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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die posttranskriptionelle Modifikation von mRNA durch Spleil3en ist ein essentieller Prozess
in eukaryotischen Zellen. Dieser Prozess wird hauptsachlich durch das SpleiRosom
katalysiert, welches aus einer Vielzahl von Komponenten besteht. Neben den wohl
bekannten snRNPs (small nuclear ribonuclear particles) ist der NineTeen Komplex (NTC)
eine der Hauptkomponenten des SpleiBosoms. Der Komplex ist unverzichtbar fiir die
korrekte Rekrutierung von snRNPs und hat damit Einfluss auf SplieR-Effizienz und -
Genauigkeit (Chen et al., 2001; He und Parker, 2000).

Der humane NTC besteht im Kern aus den Komponenten hSPF27, hCDC5L, hPRP19 und
hPRL1, welche in vielen anderen Eukaryoten konserviert sind. Jedes der vier Proteine
besitzt zusatzliche Funktionen in weiteren zellularen Prozessen wie Zellzyklusregulation,
DNA Reparatur und mRNP Formierung/Export. Aus diesen Griinden fiihrt in den meisten
Organismen die Deletion einer der vier NTC Kernkomponenten zur Letalitat.

Ustilago maydis ist ein obligat biotropher Basidiomycet, welcher als Verursacher der
Brandbeulenpest bei Mais bekannt ist. Das U. maydis Num1 Protein ist das Homolog des
humanen hSPF27 Proteins. Interessanterweise kann das num1 Gen in U. maydis deletiert
werden und ist damit nicht essentiell. Anum1-Stdmme weisen einen globalen SplieR-defekt
und eine aberrante Hyphenmorphologie auf (Kellner et al., 2014). Mithilfe von Hefe-Zwei-
Hybrid- und Co-Immunpréazipitations-Experimenten konnte fir Prp19 und Cef1, den
U. maydis Homologen von den humanen NTC Kernkomponenten hPRP19 und hCDC5L,
eine Interaktion mit Num1 gezeigt werden. Zusatzlich konnten in Hefe-Zwei-Hybrid
Untersuchungen mehrere zytoplasmatische Interaktionspartner von Num1 identifiziert
werden, welche additive und bisher unbekannte Funktionen einer NTC-Kernkomponente
implizieren. Einer dieser zytoplasmatischen Interaktionspartner ist das Motorprotein
Kinesin 1 (Kellner et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zusammensetzung des NTC in U. maydis ermittelt.
Dazu wurden Num1 und Prp19 jeweils mit einem 3xHA Tag versehen. Dadurch war deren
Co-Immunprazipitation mit direkten und indirekten Interaktionspartnern mdglich. Der
Nachweis der prazipitierten Proteine erfolgte massenspektroskopisch. Dabei wurden die
meisten NTC Komponenten aus Mensch und Hefe identifiziert. Dies zeigt, dass der Komplex
auch in U. maydis konserviert ist. Die Deletion von num1 hat dabei wenig Einfluss auf die
Komplexzusammensetzung, jedoch wird der Komplex durch die Abwesenheit von Num1
destabilisiert und dissoziiert in der Folge nahezu vollstdndig. Diese Dissoziierung in

Abwesenheit von Num1 konnte mittels TMTduplex- und zusatzlichen Co-IP-Experimenten
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bestatigt und quantifiziert werden. Die grole Bedeutung des Num1 Proteins fir die Integritat
des NTC erklart somit auch die herabgesetzte Splei3-Effizienz in Anum1 Stammen.

Durch die bioinformatische Analyse der prazipitierten Interaktionspartner konnte fir den NTC
von U. maydis eine direkte oder indirekte Beteiligung an Prozessen wie Protein-
Degradierung, Zellzykluskontrolle und DNA Reparatur gezeigt werden.

Zusatzlich konnten weitere Interaktionspartner von Num1 identifiziert werden, welche
vermuten lassen, dass Num1 den Zellkern zusammen mit mRNA Uber die Kernpore verlasst
und im Zytoplasma NTC-unabhangige Aufgaben im Langstreckentransport von Vesikeln und
Endosomen erflllt. Dabei dient Num1 maoglicherweise als Chaperon, welches neben dem
NTC auch mRNPs, COPI- und COPII-Vesikelhlllen stabilisiert. Auch die Beteiligung an
weiteren Intrazelluldren Transportprozessen erscheint durch die vorgestellten Ergebnisse

maoglich.
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1 Einleitung

1.1 Ustilago maydis

Der phytopathogene Pilz Ustilago maydis gehért zu der Abteilung der Basidiomyceten
(Standerpilze) und ist der wohl bekannteste Vertreter der Brandpilze (Ustilaginomycotina).
Die Brandpilze bilden eine Unterabteilung der Standerpilze. Bis auf wenige Ausnahmen
handelt es sich bei den ungefahr 1.500 bekannten Brandpilzen um Pflanzenparasiten,
welche hauptsachlich Poaceen (Siflgraser) und Cyperaceen (Sauergrasgewachse)
infizieren. Unter den Wirtspflanzen der Brandpilze finden sich dabei auch viele
Kulturpflanzen mit wirtschaftlicher Bedeutung wie Gerste, Hafer, Mais, Weizen und
Zuckerrohr (Bakkeren et al., 2008; Begerow et al., 2006). U maydis ist, wie alle Brandpilze,
ein biotropher Pilz. Das bedeutet, dass er auf das lebende pflanzliche Gewebe des Wirtes
angewiesen ist, um seinen Lebenszyklus zu vervollstandigen (Christensen, 1963). Das
Wachstum bzw. die Vermehrung der Brandpilze findet meist innerhalb des Meristems statt,
wo das Nahrstoffangebot am gréften ist. Auch wenn die Infektion meist die ganze Pflanze
betrifft (systemisch), so sind die gro3ten Tumore an den Blitenstande zu beobachten (Ruiz-
Herrera und Martinez-Espinoza, 1998). Dort kommt es zu einer exzessiven Proliferation des
Myzels, an dessen Ende die Entstehung von stark melanisierten Brand- oder Teliosporen
steht. Durch diese Sporen kamen die Brandpilze zu ihrem Namen. Denn sobald die
sporenhaltigen Gallen bersten, verteilen sich die dunklen Sporen auf der Pflanzenoberflache
und sorgen fur ein verbranntes Aussehen. Die freigesetzten Sporen sind nun imstande,
weitere Pflanzen in der Umgebung zu infizieren.

