DNA-Fragmente aus dem Agarosegel ausgeschnitten

und aufgereinigt (Zymoclean gel extraction kit, Zymo Research, UK).

6.8. Dephosphorylierung von verdauter DNA

Nach dem Restriktionsverdau wurde der geschnittene Vektor mittels Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP) behandelt um die Phosphatgruppe vom 5° Ende der DNA zu entfernen

und so eine Selbstligation des Vektors zu verhindern. Die SAP-Behandlung wurde nur fir
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blunt end Ligationen eingesetzt.
6.9. Phosphorylierung von PCR- Produkten

Nach der Aufreinigung von PCR-Produkten fir blunt end Ligationen wurden diese mit der T4
Polynukleotid Ligase (PNK) behandelt, was zur Phosphorylierung des 5  Endes der DNA

fuhrt und somit die Ligationsrate mit dephosphorylierten Vektoren deutlich erhéht.
6.10. DNA- Ligationen

Ligationen wurden mit der T4 Ligase von NEB (Frankfurt) bei 16°C Uber Nacht in einem
Volumen von 10 pl durchgefuhrt. Konzentrationen der Insert- bzw. Vektor- DNA wurden
vorher photometrisch gemessen. Fur die Ligation von kohasiven Enden lag das Verhaltnis
von Vektor zu Insert bei etwa 1:3. Fir TA- Klonierungen wurden die PCR-Produkte direkt in
pCR2.1 TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert.

6.11. Transformation

Mit Hilfe von Transformationen wurde das Genom der Organismen gezielt modifiziert. Hierfur
gibt es verschiedene Methoden die Zellen "kompetent" zu machen, so dass diese fremde

DNA aufnehmen konnen.
6.11.1. Transformation von E. coli Zellen

E. coli wurde in dieser Arbeit lediglich als Wirt verwendet, um Plasmid- DNA zu
vervielfaltigen. Zwei unterschiedliche Methoden wurden hierfir herangezogen: Zum einen
wurden chemo- und zum anderen elektrokompetente Zellen mit den im Folgenden

beschriebenen Protokollen transformiert.
6.11.1.2. Chemokompetente Transformation

Die bei - 80 °C gelagerten chemokompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und
mit 5 pl des Ligationsansatzes vermischt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde fir 30 sek ein
Hitzeschock bei 42 °C durchgefihrt. Nach anschlieRender Zugabe von 300 ml
vorgewarmtem SOC- Puffer wurden die Bakterien 1 h bei 37 C schiittelnd inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf vorgewarmte LB- Platten mit entsprechendem

Antibiotikum ausplattiert.
6.11.1.2. Elektrokompetente Transformation

Die bei - 80 °C gelagerten elektrokompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und
mit 5 pl der Hefe- Plasmid- DNA vermischt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde ein
Elektroschock bei 200 OHM, 25 uyFD und 2,5 KV durchgefiihrt. Nach anschliellender Zugabe
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von 300 ml vorgewdrmtem SOC- Puffer wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C schuttelnd
inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen auf vorgewarmte LB- Platten mit entsprechendem

Antibiotikum ausplattiert.
6.11.2. Transformation von A. nidulans
6.11.2.1. KCI- Methode

Fur die Transformation von A. nidulans (Yelton et al., 1984) wurden 500 ml Minimalmedium
mit entsprechenden Auxotrophiemarkern mit etwa 10° Konidien inokuliert. Die
Pilzsuspension inkubierte je nach Stamm fir 12- 15 h bei 30 °C auf einem Schattler (180
rpm). AnschlieBend wurden die jungen Hyphen Uber ein Stlick steriles Miracloth filtriert und
mit Myzel-Waschlésung (MWL) grundlich gewaschen. In 5 ml osmotischem Medium (OM)
wurde das Myzel resuspendiert und nach Zugabe von 180 mg Glucanex (GeWe, Bad
Kreuznach) fur 5 min auf Eis gestellt. Dann wurden 10 mg BSA zugegeben und fir 1-3 h bei
30 °C und 70 rpm inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle der Protoplasten wurden sie
durch Gradientenzentrifugation vom restlichen Myzel getrennt, in dem die Myzelsuspension
mit 10 ml Uberschichtungs-Puffer (UP) vorsichtig (iberschichtet und 18 min bei 5000 g in
einem HB-6 Ausschwingrotor (SORVALL, Bad Homburg) =zentrifugiert wurde. Die
Protoplastenbande, die sich an der Phasengrenze gebildet hatte, wurde vorsichtig
entnommen, mit Sorbitol- Tris- Kalzium- Puffer (STC) gewaschen und anschlieBend 10 min
bei 7000 g pelletiert. Die gewaschenen Protoplasten wurden in 200 yl STC resuspendiert
und die Zellzahl mit Hilfe einer Helber-Zahlkammer (Firma W. Schreck, Hofheim) bestimmt.
Fir einen Transformationsansatz wurden etwa 10° Protoplasten in 100yl STC
aufgenommen. Zu den Protoplasten wurden 5-10 mg DNA (in 100 yl STC geldst) zugegeben
und 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 2 ml
Polyethylenglykol-Lésung (PL) und eine weitere Inkubation bei Raumtemperatur fir 20 min.
Nach Zugabe von 8 ml STC wurde der Ansatz auf drei groRe Platten (MM mit 0,6 M KCI)

verteilt und fur 3 Tage inkubiert.

Tabelle 24: Losungen fiir die KCI- Aspergillus- Protoplastentransformation.

Losungen Zusammensetzung pro Liter

MWL (Myzel Waschlésung) 0,5 M MgSO,

OM (Osmotisches Medium) 1,2 M MgSOy; 10 mM NaPQO,-Puffer pH 5.8
UP (Uberschichtungspuffer) 0,6 M Sorbitol; 0,1 M Tris-HCI; pH 7.0

STC (Sorbitol-Tris-Kalzium Puffer) 1,2 M Sorbitol; 10 mM CaCly; 10 mM Tris-HCI; pH 7.0

PL (PEG L6ésung) 60 % Polyethylenglykol 4000; 10 mM CaCly;
10 mM Tris-HCI; pH 7.0
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6.11.2.2. MMR- Methode

Fir dieses alternative A. nidulans Transformationsprotokoll wurden 300 ml Minimalmedium
mit entsprechenden Auxotrophiemarkern mit etwa 10° Konidien inokuliert. Die
Pilzsuspension inkubierte je nach Stamm fir 12- 15 h bei 30°C auf einem Schittler
(180 rpm). Anschlieflend wurden die jungen Hyphen Uber ein Stiick steriles Miracloth filtriert
und mit sterilem Wasser gewaschen. 1 g des gewaschenen Myzels wurde entnommen und
in 10 ml Lésung 2 in einem 50 ml Falcon resuspendiert. Nach Zugabe von 200 mg GlucanX
(GeWe, Bad Kreuznach) wurde das Myzel fir 5 min auf Eis gestellt. Zum Verdau der
Zellwand wurde die Myzellésung in einen 100 ml Erlenmeyerkolben tberfuhrt und fir 1,5 h
bei 30°C und 120 rpm inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle der Protoplasten wurde
10 ml Lésung 2 zugegeben und die Protoplasten auf zwei 50 ml Falcons aufgeteilt. Diese
wurden dann vorsichtig mit Lésung 5 Uberschichtet und 12 min bei 4.000xg bei 4 °C
zentrifugiert. Die Protoplastenbande, die sich an der Phasengrenze gebildet hatte, wurde
vorsichtig entnommen, mit zweifachem Volumen von Lésung 6 gewaschen und
anschliefend 12 min mit 2.800xg bei 4 °C pelletiert. Die gewaschenen Protoplasten wurden
in 200- 1000 pl Lésung 7 (je nach Anzahl der Transformationsanséatze; 200 ul pro Ansatz)
resuspendiert. Zu den Protoplasten wurden 5-10 ug DNA (in 50 pl Lésung 7 geldst)
zugegeben und mit 50 pl Lésung 8 fur 20 min auf Eis inkubiert. Anschlieliend wurde nach
Zugabe von 1 ml Lésung 8 weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
4 ml Lésung 7 wurde der Ansatz mit handwarmem Top-Agar auf 30 ml aufgefiillt und auf
3 MMR-Platten aufgeteilt und fiur 3 Tage inkubiert.

Tabelle 25: Medien fiir die Aspergillus- MMR- Protoplastentransformation.

Losungen und Medien Zusammensetzung

Glukose (10x) 200 g Glukose pro Liter; autoklavieren
Ammonium Tatrat (100x) 9,2 g pro Liter

MMR (500ml) 10 ml Salzstammldsung (ohne Stickstoff); 0,5 ml Spurenelement-
I6sung; 171 g Saccharose; 7,5 g Agar; pH 6.8; nach dem
Autoklavieren 10mlI Ammoniumtatrat und 50 ml Glukose (10x)

zugeben

MMR- TOP (500ml) 10 ml Salzstammldsung (ohne Stickstoff); 0,5 ml Spurenelement-
I[6sung; 171 g Saccharose; 3 g Agar

Lésung 2 (50ml) 14,9 g MgSO, x 7 H,0; 1,8 ml 0,2MNa,HPOQOy,;
0,7 ml NaH,;PO,4(0,2M); pH5.5; steril filtrieren

Lésung 5 (100ml) 10,9 g Sorbitol; 10ml 1M TrisHCI pH7.5
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Lésung 6 (100ml) 18,22 g Sorbitol; 1ml 1M TrisHCI pH7.5;
Lésung 7 (100ml) 18,22 g Sorbitol; 1ml 1M TrisHCI pH7.5; 1ml 1M CaCl2
Lésung 8 (50ml) 30 g PEG-4000 oder PEG-6000; 0,5ml TrisHCI 1M pH7.5