U. maydis besitzt, wie die meisten Brandpilze, ein sehr eingeschranktes Wirtsspektrum.
Dieses beschrankt sich in seinem Fall auf Mais (Zea mays) und dessen vermeintliche Urform
Teosinte (Euchlena mexicana). Es werden alle oberirdischen Teile der Pflanze befallen,
wobei die Infektion meist lokal begrenzt bleibt (Bolker, 2001; Doebley, 1992). Symptome
einer U. maydis Infektion sind Chlorosen, Anthocyanosen und Tumoren, welche je nach
starke und Dauer der Infektion auftreten kénnen (Christensen, 1963). Das Aussehen der
infizierten Pflanzen nach Freisetzung der Teliosporen fluhrte zu dem Krankheitsnamen
Maisbeulenbrand (Brefeld, 1875). Befallene Maiskolben sind essbar und gelten in Mexiko
unter dem Namen Cuitlacoche als Delikatesse (Ruiz-Herrera und Martinez-Espinoza, 1998;
Valverde et al., 1995). Hauptsachlich wird U. maydis jedoch als Ernteschadling angesehen,
dessen wirtschaftliche Bedeutung als eher gering einzustufen ist. Ein Grund dafiir ist der

Einsatz von teilresistenten Maislinien (Allen et al., 2011; Martinez-Espinoza et al., 2002).



Einleitung

Trotz seiner geringen wirtschaftlichen Relevanz hat sich U. maydis im Laufe der letzten
Dekaden zu einem wichtigen Modellorganismus entwickelt. Als Modell flr biotrophe,
phythopathogene Pilze und deren Infektionsstrategien wurde U. maydis zu einem der
wichtigsten pilzlichen Pathogene fiir die molekulare Pflanzenpathologie erklart (Dean et al.,
2012). Zusatzlich kommt U. maydis bei der Erforschung von verschiedensten zellularen
Prozessen wie dem polaren Wachstum und der sexuellen Entwicklung zum Einsatz
(Bakkeren et al., 2008; Brefort et al.,, 2009; Steinberg und Perez-Martin, 2008). Einige
wichtige Eigenschaften machen U. maydis zu einem idealen Labororganismus. Durch seinen
dimorphen Lebenszyklus kann U. maydis sehr einfach im Labor kultiviert werden. Die
haploiden Sporidien eignen sich hervorragend fir die Anzucht auf und in kinstlichem
Medium. Zusatzlich kann der vollstadndige Lebenszyklus unter Laborbedingungen in wenigen
Wochen vollzogen werden (Christensen, 1963; Holliday, 1961; Holliday, 1974). Des Weiteren
unterstlitzten die einfache genetische Zuganglichkeit und das Vorhandensein der kompletten
Genomsequenz das molekularbiologische Arbeiten. Dabei bleibt zu erwahnen, dass
U. maydis der erste phytopathogene Pilz war, dessen Genomsequenz vollstandig publiziert
wurde (Kamper et al., 2006). Dadurch ist der Einsatz von revers-genetischen Ansatzen und
Methoden wie DNA-Arrays oder RNA-Sequenzierung moglich und etabliert (Doehlemann et
al., 2008; Kamper et al., 2006; Kellner et al., 2014). Die jahrelange Forschung stellt viele
genetische Werkzeuge wie dominante Selektionsmarker, verschiedenste Fusionskassetten
(z.B. Fluoreszenzproteine, Affinitats- und Epitop-Tags) und induzierbare Promotorsysteme
zur Verfiigung (Banks et al., 1993; Bottin et al., 1996; Brachmann et al., 2004; Gold et al.,
1994; Keon et al., 1991; Kojic und Holloman, 2000; Spellig et al., 1996). Durch die aulierst
effiziente homologe Rekombination von U. maydis lassen sich diese Werkzeuge meist
einfach und effizient einsetzen (Brachmann et al., 2004; Holloman et al., 2008; Wang et al.,
1988). Die Identifizierung und Charakterisierung der Paarungstyp-Loci ermdglichte die
Generierung von solopathogenen Stammen, welche keinen kompatiblen Kreuzungspartner
mehr benoétigen um die Pflanze zu infizieren und den Lebenszyklus vollstandig zu
durchlaufen (Bolker et al., 1995b; Kamper et al., 2006). Diese Stamme machen
Infektionsexperimente besser kontrollierbar und besser vergleichbar. So kann U. maydis in
Maiskeimlinge injiziert werden, welche bereits nach sieben Tagen auswertbare
Infektionssymptome aufweisen. U. maydis eignet sich zur schnellen und einfachen
Bearbeitungen von Grundfragestellungen der Zell- und Molekularbiologie von hdheren
Eukaryoten. Denn Genomanalysen konnten zeigen, dass der Verwandtschaftsgrad von U.
maydis zum Menschen enger ist als der zu Backerhefe (Minsterkotter und Steinberg, 2007).
Viele Proteine kénnen in U. maydis und im Menschen gefunden werden, fehlen jedoch in
Hefe. Ein Beispiel dafir ist das in dieser Arbeit behandelte Protein Num1 (hSPF27).
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1.2 Der Lebenszyklus von U. maydis

U. maydis durchlauft wahrend seines dimorphen Lebenszyklus eine saprophytische und eine
biotrophe Phase (Abbildung 1 A). Wahrend der haploiden Phase auRerhalb der Pflanze,
kommt U. maydis als haploide Sporidie vor und vermehrt sich durch hefeartige Knospung. In
dieser Form ist der Pilz apathogen und somit nicht in der Lage Wirtspflanzen zu infizieren.
Unter geeigneten Bedingungen (auf der Pflanzenoberflache), bei der Anwesenheit eines
kompatiblen Kreuzungspartners, kommt es zur Ausbildung von Konjugationshyphen, welche
nach der Zell-Zell-Fusion das Heterodikaryon bilden (Snetselaar und Mims, 1992; Snetselaar
und Mims, 1993). In dieser diploiden Form ist U. maydis pathogen und kann die
Pflanzenoberflache penetrieren und damit die Pflanze infizieren. Die Pheromon vermittelte
Zell-Zell-Erkennung und die Fusion der haploiden Sporidien stehen unter der Kontrolle des
biallelischen a-Paarungstyp-Locus (siehe auch 1.3.1) (Kahmann et al., 2000).

Durch die Perzeption des Pheromon-Signals eines kompatiblen Kreuzungspartners wird der
Zellzyklus im G2-Stadium arretiert (Garcia-Muse et al., 2003; Sgarlata und Perez-Martin,
2005). Dieser Zellzyklusarrest wird auch nach der Fusion kompatibler Sporidien aufrecht
erhalten, was dazu fuhrt, dass nur ein apikales Langenwachstum der Hyphe, aber keine
Zellteilung stattfindet. Wahrend dieses Spitzenwachstums werden Septen gebildet, welche
zu einer Kompartimentierung fihren. Bei dieser ressourcensparenden Art des Wachstums ist
ausschlief3lich das apikale Kompartiment mit Zytoplasma gefillt (Banuett und Herskowitz,
1994). In dieser Form ist U. maydis imstande, durch die Bildung von Infektionsstrukturen die
Pflanzenoberflaiche zu penetrieren und in die Pflanze eindringen. Bei den genannten
Strukturen handelt es sich um Appressorien. Fur diese wird postuliert, dass sie in U. maydis
hauptséchlich der Anderung der Wuchsrichtung dienen (Schirawski et al., 2005a).
Gleichzeitig markieren sie die Stelle, an der die Penetration durch die Sekretion von lytischen
Enzymen vereinfacht wird (Kahmann et al., 2000). Bei anderen phytopathogenen Pilzen sind
die Zellwande der Appressorien oft stark melanisiert. Dadurch kann ein sehr hoher Druck in
den Appressorien aufgebaut werden, welcher dann direkt gegen die Pflanzenoberflache
gerichtet wird. Dies fuhrt zu einem mechanischen Eindringen in die Pflanze (Bechinger et al.,
1999; Snetselaar und Mims, 1992; Snetselaar und Mims, 1993; Staples, 1985).

Nach der Penetration kommt es zur Aufhebung des G2-Zellzyklusarrestes und damit zur
interzellularen Proliferation, welche den Beginn der biotrophen Phase des Lebenszyklus
markiert. Dabei bleibt das pflanzliche Gewebe im Ganzen und auch die Plasmamembranen
der einzelnen Pflanzenzellen erhalten. Das Umschalten zum filamentésen Wachstum nach
der Zellfusion und die darauf folgende pathogene Entwicklung stehen unter der Kontrolle des
multiallelischen b-Paarungstyp-Locus (siehe auch 1.3.2)(Kahmann et al., 2000). Die
Zellkernverteilung innerhalb der Pflanze und der damit verbundene Erhalt des dikaryotischen

Filaments erfolgt durch die fir Basidiomyceten typische Schnallenbildung (Banuett und
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Herskowitz, 1996; Scherer et al., 2006). Bereits kurz nach der Infektion ist zu erkennen, dass
U. maydis vermehrt im Bereich der pflanzlichen Leitblndel proliferiert. Dort sind am meisten
Nahrstoffe vorhanden und dort kommt es auch zum Nahrstoffaustausch zwischen Pilz und
Pflanze. Um diesen zu gewahrleisten durchdringt der Pilz die Zellwand der Pflanzenzelle und
wird anschlielend von deren Plasmamembran umgeben. In dem entstandenen Bereich
zwischen pilzlicher Zellwand und pflanzlicher Plasmamembran etabliert sich eine biotrophe
Interaktionszone.

Mit fortschreitender Infektionsdauer kommt es zu einer erhdhten Proliferationsrate des
pilzlichen Myzels, was zur Entstehung von Tumoren fihrt. Innerhalb dieser Tumore werden
durch Karyogamie diploide Teliosporen gebildet. Nachdem ein Tumor aufgeplatzt ist, werden
die Sporen durch Wind, Regen und Insekten verbreitet. Telio- oder Brandsporen kdnnen
lange Zeit im Boden Uberdauern und bei geeigneten Bedingungen auskeimen. Bei der
Keimung durchlauft der diploide Kern der Teliosporen eine Meiose, welche zu vier haploiden
Kernen flhrt. Diese wandern anschlieBend in die Probasidie ein. Um den Lebenszyklus
abzuschlielen, werden die haploiden Sporidien von der septierten Probasidie durch

sukzessive Sprossung abgeschnurt (Christensen, 1963).
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Abbildung 1: Der Lebenszyklus von U. maydis. (A) Schematische Darstellung der Entwicklungsstadien. 1:
haploide Sporidien, Wachstum durch Knospung, 2: Zellfusion zweier kompatibler Sporidien zu einem
filamentésen Heterodikaryon, 3: Penetration der Pflanzenoberflaiche mithilfe eines Appressoriums und
anschlieBende Aufhebung des G2-Zellzyklusarrests, 4: Proliferation des Pilzmycels in planta und
Teliosporenbildung in Tumoren, 5: Freisetzung der Teliosporen mit anschlieRender Keimung zu haploiden
Sporidien. (B) elektronenmikroskopische Aufnahme haploider Sporidien. (C) elektronenmikroskopische Aufnahme
der Zellfusion auf der pflanzlichen Epidermis, Pfeil markiert das heterodikaryotische Filament. (D)
elektronenmikroskopische Aufnahme des Appressoriums, Pfeil markiert den Eintrittspunkt. (E) oben:
lichtmikroskopische Aufnahme des Appressoriums, unten: fluoreszenzmikroskopische Aufname des
Appressoriums, Pilzzellwand mit Calcofluor gefarbt (blau), endocytotische Vesikel mit FM4-64 angefarbt (rot),
Pfeile markieren den Eintrittspunkt. (F) Tumor an einem Maiskolben. (G) Querschnitt durch einen Tumor mit
schwarzen  Teliosporen. (H)  elektronenmikroskopische = Aufnahme  sporulierender  Hypen. (1)
elektronenmikroskopische Aufnahme von Teliosporen. MalRstabsbalken entsprechen 5 um (Abbildung modifiziert
nach Kamper et al., 2006)
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1.3 Kontrolle der Entwicklung durch die Paarungstyp-Loci

Die sexuelle und pathogene Entwicklung ist in Brandpilzen eng miteinander verbunden
(Bakkeren et al., 2008). Um die genetische Diversitat zu erhalten wird die Bildung eines
infektidsen Dikaryons durch die Paarungstyp-Loci kontrolliert. Bei Basidiomyceten sind diese
meist durch die A- und B-Loci reprasentiert und kodieren typischerweise flr ein
Pheromon/Pheromonrezeptor-basiertes Zell/Zell-Erkennungssystem sowie far
Homeodomanen-Transkriptionsfaktoren. In U. maydis kodiert der biallelische a-Locus flr ein
Pheromon/Pheromon-Rezeptorsystem, welches die Zell/Zell-Erkennung und die
anschlieRende Zellfusion steuert. Die folgende sexuelle und pathogene Entwicklung steht
unter der Kontrolle des multiallelischen b-Locus, welcher fliir die Homeodomanenproteine
bEast (bE) und bWest (bW) kodiert. Die Expression kompatibler bE/bW-Allele ist
unabdingbar fir die pathogene Entwicklung von U. maydis (Bolker et al., 1992; Gillissen et
al., 1992; Morrow und Fraser, 2009; Schulz et al., 1990).