6.11.3. Transformation von N. crassa

6.11.3.1. Herstellung elektrokompetenter N. crassa Zellen

Hierfir wurde jeweils ein 125ml Erlenmeyerkolben, gefullt mit 25 ml festem Vogel's
Minimalmedium, mit einer Impfose voll N. crassa Konidien inokuliert und fiir 7-14 Tage bei
30°C inkubiert. Um die Konidien anschlieRend zu Ernten, wurden 50 ml steriles dH,O in den
Erlenmeyerkolben gegeben und das Ganze wurde dann stark gevortext, bis sich alle
Konidien in dem Wasser geldst hatten. Danach wurde die Sporensuspension fir 5 min bei
5000 rpm pelletiert und zweimal mit 1 M Sorbitol gewaschen. Zum Quantifizieren der
Sporenkonzentration wurde eine 20 fache Verdiinnung in einer Zahlkammer ausgezahlt und
eine Konzentration von 2.5 x 10%ml mittels Verdiinnen eingestellt. Diese Zellen waren nun
zum unmittelbaren Verwenden geeignet, konnten aber auch in aligotierter Form (60 ul) bei

-80°C aufbewahrt werden.

6.11.3.2. Elektroporation von N. crassa Konidien

Die Neurospora Zellen wurden nicht wie Aspergillus durch Protoplastierung, sondern mittels
Elektroporation transformiert. Hierfuir wurden die Zellen, wenn sie gefroren waren, zweimal
mit 1 ml 1M Sorbitol gewaschen und anschlieend jeweils bei maximaler Geschwindigkeit in
einer Eppendorfzentrifuge fir 2 min pelletiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Konidien erneut in ca. 60 pyl 1M Sorbitol resuspendiert. Zur Transformation wurden 500 bis
1000ng linearisierte und dephosphorylierte Plasmid-DNA in einem Volumen von 10 pl
verwendet. Die Konidien wurden auf Eis mit der DNA vermischt und in eine
Elektroporationskuvette mit 0,2 mm gap Uberflhrt. Sorgfaltig abgetrocknete Kivetten wurden
mit einem Elektroporator, hier Biorad Gene Pulser Elektroporator, bei 600 OHM, 25 pyFD und
1,5 KV transformiert; der Puls dauerte ungefahr 12-14 msec. Sofort danach wurde 1 ml
gekihltes 1M Sorbitol auf die Zellen gegeben und die Transformanten wurden auf 4 Platten
FIGS Agar (mit Selektionsmarker) ausplattiert und fur 5 Tage bei 30°C inkubiert. Auf diesem
Agar wachst N. crassa Hefe ahnlich und zeigt Koloniewachstum und produziert erst nach
mehr als einer Woche das markante Luftmycel, welches ein Vereinzeln der einzelnen Klone

unmoglich macht.
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Tabelle 26: Medien fiir die N. crassa Transformation.

Medium Zusammensetzug pro Liter

FIGS (10x) 200 g Sorbose, 5,0 g Fruktose; 5,0 g Glukose

Vogel's FIGS 20 ml Salzstammldsung; 1,5 % Agar; 100 ml FIGS (10x) (nach dem
Medium Autoklavieren zugeben)

Topagar 20 ml Salzstammldsung; 15 g Saccharose, 1 % Agar;

6.11.3. Transformation von S. cerevisiae

6.11.3.1. Herstellung kompetenter S. cerevisiae Zellen

Fir die Herstellung kompetenter Hefen wurden 25 ml YPDA mit je einer Kolonie von AH106
oder Y187 angeimpft. Die Kultur wurde Uber Nacht bei 30 °C geschittelt. AnschlieRend
wurde 1 ml entnommen und in einen 250 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml YPDA Medium
Uberflihrt. Die Kultur wurde 4-6 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert, bis eine OD600 von 0,5
bis 0,7 erreicht wurde. Die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und
3 min bei 500 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 15 ml
dH,O gewaschen und 3 min bei 500 g wieder abzentrifugiert. AnschlieRend wurde nochmals
mit 10 ml SORB- Medium gewaschen und die Zellen flr 3 min bei 500 g abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 360 yl SORB resuspendiert und mit 40 pl carrier- DNA (10 mg/ml salmon
sperm DNA, Invitrogen), die vorher bei 100 °C denaturiert und anschlieRend auf Eis
abgekuhlt wurde, versetzt. Die frisch hergestellten kompetenten Zellen wurden innerhalb der

nachsten Stunden weiter verwendet oder bei -80 °C aliquotiert gelagert.