1.3.1 Der a-Locus

Die Zell-Zell-Erkennung und die darauf folgende Fusion der Konjugationshyphen werden
vom biallelischen a-Locus gesteuert, welcher fir das Pheromon Mfa (mating factor a) und
den Pheromonrezeptor Pra (pheromone receptor a) kodiert (siehe Abb.1A). Das Pheromon-
Vorlauferpeptid Mfa1 besteht aus 40 Aminosduren und das Mfa2-Peptid aus 38
Aminosauren, welche posttranslationell modifiziert werden. Die prozessierten Proteine
bestehen aus dreizehn bzw. neun Aminosauren langen Lipopeptid-Pheromonen, die am
Carboxy-Terminus farnesyliert und methyliert sind (Spellig et al, 1994). Die Zell-Zell-
Erkennung erfolgt durch die Perzeption des Pheromons des einen Kreuzungstyps
ausschliefdlich durch den Pheromonrezeptor des anderen Kreuzungstyps (Bdlker et al.,
1992).
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Abbildung 2: (A) Schematische Darstellung der Gene der a-Loci. Der a7-Locus (Um a1) kodiert fir das
Pheromon-Vorlauferprotein Mfa1 sowie fir den Pheromonrezeptor Pra1. Der a2-Locus (Um a2) beinhaltet neben
den entsprechenden Genen mfa2 und pra2 die beiden zusatzlichen Gene Iga2 und rga2 (Abbildung modifiziert
nach Schirawski et al., 2005b). (B) Durch Pheromonstimulation eingeleitete Signaltransduktionskaskaden.
Sowohl die MAP-Kinase-Kaskade als auch die cAMP-abhangige Kaskade flihren zur Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors Prf1. Dieser bindet an PRE, welche Promotorelemente in der DNA darstellen und induziert
somit die weitere pathogene Entwicklung. (Abbildung aus Kaffarnik et al., 2003)

Die Pheromonrezeptoren Pra1 und Pra2 sind 357- bzw. 420 Aminosauren lang und gehdren
zur Familie der Ste3p-ahnlichen Pheromonrezeptoren, welche sieben
Transmembrandomanen besitzen und in der Regel mit heterotrimeren G-Proteinen
gekoppelt sind (Bolker et al., 1992). Der a2-Locus beinhaltet zusatzlich die Gene /ga2 und
rga2, welche fir mitochondrial lokalisierte Proteine kodieren (Mahlert et al., 2009; Urban et
al., 1996a) (siehe Abb.1A). Es wird vermutet, dass Lga2 die mitochondriale Fusion inhibiert,
wobei die Aktivitat von Lga2 durch das Protein Mrb1 kontrolliert wird (Bortfeld et al., 2004).
Amrb1 Stdmme sind bei der Anwesenheit von Iga2 und rga2 apathogen, wobei die
zusatzliche Deletion von Iga2 zur vollstandigen und die Deletion von rga2 zur teilweisen
Wiederherstellung der Pathogenitat fihrt. Es wurde gezeigt, dass diese Gene in die
uniparentalen Vererbung der mitochondrialen DNA wahrend der sexuellen Entwicklung von
U. maydis involviert sind (Fedler et al., 2009).

Durch die Bindung des Pheromons an den passenden Rezeptor des Fusionspartners kommt
es zur Ausbildung der Konjugationshyphen und folglich zur Zellfusion der kompatiblen
haploiden Sporidien. Auf molekularer Ebene 16st die Bindung des Pheromons an den
Rezeptor zwei Signalkaskaden aus. Zum einen fiihrt die Pheromon-Rezeptorbindung zur
Induktion der cAMP- und zum andern zur Induktion einer MAPK-Kaskade (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Kaskade). Beide Wege flihren zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors Prf1, welcher den Ubergeordneten Regulator fir die weitere
Entwicklung darstellt. Die Phosphorylierung erfolgt durch zwei verschiedene Kinasen, die

Proteinkinase A, bei cAMP vermittelter Aktivierung, und die MAP-Kinase Kpp2. In vitro
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Analysen zeigten eine differentielle Phosphorylierung spezifischer Serin- oder Threoninreste
an Prf1 durch diese beiden Wege (Kaffarnik et al., 2003). Die Induzierung von prf1 auf
transkriptioneller Ebene flihrt zu einer zusatzlichen Signalverstarkung durch die Kinase
Kpp2. Aktiviertes Prf1 ist in der Lage an Pheromone Response Elements (PREs) zu binden.
Dies fluhrt zu einer differentiellen Expression von Genen, die unter der Kontrolle eines PREs
stehen. Zu den Zielgenen von Prf1 zahlen prf1 selbst, die a-Locus Gene sowie rbf1, das fir
einen C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktor kodiert (Zarnack et al., 2008). Die Prl1 aktivierten
Gene beinhalten auch die fir die weitere pathogene Entwicklung essentiellen
Homeodomanen-Proteine bE und bW (Urban et al., 1996b).

1.3.2 Der b-Locus

Nach der a-abhangigen Fusion der Sporidien zu einem Dikaryon erfordert die weitere
Entwicklung kompatible b-Loci (Bolker et al., 1995a). Dabei gilt der b-Locus als zentraler
Schalter fir den Ubergang von der saprophytischen in die biotrophe Lebensphase, in
welcher der Pilz abhangig vom lebenden Gewebe der Wirtspflanze ist. Alle wichtigen
Faktoren, welche die Pathogenitdt von U. maydis und die damit einhergehende
Kolonisierung der Pflanze betreffen, stehen unter der Kontrolle des b-Locus (Gillissen et al.,
1992; Kamper et al.,, 1995). Anders als beim a-Locus liegt der b-Locus in der Natur in
mindestens 19 verschiedenen Allelen vor (J. Kdémper, pers. Mitteilung) und enthalt die zwei
Gene bEast (bE) und bWest (bW). Beide Gene liegen ungefahr 200 bp voneinander entfernt
und werden von einem einzelnen gemeinsamen Promotor divergent transkribiert (Abbildung
3 A). bE und bW sind Homeodomanen-Proteine mit 473 bzw. 645 Aminosauren und weisen