6.11.3.2. Transformation von S. cerevisiae

Fir die Transformation kompetenter S. cerevisiae Zellen wurden zu den 50 ul Aliquots, die
bei 80 °C gelagert und langsam auf Eis aufgetaut wurden, 2 pl Plasmid-DNA (3000 ng/ul)
hinzugegeben. Nach mehrmaligem Invertieren wurden 300 p LIT-PEG zugegeben und
wieder vorsichtig invertiert. Der Ansatz wurde 30 min bei 30 °C inkubiert und anschlielend
fur 15 min in 42 °C Uberfuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen 3 min bei 500g abzentrifugiert
und mit 1 ml YPDA- Medium gewaschen. Das Zellpellet wurde in 100 TE-Puffer

resuspendiert und auf SD- Platten mit den Selektionsmarkern ausplattiert.

Tabelle 27: Lésungen fiir die Transformation von S. cerevisiae.

Losungen Zusammensetzung

LIT-PEG 100 mM LiAc; 10 mM Tris-HCI; pH 8.0; 1 mM EDTA; 40 % PEG 3350
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SORB 100 mM LiAc; 10 mM Tris- HCI; pH 8.0; 1 mM EDTA/ NaOH,;

1 M Sorbitol; pH 8.0 mit Essigsaure einstellen

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI pH 7.4 ; 1 mM EDTA pH 8.0

6.12. DNA- DNA- Hybridisierung (Southern Blot Analyse)

Die Southern Blot Analysen wurden mit DIG markierten Sonden durchgefihrt, die nach
Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim) hergestellt wurden. Zunachst wurde
genomische DNA préapariert, mit einem geeigneten Restriktionsenzym Uber Nacht verdaut
und auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Die Positionen der einzelnen Markerbanden
wurden durch Ausstanzen mit einer Pipettenspitze festgehalten. Danach wurde das Gel 10
bis 20 min in 250 mM HCI bei RT gewaschen und anschlielRend durch zweimaliges Waschen
in Denaturierungspuffer denaturiert. Danach wurde das Gel kurz mit dH20 gewaschen und
in Neutralisierungspuffer zweimal 15 min neutralisiert. Die Aquilibrierung erfolgte in 20x SSC
bei RT. Danach wurde die Blotapparatur wie folgt aufgebaut und das Gel Uber Nacht
geblottet: Eine Briicke von angefeuchtetem (20x SSC) Whatman Papier mit Kontakt zu zwei
Vorratsgefallen mit 20x SSC wurde auf eine Glasplatte gelegt, dann wurde das Gel mit der
Oberseite nach unten aufgelegt, dann folgte die in 20x SSC angefeuchtete Membran und
darauf drei trockene Lagen Whatman Papier, dann mehrere Lagen saugfahiges Papier und
anschlieRend ein leichtes Gewicht. Nach dem Transfer wurden die Markerbanden mit
Bleistift auf der Membran markiert und die DNA auf der Membran durch UV- crosslinking
(254 nm 1 min pro Seite) fixiert. Die anschlieRende Prahybridisierung erfolgte 1 h bei 68°C
mit vorgewarmten DIG- Standard- Hybridisierungspuffer. Pro ml wurden 2 ul der Sonde
(verdinnt in 40 pl dH,0) mit DIG- Standard- Hybridisierungspuffer eingesetzt, nachdem sie
5 min bei 100°C aufgekocht wurde. Sonde und Membran wurden so Uber Nacht bei 68°C
inkubiert. Anschlieend erfolgte die Detektion, dazu wurde die Membran erst zweimal bei RT
in 2x Waschlésung gewaschen und dann noch zweimal bei 68°C in 0,5x Waschlésung.
Danach wurde die Membran 30 min in Blockierungspuffer bei RT geblockt und anschlieend
der POD- markierte Antikdrper zur Detektion zugegeben (2 pl in 20 mL frischen
Blockierungspuffer) (Roche; Cat. # 11093274910) und 30 min bei RT inkubiert. Zur Detektion
wurde die Membran in einen Plastikfiim gewickelt und gleichzeitig mit 1,4 ml geeignetem
Farbreagenz (1 ml Lésung A + 0,3 pl H,O, + 100 pl Lésung B mischen) versetzt und fir
2 min inkubiert. In der Dunkelkammer wurden anschlieBend die Autoradiographiefiime auf

die Membran gelegt und so lange exponiert, bis Banden zu erkennen waren (1 min bis 2 h).
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Tabelle 28: Losungen und Puffer fiir den Southern Blot.

Losungen Zusammensetzung
20x SSC 3 M NaCl; 0,3 M NaCitrat; pH7.0 mit konz. HCI
Maleinsaurepuffer 100 mM Maleinsaure; 150 mM NacCl; pH 7.5 mit NaOH

10x Blockierungslésung  10% Blocking reagent in Maleinsaurepuffer
Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH; 1,5M NaCl

Neutralisierungspuffer 0,5 M TrisHCI, pH 7.5; 1,5 M NaCl

DIG Standard HYB 5 x SSC; 0,02 % SDS; 1 % Blockierungslésung;

Puffer 0,1 % N-Laurylsarcosine

2x Waschlésung 2x SSC; 0,1 % SDS

0,5x Waschlésung 0,5x SSC; 0,1 % SDS

Waschpuffer 0,3 % Tween 20 in Maleinsaurepuffer

Blockierungspuffer 1% Blockierungsldsung in Maleinsaurepuffer

AP- Puffer 0,1 M TrisHCI, pH 9.5; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl,

Lésung A 200 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8.6) 50 mg Luminol (Sigma A4685)
Lésung B 11 mg p-Hydroxycoumarinsaure (Sigma C9008) in 10 ml DMSO lésen
H,0, 35 % H,0;

7. Biochemische Methoden

7.1. Zellaufschluss und Proteinextraktion aus A. nidulans

Das Myzel einer 24 Stunden lang gewachsenen Flussigkultur (50 ml) wurde Uber Miracloth
gefiltert, grindlich gewaschen und trocken gepresst. Mit flissigem Stickstoff wurde es fein
gemorsert und in etwa der gleichen Menge Lysepuffer (50 mM Tris, pH 7.9; 0,1 % Triton X
100; 10 % Glycerin; 15 mM EGTA; 1 mM DTT;1 mM PMSF; 1 mM Benzamidin; 1 mg/mi
Leupeptin; 1 mg/ml Pepstatin) aufgenommen. Das Gemisch wurde 30 min bei 4 °C
schittelnd inkubiert und anschlieRend bei 10000 g fur 15 min abzentrifugiert. Die
Konzentration der so gewonnenen Extrakte lag bei 6- 8 mg Protein/ ml. Die Proteinextrakte

wurden in Aliquots bei —20°C gelagert.
7.2. Fraktionierung von Aspergillus mittels Saccharosedichtezentrifugation
Fir die Fraktionierung von A. nidulans Zellextrakten wurden 400 ml Minimalmedium (mit

Threonin als C-Quelle um den alcA Promotor in den korrspondierenden Stammen zu
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induzieren) mit entsprechenden Auxotrophiemarkern und etwa 10° Konidien angeimpft. Die
Pilzsuspension inkubierte 28 h bei 37°C in einem Schittler (180 rpm). AnschlieRend wurden
die jungen Hyphen Uber ein Stick Whatman Papier No.1 mittels Vakuumfiltration geernet
und zweimal mit H,O und zweimal mit Phosphatpuffer gewaschen. Alle weiteren Schritte
wurden auf Eis und mit vorgekilten Lésungen und Materialien durchgefiihrt. AnschlieRend
wurde das Gewicht bestimmt (ungefahr 10 g) und mit 10 ml 5 % Saccharosepuffer gemischt.
Danach wurde das Mycel in eine Braunsche Flasche Uberfihrt und mit 15 g Glasperlen (425-
600 Microns, Sigma) und erneut mit weiteren 10 ml 5 % Saccharosepuffer versetzt. Die
Braunsche Flasche wurde mit zwei Gummibandern fixiert und in einem Braunschen
Homogenisator (Braun, Melsungen) gespannt und mittels CO, Fluss wahrend des
Aufschlussprozesses (4 x 30 sec). Der Zellaufschluss wurde lichtmikroskopisch
anschlieRend Uberprift. Das Homogenisat wurde in ein 15 ml Falkonréhrchen pipettiert und
5 min bei 5000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand ohne Glasperlen wurde in ein neues
15ml Falkon Uberfiihrt. Dieser Waschvorgang wurde einmal wiederholt.

Ein, zuvor in einem quick-seal Beckman Zentrifugenréhrchen (Beckman 344326) mit
10 % bis 65 % Saccharosepuffer generierter, linearer Saccharosegradient (Volumen ca.
35 ml), wurde vorsichtig mit Hilfe einer Pasteurpipette mit dem A. nidulans Zellextrakt
Uberschichtet. Dabei musste strengstens darauf geachtet werden, dass weder wahrend der
Herstellung des Dichtegradienten noch wahrend dem Uberschichten Luftblasen in dem
Zentrifugenréhrchen entstehen, denn dies wiirde in dem folgenden Zentrifugationsschritt den
Saccharosegradienten aufwirbeln und vermischen. Nach dem Uberschichten wurde das
plastene Zentrifugenréhrchen mittels Hitze verschlossen und anschlieRend 4 h bei 4°C und
50.000g in einer Beckman L8-70M Ultrazentrifuge mit dem korrespondierenden Beckman
70Ti Rotor zentrifugiert. Danach wurde das Zentrifugat mit einem ISCO Fraktionator mit
70 % Saccharosepuffer fraktioniert. Pro Fraktion wurden 20 sec kalkuliert, was zu einem
Volumen von ungefahr 2 ml fuhrte. Zur Analyse der einzelnen Fraktionen wurde jeweils die
Proteinkonzentration nach Bradford, sowie mittels eines Refraktometers die Dichte bestimmit.
AnschlieBende Untersuchungen erfolgten mit SDS- PAGE und Western Blot. Die
interessanten Fraktionen wurden in ein SDS- Gel geladen, kurz nach Einlauf in das Trenngel
ausgeschnitten und zur anschlieBenden Identifizierung der einzelnen Proteine mittels

Massenspektrometrie, LC-ESI-MS/MS, zu der Firma Toplab (Martinsried) gesendet.