keine Sequenzhomologien zueinander auf.
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Abbildung 3: Der b-Locus in U. maydis. (A) Schematische Darstellung der genomischen Struktur des b-Locus
und der bW- und bE-Proteine. Beide Gene werden gegenlaufig zueinander von einem Promotor transkribiert.
Daraus ergeben sich die beiden Proteine bW und bE. K bezeichnet die konstanten, V die variablen Bereiche der
Proteine. (B) Allelspezifische Dimerisierung der b-Proteine. Die Homeodomanen-Proteine kénnen nur
dimerisieren, wenn sie von verschiedenen Allelen stammen (Abbildung aus Brachmann et al., 2001).
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Trotzdem besitzen beide Proteine deutliche Gemeinsamkeiten in ihrem strukturellen Aufbau.
Betrachtet man die Proteinsequenz etwas genauer, so zeigt sich ein mit 90% stark
konservierter C-terminaler Bereich sowohl bei bE als auch bei bW. Die N-terminalen
Bereiche der b-Proteine sind hoch variabel und weisen nur sehr geringe Sequenzhomologien
zueinander auf (Gillissen et al., 1992; Kronstad und Leong, 1990; Schulz et al., 1990). Diese
Bereiche sind essentiell fur die Interaktion von bE und bW (Kamper et al., 1995). Kommt es
durch die Interaktion kompatibler b-Proteine zur Bildung eines funktionellen bE/bW-
Heterodimers, so ist dieses in der Lage sequenzspezifisch DNA an sog. b-Bindestellen (bbs)
zu binden und die Expression von Zielgenen zu induzieren (Brachmann et al., 2001; Heimel
et al., 2010b; Romeis et al., 2000). Die Expression des b-Heterodimers ist notwendig und
ausreichend fir den Wechsel vom saprophytischen, vegetativen Wachstum zum
filamentosen Wachstum und der damit einhergehenden Arretierung des Zellzyklus im G2-
Stadium (Brachmann et al., 2001; Heimel et al., 2010b). Es wurde bereits von haploiden
Stdmmen mit kompatiblen b-Genen berichtet (1.1). Diese kénnen auch ohne die Fusion mit
einem kompatiblen Kreuzungspartner in die Wirtspflanze eindringen und dort ihre pathogene
Entwicklung und damit auch den Lebenszyklus abschlielen (Bélker et al., 1995a; Kamper et
al., 2006).

Das b-Heterodimer reguliert eine grolRe Anzahl von Genen und ist der ,Masterregulator” der
pathogenen Entwicklung von U. maydis. Durch Microarray-Studien konnten insgesamt 345
b-regulierte Gene identifiziert werden (Heimel et al., 2010b).

Nur wenige dieser 345 b-abhangigen Gene werden direkt durch das b-Heterodimer reguliert.
Eines dieser Gene ist rbf1 (regulator of b-dependent filamentation 1), welches fir einen
C2H2-Zinkfinger Transkriptionsfaktor kodiert. Rbf1 reguliert ungefdhr 90% der b-abhangigen
Gene und ist essentiell fiir die Pathogenitat (Heimel et al., 2010b). Die Uberexpression von
rbf1 induziert den G2-Zellzyklusarrest und das filamentése Wachstum ohne ein funktionelles
b-Heterodimer, was es zum zentralen Regulator der b-Regulationskaskade macht. rbf1 kann
auch a-abhangig induziert werden, was auf eine komplexe Regulierung der pathogenen
Entwicklung hinweist, wodurch z.B. eine schnelle und spezifische Anpassung an
verschiedene Umweltbedingungen ermdglicht wird. Eines der Rbf1 induzierten Gene ist biz1
(b-induced zinc finger protein), welches fir einen weiteren C2H2-Zinkfinger
Transkriptionsfaktor kodiert. Biz1 reprimiert die Expression des mitochondrialen Zyklins Clb1,
was einen G2-Zellzyklusarrest, die Appressorienbildung und die Expression einer Vielzahl
von sezernierten Proteinen zur Folge hat. Die Deletion von biz1 fihrt bei U. maydis zum
Verlust der Pathogenitat (Flor-Parra et al., 2006). Zwei weitere Rbf1-regulierte Gene sind
hdp1 und hdp2 (homeodomain protein), welche beide fiir Homeodomanen-Proteine
kodieren. Dies weist erneut auf eine regulatorische Funktion durch DNA-Bindung hin. Hdp1

wirkt ahnlich wie Biz1 auf die Regulation des G2-Zellzyklusarrests, wohingegen die Deletion
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von hdp2 zu einem Pathogenitatsverlust flhrt, welcher durch fehlende Appressorienbildung
zu erklaren ist (Goos, 2007).

clp1 (clampless 1) kodiert fiir einen weiteren wichtigen Regulator und ist neben rbf1 das
einzige direkt durch das b-Heterodimer regulierte Gen, welches fir die pathogene
Entwicklung von U. maydis notwendig ist. clp7 vermittelt die Proliferation innerhalb der
Pflanze (Heimel et al., 2010a; Heimel et al., 2010b; Scherer et al., 2006).

/

/

[ cipt ][ Rbf1 |
\4

Hdp2 Biz1 Hdp1
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Appressorien| G2 Arrest
Penetration | Filamentbildung

Proliferation

Pathogene Entwicklung

Abbildung 4: Schematische Darstellung der regulatorischen Hauptkomponenten in der b-vermittelten
Regulationskaskade. Das b-Heterodimer ist nach der Zellfusion der Schlisselfaktor flr die weitere sexuelle,
pathogene Entwicklung. Clp1 und Rbf1 sind beide direkt b induziert. Dabei ist Clp1 fiir die in planta Proliferation
verantwortlich. Rbf1 hingegen spielt die Rolle des zentralen transkriprionellen Regulators, welcher Uber die
Transkriptionsfaktoren Biz1, Hdp1 und Hdp2 den Zellzyklusarrest und die Appressorienbildung steuert. (Abb.
Nach Heimel et al., 2010b).

1.4 Schnallenbildung zur korrekten Kernverteilung

Schnallenzellen vermitteln bei vielen Basidiomyzeten die korrekte Kernverteilung wahrend
des dikaryotischen Wachstums. Dabei wird die Bildung der Schnalle von beiden
Paarungstyp-Loci beeinflusst. Bei Coprinopsis cinerea kodiert der A-Locus fir
Transkriptionsfaktoren welche, wie die b-Proteine aus U. maydis, Homeodomanen-Motive
beinhalten (Gillissen et al., 1992). Der B-Locus von C. cinerea kodiert hingegen flr
verschiedene Pheromone und entsprechende Rezeptoren (zusammengefasst in Casselton,
2002; Casselton und Olesnicky, 1998). Der komplexe Prozess der Schnallenbildung ist
abhangig von beiden Paarungstyp-Loci. Der Beginn der Schnallenbildung, sowie die

Schnallen-assoziierte mitotische Teilung der beiden Zellkerne wird vom A-Locus kontrolliert,
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wahrend die Fusion der Schnallenzelle mit der Hyphe und somit der reziproke Austausch der
beiden Zellkerne, welcher Voraussetzung flir ein stabiles Dikaryon ist, durch den B-Locus
kontrolliert wird. Zunachst teilen sich beide Zellkerne, einer parallel zur Wuchsrichtung und
der andere seitlich in den Vorlaufer der Schnallenzelle am Ort des spateren Septums. Bei
der folgenden Septierung entsteht ein apikal gelegenes Heterodikaryon. Anschlielend
fusioniert die Schnallenzelle mit dem subapikal gelegenen Kompartiment und das zweite

heterodikaryotische Kompartiment wird gebildet (Abbildung 5).