Tabelle 29: Puffer fir die Saccharose Dichtezentrifugation.

Losungen Zusammensetzung pro Liter

50mM Phosphatpuffer 0,614 g NaH,PO,4 x H,0; 6,46 g Na,HPOy; pH 8.2

5 % Saccharosepuffer 33mM Phosphatpuffer; 5 % Saccharose

10 % Saccharosepuffer  33mM Phosphatpuffer; 10 % Saccharose
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65 % Saccharosepuffer  33mM Phosphatpuffer; 65 % Saccharose

70 % Saccharosepuffer  33mM Phosphatpuffer; 70 % Saccharose

7.3. Proteinisolierung aus S. cerevisiae

Zur Proteinextraktion wurde von allen Stammen eine 2 ml Ubernachtkultur angesetzt. Diese
wurde dann in frisches Medium berimpft und bei 30°C, 220rpm inkubiert bis eine ODggo
zwischen 0,4 und 0,6 erreicht wurde. AnschlieRend wurde die Kultur abzentrifugiert und mit
Wasser gewaschen. Dabei ist zu beachten, dass alle Schritte auf Eis und gekuhlt ablaufen
um den moglichen Abbau der Proteine durch Protasen zu verhindern. Das Prazipitat wurde
in 60°C heiRem Hefe- Aufschlusspuffer resuspendiert, in Eppendorfgefalle mit Glasperlen
uberfuhrt und fir 10min auf 70°C erhitzt. Um den Aufschluss der Zellen zu verbessern,
wurden die EppendorfgefaBe anschlieRend stark gevortext. AbschlieRend wurden die
Proben abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR Uberfiihrt und bei 95°C fir

5 min aufgekocht. AnschlieRend wurden die Proben fir die SDS- PAGE verwendet.

Tabelle 30: Puffer fiir die Proteinisolierung aus S. cerevisiae.

Losungen Zusammensetzung fiir 100 ml
Aufschlusspuffer- 48 g Urea; 5 g SDS; 4ml 1M Tris- HCI (pH 6.8); 20 ul 0,5 M EDTA; 40mg
Stammldsung Bromphenolblau in H,O

final

1 ml Aufschlusspuffer- Stammldsung;10 ul B-Mercaptoethanol;
70 pl Proteaseinhibitorldsung; 50 ul 0,1M PMSF; ergibt 1,13 ml AP™

Aufschlusspuffer

7.4. Proteinbestimmung nach Bradford

In EppendorfgefalRen wurden entweder 800 pl deionisiertes Wasser fur den Blindwert oder
der Differenzbetrag zwischen Probenvolumen (2 - 10 ul) und 800 pl deionisiertes Wasser flr
die Probenansatze vorgelegt. Nach Zugabe der entsprechenden Proteinprobe zu den
Probenansatzen wurden 200 ul Proteinfarbelésung (Roti-Quant; Roth, Karlsruhe) zu diesen
und zum Blindwert zupipettiert und die Ansatze wiederholt durch Schwenken gemischt. Nach
5 min wurde die Absorption der Proben gegen den Blindwert bei 595 nm am Photometer
(Pharmacia Ultraspec Ill) gemessen. In gleicher Weise wurde mit einer
Standardproteinlésung (BSA - Rinderserumalbumin, 1 mg/ml) verfahren, wobei in sechs
Ansatzen mit 1, 2, 4, 6, 8 und 10 pl eine Eichkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration

der Proben erstellt wurde.
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7.5. SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese und Western Blot

Die Auftrennung der Proteingemische erfolgt nach dem diskontinuierlichen System nach
Lammli (1970) in Tris- Glycin- Puffer. Fur die Natriumdodecyl-Sulfat Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (SDS- PAGE) wurden 7,5 %ige Gele verwendet. Etwa 20 ml der zu
trennenden Proteinlésung wurde mit 4x SDS- Ladepuffer gekocht, davon wurden maximal
25 yl pro Tasche geladen. Die Elektrophorese wurde in der Mini-PROTEAN Il von BioRad
(Minchen) bei 120 V durchgefihrt. Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF
Membran (WESTRAN Clear Signal, Schleicher & Schuell, Dassel) uUbertragen. Um den
Grolenstandard sichtbar zu machen und den Erfolg des Transfers zu Uberprifen, wurde die
Membran mit PonceauS- Lésung gefarbt. AnschlielRend wurde 30 min mit TBS-T geblockt.
Der primare Antikdrper wurde nach Angaben des Herstellers in TBS-T verdinnt und 1,5 h
mit der Membran inkubiert. In dieser Arbeit wurden monoklonale Antikdrper aus Hase gegen
den N-Terminus von GFP (Roche, Mannheim) verwendet. Danach wurde die Membran
viermal mit reichlich TBS-T gewaschen und mit dem sekundaren Antikérper fur 1 h inkubiert.
Der Sekundarantikérper war gegen Hase-IgG (Sigma, Taufkirchen) gerichtet und mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Danach wurde dreimal mit TBS-T und zweimal mit TBS
gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels Chemilumineszenz, die Reaktion erfolgte nach

Angaben des Herstellers der Reaktionslésungen (Sigma, Taufkirchen).