Paarung zweier kompatibler Sporidien
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Schnallenbildung in C. cinerea. Nach der Paarung zweier
Sporidien mit kompatiblen Allelen, sowohl des A- als auch des B-Locus, kommt es zur Zellfusion und dem
reziproken Austausch der Zellkerne. Dies fihrt zur Bildung des Dikaryons mit den typischen Schnallenstrukturen
(Abbildung modifiziert nach Kamada, 2002).

Die Schnallenbildung in U. maydis erfolgt vergleichbar zu C. cinerea, wobei die Fusion der
Schnallenzelle mit dem subapikalen Kompartiment bisher noch nicht eindeutig gezeigt
werden konnte. Somit sind mechanistische Abweichungen nicht auszuschlielfen. Es gibt
jedoch nachweislich einen Unterschied zwischen den beiden Systemen, so kann bei
U. maydis in dem haploiden, solopathogenen Stamm CL13 (a1 bE1/bW2) die
Schnallenbildung auch ohne ein aktives Pheromon-Rezeptor System vonstatten gehen
(Scherer et al., 2006), was bei C. cinerea nicht méglich ist.

clp1 ist, wie rbf1, durch genomweite Expressionsanalysen identifiziert worden und kodiert flr
ein 444 Aminosauren langes Protein. Es weist im Promotorbereich zwei putative b-
Bindestellen auf (Heimel et al., 2010a; Scherer et al., 2006). Die Expression von clp1 ist sehr

friih nach b-Induktion detektierbar und halt wahrend der kompletten pathogenen Entwicklung

14



Einleitung

an. Clp1 wurde zuerst in C. cinerea entdeckt und weist eine 41%ige Homologie zum
U. maydis Clp1 auf. In C. cinerea ist Clp1 notwendig und ausreichend fir die
Schnallenbildung (Inada et al., 2001). Die Deletion von clp1 in U. maydis fuhrt zum Verlust
der Pathogenitat. Bei haploiden Deletionsstammen sind keine Auffalligkeiten beim
Wachstum in axenischer Kultur zu beobachten und die Kreuzungsreaktion kompatibler
Stamme unterscheidet sich nicht von der entsprechenden Kontrolle (Heimel et al., 2010a;
Scherer et al.,, 2006). Erst nach Penetration der Pflanzenoberflache zeigen sich die
Auswirkungen der Deletion durch die fehlende Schnallenbildung und die damit

einhergehende, fehlende Hyphenproliferation.

1.5 Das Num1 Protein

Das polare Wachstum im pilzlichen Filament und die Aufrechterhaltung des Heterodikaryons
wahrend der pathogenen Entwicklung sind komplexe Prozesse wahrend der Entwicklung von
U. maydis. Es wurde bereits erwahnt, dass dem Clp1 Protein eine immense Bedeutung flr
die in planta Proliferation beigemessen wird, da die Deletion des clp7 Gens zum Verlust der
Schnallenbildung fihrt (Heimel et al., 2010a; Scherer et al., 2006). Um weitere Einblicke in
das Kernwanderungsverhalten und die Determination der Zellpolaritat in U. maydis zu
erlangen, wurde anhand eines Kandidatengen-Ansatzes die Funktion von Genen analysiert,
die Einfluss auf diese Prozesse haben kénnten. Eines dieser Gene war num1 (um01682).
Das Num1 (,nuclear migration 1%) Protein wurde in C. cinereus bereits mit den erwahnten
Prozessen in Verbindung gebracht.

Im Gegensatz zu U. maydis kommt C. cinereus ausschlieRlich als filamentése Hyphe vor,
wobei die Paarung (Mating) durch die Fusion (Anastomose) zweier kompatibler Hyphen
initiiert wird. Nach der Fusion der Hyphen kommt es zur Bildung des heterodikaryotischen
Filaments indem je ein Zellkern des ,Donors” in die ,Akzeptor‘-Hyphe einwandert (Kamada,
2002; Kies, 2000). Durch Mutageneseexperimente wurde das num71-Gen identifiziert,
dessen Mutation zu einem Defekt wahrend der Anastomose kompatibler haploider Stamme
fuhrte (Makino und Kamada, 2004). Um die zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen,
wurden die mutierten Stamme mit kompatiblen Wildtyp-Stammen gekreuzt. Dabei wurde
entdeckt, dass die mutierten Stamme zwar noch in der Lage waren einen Zellkern in das
+Akzeptor‘-Mycel zu Ubergeben, sie jedoch nicht mehr im Stande waren, einen Zellkern des
Partners aufzunehmen. Dieser Defekt verhinderte somit das Zustandekommen des
Heterodikaryons. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Mutation um ein dominant-
negatives Allel (num1-1) handelt, welches ein verkilirztes Num1-Protein zur Folge hat.

Das Num1 Protein in U. maydis weist eine 40%-ige Sequenzhomologie zum C. cinereus

Num1 auf. Es konnte bereits gezeigt werden, dass auch der Mensch ein Num1 Homolog
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besitzt. Dabei handelt es sich um das hSPF27/hBCAS2 Protein (Breast Cancer Amplified
Sequence 2). Das dazugehdrige Gen zeigt in verschiedenen humanen Brustkrebszelllinien
eine erhdhte Expression und wird deshalb als Burstkrebsmarker verwendet (Nagasaki et al.,
1999). Zum Anderen wird hSPF27/hBCAS2 als transkriptioneller Co-Regulator des
Ostrogenrezeptors und als negativer Regulator des p53 Tumorrepressors diskutiert (Kuo et
al., 2009; Qi et al., 2005). Weitere Analysen identifizierten hSPF27 als Kernkomponente des
Prp19/CDC5L Multiproteinkomplexes (NTC), welcher mit dem SpleiRosom assoziiert ist.
Dieser Komplex ist essentiell flir den korrekten Ablauf des Splei-Prozesses, indem er den
Auf- und Abbau des Spleilosoms aktiv unterstitzt (Neubauer et al., 1998). Aus
Homo sapiens ist bereits bekannt, dass das hSPF27/hBCAS2 Protein hauptsachlich im
Zellkern lokalisiert ist (Maass et al., 2002). Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit
einem Num1:3eGFP-Fusionsprotein ergaben auch in U. maydis eine starke
Zellkernlokalisierung. Zusatzlich konnten jedoch auch kleine Foci im Zytoplasma beobachtet
werden (Abbildung 8 C).