Tabelle 31: Losungen fiir SDS- PAGE und Western Blot.

Losungen

Zusammensetzung

Rotiphorese Gel 30

Trenngel, 8 %

Sammelgel, 4 %

Ladepuffer (4x)

Tris-Glycin Puffer
Transfer Puffer
TBS

TBS-T
Detektionslosung A
Detektionslésung B

Coomassie L6ésung

30 %ige Acrylamid/ Bisacrylamidlsg., im Verhaltnis 37,5 : 1

1,3 ml Rotiphorese Gel 30; 2,3 ml H,O; 1,3 ml 1.5 M Tris pH 8.8;
50 ul 10 % SDS; 50 ul 10 % APS; 6 ul TEMED

420 pl Rotiphorese Gel 30; 1,7 ml H,O; 310 yl 1 M Tris 6.8;
25 ul 10 % SDS; 25 ul 10 % APS; 2,5 yl TEMED

0,24 M Tris-HCI (pH 6.8); 8 % SDS; 40% Glycerin; 12% DTT;
0.004% Bromphenolblau

25 mM Tris-HCI; 250 mM Glycin; 0,1% SDS

25 mM Tris; 250 mM Glycin; 20 % Methanol; pH 8.3
50 mM Tris, pH 7.4; 200 mM NacCl;

TBS mit 0,1 % Tween 20

50 mM 100 mM Tris-HCI pH 5.8; 12.5 mg Luminol
11 mg p-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO

0,1 % Coomassie Blau R-250; 50 % Methanol; 10 % Essigsaure

140



VI. MATERIAL UND METHODEN

8. Mikroskopische Methoden

Die mikroskopischen Beobachtungen und Bilder wurden an einem Zeiss Axio Imager Z.1 mit
einer Zeiss AxioCamMR Kamera durchgefihrt. Die Aufnahmen von A. nidulans und N.crassa
entstanden mit einem 63er Plan- ApoChromat- Olimmersionsobjektiv (Zeiss, Jena) und eines
100er Plan- ApoChromat- Olimmersionsobjektiv (Zeiss, Jena) gemacht. Das Mikroskop und
die Kamera wurden mit der Zeiss AxioVision Software bedient. Als Quelle fir
Fluoreszenzlicht diente eine HBO103 Quecksilberdampflampe (Osram).

Neben der Fluoreszenzmikroskopie wurde das DIC-Verfahren (Differential
Interference Contrast, nach Nomarsky) angewandt. Mit dieser Methode werden Unterschiede
in der optischen Dichte des Praparats in Kontrastunterschiede des Bildes konvertiert. Damit
lassen sich pseudoplastische Bilder erstellen, die allerdings nicht die wahren raumlichen
Strukturen wiedergeben.

Nachbearbeitung der Aufnahmen, wie Bildausschnitt, Kontrastverstarkung,
Helligkeitsregulierung Korrektur von y-Werten und MaRstabsskalierung, erfolgte mit Hilfe der

Axiovision-Software (Carl Zeiss), ImageJ und Adobe Photoshop.

Tabelle 32: Verwendete Filter fiir die Fluoreszenzmikroskopie.

Fluorophor Anregungsspektrum (nm) Emmissonsspektrum (nm)
eGFP 450 - 490 515 - 565

YFP 510 - 20 530

dsRED 546 580

DAPI 365 395

CFP 430 474

8.1. Praparation von A. nidulans fiir die Mikroskopie

Um biologisches Material, zum Beispiel auskeimende Sporen mit Hilfe des Mikroskops zu
beobachten, wurden Deckglaschen mit Hilfe einer Bunsenbrennerflamme sterilisiert und in
ebenso sterile Petrischalen gelegt. Die Deckgldschen wurden dann mit 400 pl des
entsprechend mit Auxotrophiemarkern supplementierten Mediums (C- Quelle mit 2%
Glycerin statt Glukose bei Untersuchungen von alcA regulierten Fusionsproteinen) betropft
und danach mit den dazugehdrigen Sporen einer frischen Pilzkultur mittels eines sterilen
Zahnstochers beimpft. Die Proben wurden bei Raumtemperatur oder bei 30°C jeweils im
Dunkeln inkubiert. Um diese Proben am nachsten Tag zu untersuchen, wurden die

Deckglaschen aus der Schale genommen, das Medium leicht abgetropft und dann mit der
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bewachsenen Seite nach unten auf einen Objekttrager gelegt, mit Immersionsdl beschichtet
und unter dem Mikroskop betrachtet.

Fir DAPI- Farbungen (Kernanfarbung) wurden die tber Nacht auf Deckglaschen
gewachsenen Hyphen mit 25 pyl Mounting Medium mit Vectashield DAPI (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, USA) fur 5 min inkubiert, anschlieRend wurde das DAPI-

Mediumgemisch erneut mit Medium gewaschen und anschlieRend sofort mikroskopiert.

8.2. Praparation von N. crassa fiir die Mikroskopie

Hierfir wurden Minimalmedium- Platten mit entsprechenden Auxotrophiemarkern mit
Konidien des zu untersuchenden Stammes am Rand der Petrischale angeimpft und bei 28°C
im Dunkeln inkubiert. Die Keimung beginnt nach ungefédhr 10 h, davon abhangig wurde die
Inkubationszeit gemessen, je nachdem welcher Zelltyp mikroskopiert werden sollte. Um
diese Proben am nachsten Tag zu untersuchen, wurden die Platten fir 30 min unter Licht
positioniert, um die Expression des ccg-17 Promotors zu aktivieren. Dann wurde ein
Agarbléckchen mit einem Skalpell ausgeschnitten undmit der bewachsenen Seite nach oben
auf einen Objekttrager gelegt, mit einem Deckglaschen versehen mit Immersionsdl
beschichtet und nach 5 min Erholunfszeit unter dem Mikroskop betrachtet.

Fir Fusionen von zwei Stdmmen des gleichen mat Lokus wurden die Konidien beider
Stdamme gemischt, auf den Rand einer Platte Uberimpft und wie oben beschrieben weiter
verfahren.

Die unterschiedlichen Farbungen zur detaillierten Charakterisierung des N. crassa
Nkin2 Deletionsstammes erfolgten mit jeweils mit 10 pl des Farbstoffes (Tab. 33), welcher
zuvor in Vogel's Minimalmedium zur gewunschten finalen Konzentration verdinnt wurde.
Der Tropfen wurde direkt auf den vorbereiteten Agarblock mit den N. crassa tber Nacht bei
28°C gewachsenen Hyphen getropft und zwischen 5 und 20 min bei RT inkubiert und

anschlielend direkt mikroskopiert.

Tabelle 33: Verwendete fluoreszente Farbstoffe, deren Fluoreszenzkanal und die verwendeten

finalen Konzentrationen.

Farbstoff Kanal finale Konzentration
FM4-64 CFP 25 uM
CAMC DAPI 10 uM
Calcofluor DAPI 25 uM
MitoTracker Red dsRed 20 uM
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Daten- CD

Auf der beiliegenden CD befinden sich folgende Datensatze:

Film 1: Subzellulare Lokalisierung des DENN/MADD- Proteins RefB (AN0575) in A. nidulans
TNO2A3 (SCoS 98 - refB(p)::GFP::refB%%").

Film 2: Subzellulare Lokalisierung des Siderophor-Transporters SitB (AN5378) in A. nidulans
TNO2A3 (SCoS 83 - alcA(p)::sGFP::sitB%°).

Film 3: Subzelluldre Lokalisierung des S. cerevisiae ERV29 Homologs ErvA (AN1117) in
A. nidulans TNO2A3 (SCoS 92 - alcA(p)::sGFP::ervA®1®®),

Film 4: Subzelluldre Lokalisierung der BiFC- Analyse zwischen UncA und SynA in TNO2A3
(SC0S160 - alcA(p)::YFPN::synA%™": alcA(p)::YFPC::uncA%).

Film 5: Subzelluldre Lokalisierungen des im Y2H identifizierten Kandidaten McnA (AN2941)
in A. nidulans TNO2A3 (SCoS 86 - alcA(p)::sGFP::AN294177%P),
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Film 6: a) Subzelluldre Lokalisierung von mcherry-Nkin2 in einer Verzweigung von N. crassa
9717 (NCoS2 - his-3"::ccg-1(p)::mcherry::Nkin2).

b) Subzellulare Lokalisierung von GFP-Nkin2 in einer Primarhyphe von N. crassa
9717 (NCoS4 - his-3"::ccg-1(p)::sGFP::Nkin2).

Film 7: Subzellulare Lokalisierung von GFP-Ypt52 in einer jungen Hyphe von N. crassa
9717 (NCoS 7 - his-3"::ccg-1(p)::sGFP:: Ypt52).

Film 8: a) Subzelluldre Lokalisierung von GFP-Ypt52 in einer jungen Hyphe von N. crassa
ANkin2 (NCoS 12 - his-3"::ccg-1(p)::sGFP:: Ypt52).

b) Subzellulare Lokalisierung von GFP-Ypt52 in einer jungen Hyphe und einer Ver-
zweigung von N. crassa ANkin2 (NCoS 12 - his-3"::ccg-1(p)::sGFP::Ypt52).

c) Subzelluldre Lokalisierung von GFP-Ypt52 in einem Keimling von N. crassa
ANkin2 (NCoS 12 - his-3"::ccg-1(p)::sGFP:: Ypt52).
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