A -
Exon1 | Exon2
J -
- pcna o
Bz 5
Qo [=%
8 1 | 3
2 2
5 0,8 ‘ 5
206 | 2
2 2
3 04 | T
Q. Q.
8 0,2 — 8
g 02 ] §
LN ‘v vl N ‘v >
& 3 Ne N N
& & ¢ & &S
T F F
C umO05403 pcna um02440 ubi1
1000 10000
100 3+ 1000 3
= V | | Pt | s
! i \ it I8
10 | ‘ ¥ 100
& &
1 10
E1 M E2 12 E3 I3 E4 3 1 E2
e  \ / e -
0286 are S i90d 93 0 203 406 610 813 1017

Abbildung 6: Experimente zur Verringerung der SpleiR-Effizienz von verschiedenen Genen durch die
num1 Deletion. (A) Schematische Darstellung der Primer Wahl fur gPCRs, griiner Vorwarts-Primer bindet im
Intron und funktioniert nur bei ungespleilRtem Transkript, roter Vorwarts-Primer bindet im Ubergang von Exon1+2
und funktioniert nur bei gespleiltem Transkript, schwarzer Rickwarts-Primer funktioniert in Kombination mit
beiden Vorwartsprimer (B) qPCR Ergebnisse. Verhaltnis gesplei’t gegen ungespleildt von pcna (proliferating cell
nuclear antigen) und ubi1 (ubiquitin gene 1) in 3 biologischen Replikaten von WT und Anum1. (C) mRNA Seq.
Ergebnisse. Intronretention bei den beiden mRNAs in 3 biologischen Replikaten von WT(rot) und Anum1(blau).
I=Intron, E=Exon.

16



Einleitung

Auch das U. maydis Num1-Protein besitzt eine grofle Bedeutung fir den Splei3-Prozess. Es
interagiert nachweislich mit zwei, aus anderen Organsimen, als NTC Kernkomponenten
bekannten Proteinen (siehe 1.6). Des Weiteren konnte mittels quantitativer Real-Time PCR
(QRT-PCR) gezeigt werden, dass Num1 fir die SpleiReffizienz einzelner konstitutiv
exprimierter Gene von enormer Wichtigkeit ist (Abbildung 6 A und B). Ein anschlieRendes
RNA-Sequenzierungsexperiment mit einem WT und einem Anum1 Stamm ergab, dass in
Abwesenheit von Num1 die Spleil3-Effizienz global abnimmt. Num1 ist essentiell fir die
Aufrechterhaltung der nativen Intron-Retentionsraten. Verschiedene Introns sind dabei
unterschiedlich stark von der num1 Deletion beeinflusst (Abbildung 6 C). Es ist bisher nicht
bekannt welcher Effekt oder welche Erkennungssequenzen zu diesen Unterschieden fiihren
(Kellner, 2012; Kellner et al., 2014).

Ein Sequenzabgleich der Aminosaure-Sequenz des Num1 Protein aus U. maydis mit den
Homologen aus S. reilianum (Sr12752), U. hordei (UHOR_02497), C. cinerea (Num1),
A. nidulans (AN4244), A. thaliana (AT3G18165.1), Maus (BAB31409) und Mensch
(BCAS2/SPF27) ergab, dass die Varianten von U. maydis und seinen engsten Verwandten
(S. relianum und U. hordej) eine zusatzliche N-terminale Domane besitzen, welche in keinem
anderen Organismus zu finden ist (Abbildung 7 B). Kirzlich konnte bereits gezeigt werden,
dass es einer, um diese 65-AS verkirzten Num1 Version nicht mdglich ist, den
Deletionsphanotyp in U. maydis zu komplementieren (Kellner, 2012). Im gleichen Kontext ist
zu erwahnen, dass die Expression des humanen SPF27/BCAS2 in U. maydis nur zu einer

partiellen Komplementation der num1 Deletion fihrt (Kellner, 2012).
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Abbildung 7: Bioinformatische Analyse des Num1-Proteins. (A) Prognostizierte Doméanenarchitektur des
Num1-Proteins, das insgesamt aus 279 Aminosauren (AS) besteht. Hervorgehoben sind die BCAS2-Doméane (AS
66-273), sowie eine klassische, basische Zellkern-Lokalisierungs-Sequenz (NLS) am C-Terminus. Der 65 AS
umfassende N-Terminus des Num1-Proteins ist spezifisch fir U. maydis und enge Verwandte. (B)
Sequenzabgleich von Num1 mit SPF27-homologen Proteinen. Die Software ClustalW wurde verwendet, um
Num1-ahnliche Proteine aus S. reilianum (Sr12752), U. hordei (UHOR_02497), C. cinerea (Num1), A. nidulans
(AN4244), A. thaliana (AT3G18165.1), Maus (BAB31409) und Mensch (BCAS2/SPF27) abzugleichen. Identische
bzw. ahnliche Aminosauren sind in schwarz bzw. grau hervorgehoben. Die NLS in der U. maydis Sequenz ist in
grin dargestellt. (Kellner, 2012)

Die Deletion von num1 fuhrt in Stammen mit induzierbarem filamentésem Wachstum, zur
Ausbildung von kurzen verdickt und kurvig wachsenden Filamenten verglichen mit dem WT.
Haufig wachsen Sporen bipolar aus und/oder bilden verzweigte Filamente (Abbildung 8 A).
Es kommt haufig zur Bildung von falsch lokalisierten Septen und mehreren Zellkernen, was
einen Einfluss von Num1 auf Zellteilung und Zellzyklus impliziert. Das haploide Wachstum in
Flassigkultur ist, wie auch die Hyphenbildung auf Festmedium, nicht beeinflusst. Allerdings
sind keine Defekte in der Schnallenbildung in planta zu erkennen und die Pathogenitat ist nur
leicht vermindert. Diese Beobachtungen weisen auf eine gestoérte Determination der Polaritat
hin, welche jedoch nicht zu einem Verlust der Schnallenbildung und der Kernverteilung flhrt.
Dies wird zusatzlich durch das unverdnderte Wachstum der haploiden Sporiden in
axenischer Kultur unterstitzt, da die Determination der Polaritat wahrend des Hefe-artigen
Wachstums nur von untergeordneter Relevanz ist (Kellner, 2009; Kellner, 2012; Kellner et
al., 2014).
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Abbildung 8: Charakterisierung des Num1 Proteins in U. maydis. (A) Lichtmikroskopische Aufnahmen von
AB31 (WT) und AB31Anum1 Filamenten 12-14 Stunden nach der Induktion des filamentdésen Wachstums; 1: WT
Filament, Pfeil markiert die Hyphenspitze; 2: kurz und kurvige Anum1 Filamente; 3: bipolare Filamentbildung bei
AB31Anum1; 4: verzweigtes Anum1 Filament; 5: Anum1 Filament mit falsch lokalisiertem Septum, unteres Bild
zeigt, durch Calcofluor White Farbung, gefarbtes Septum, Pfeil markiert das Septum; 6: Falsch lokalisiertes
Septum fihrt in Anum1 Filament zu leerem Spitzenkompartiment, Pfeil markiert das Septum; MaRstabsbalken
entsprechen 10 um. (B) Diagramm mit zwei unabhangigen Wachstumsuntersuchungen, aufgetragen sind jeweils
stiindlich gemessenen ODggo-Werte von AB31 (WT) und AB31Anum1. (C) Licht- und Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der Num1:3xeGFP Lokalisierung, rechts Blaufarbung der DNA durch DAPI, Pfeil markiert kleine Foci
im Zytoplasma, gestrichelter Ring markiert den Zellkern, MalRstabsbalken entsprechen 5 ym. (Kellner et al., 2014)

Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Deletion der Zellkern-Lokalisierungssequenz
(NLS siehe Abbildung 7 A und B) zum Verlust der Funktionalitat und zu einer Anderung der
Lokalisierung ins Zytoplasma fiihrt (Kellner, 2012).

1.6 Num1 als Komponente des SpleiRosom-assoziierten NineTeen-
Komplexes (NTC)

Die Prozessierung von unreifer pra-mRNA zu reifer mRNA mittels Spleil’en stellt einen
essentiellen Vorgang bei der eukaryotischen Genexpression da. Dabei wird die frisch
transkribierte pra-mRNA von ihren Introns befreit und fir ihren weiteren Weg ins Zytoplasma
bzw. zum Ribosom vorbereitet, wo sie letztendlich translatiert werden kann. Der Prozess des
Splei’ens beinhaltet zwei sequentielle trans-Esterifizierungs-Reaktionen, denen eine prazise
Erkennung konservierter RNA-Sequenzen vorher geht. Wahrend des Spleilkens kommt es
somit immer wieder zu Konformationsanderungen im SpleiRosom, um dieses an die sich
stets andernden Anforderungen anzupassen (Wahl et al., 2009; Will und Luhrmann, 2011).
Die bekanntesten Hauptbestandteile des SpleiRosoms sind die flinf shnRNPs (,small nuclear

Ribonucleoprotein particles” U1, U2, U5 und U4/U6) und weitere pre-mRNA Spleil3faktoren.
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snRNPs bestehen aus snRNA (small nuclear RNA) und verschiedenen Proteinen, welche
hauptsachlich als Sm-Proteine bezeichnet werden. Diese Proteine sind in jedem snRNP
vorhanden und bilden einen Ring, welcher die snRNA an der ,Sm site“ umschlief3t (He und
Parker, 2000). Die SpleiRosom-Assemblierung beginnt, indem die U1 und U2 snRNPs die
definierten 5’ und 3’ Splieregionen der Introns erkennen und binden (Abbildung 9 Komplex
A). Anschlieend werden die snRNPs U5 und U4/U6 rekrutiert(Abbildung 9 Komplex B),
woraufhin es zu einer Konformationsanderung kommt. Dies flhrt zur Entlassung der snRNPs
U1 und U4 und zur Rekrutierung des NineTeen Komplex (NTC). Beide Prozesse fihren zum
Ubergang des inaktiven in den aktiven Zustand des SpleiRosoms (Abbildung 9 Komplex B*
und C). Dabei wird der NTC benétigt, um die Interaktion der snRNPs U5 und U6 mit der pre-
MRNA zu stabilisieren und die Interaktion von Sm-Proteinen mit dem U6 snRNA zu
destabilisieren (Chen et al., 2001; He und Parker, 2000). Nach seiner Rekrutierung bleibt der
NTC und NTC-assoziierte Proteine wahrend den zwei Schritten der Intronexzision und der
anschlieBenden Aufldsung des Spleilosoms von grofler Bedeutung (Abbildung 9). Der
Multiprotein  Komplex reguliert die Konformation und Dynamik der beteiligten
SpleiRosomkomponenten (Gahura et al., 2009; Hogg et al., 2010; Villa und Guthrie, 2005).

Komplex A <:::>
j Exon @ ‘

ri-snRNP 3" Exon] 35 S U5 snRNP
ausgeschnlttenes
x Intron \
Komplex B
[5° Exon| 3‘ Exon|
mRNA

Post-SpleiB-
komplex

2 Schritt

1. Schritt

Komplex C

Abbildung 9: Schematische Darstellung der mRNA Prozessierung durch das SpleiRsosom in S.
cerevisiae, NineTeen Komplex (NTC) in rot. Modifiziert nach (Ohi et al., 2005)

Namensgebend fiir den NTC ist das Prp19p-Protein aus S. cerevisiae, welches als erste
Komponente aus dem Komplex als essentieller Splei3-Faktor identifiziert wurde (Cheng et

al., 1993; Vijayraghavan et al., 1989). Eine weitere wichtige Komponente des Komplexes ist

20



Einleitung

das Cef1p Protein. Es ist wie Prp19p zwischen vielen Organismen konserviert und war
bereits Gegenstand vieler Untersuchungen. Das humane Homolog tragt den Namen hCDCS5.
Tiefere Einblicke in die Funktion von Cef1/CDC5 wurden in H. sapiens (Bernstein und
Coughlin, 1998b), Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans (Ohi et al., 1998),
Arabidopsis thaliana (Hirayama und Shinozaki, 1996) und Xenopus laevis (Stukenberg et al.,
1997) erlangt. In S. pombe kann die temperatursensitive Letalitdt der cdc5-120 Mutante
mittels cdc5-cDNA aus D. melanogaster, C. elegans und H. sapiens zu iberwunden werden.
Cef1 ist, wie Prp19, zumindest in S. cerevisiae und S. pombe essentiell fir den ersten
katalytischen Schritt wahrend des Spleillprozesses (Burns et al., 1999; McDonald et al.,
1999). Wie bereits erwahnt, ist einer der Namen fir das Num1 Homolog im Menschen
hSPF27 (splicing factor 27). Dieses ist neben hCDC5 und hPRP19 eines der
Kernkomponenten des NTC im Menschen und bildet bemerkenswerterweise eine Ausnahme
in diesem sonst so stark konservierten Komplex. Denn im Genom von S. cerevisiae ist diese
nicht vertreten. Es gibt lediglich ein funktionelles Aquivalent, das Snt309p-Protein, welches
Num1/hSPF27 substituiert (Chen et al., 1998b; Chen et al., 1999; Ohi et al., 2002).

Nicht nur diese beiden NTC Komponenten, sondern der komplette Komplex ist zwischen
verschiedenen Spezies hoch konserviert. Dabei ist der NTC am besten in S. pombe,
S. cerevisiae und H. sapiens untersucht. In S. cerevisiae wird von mindestens 26 NTC
assoziierten Proteinen gesprochen, von denen neun (Prp19p, Ceflp, Snt309p, Prp46p,
Syf1p, Syf2p, Syf3p/Clf1p, Isy1p and Ntc20p) fur die Spleil-Funktion des Komplexes im
aktiven SpleiRosom bendtigt werden und somit dessen erweiterten Kern bilden (Fabrizio et
al., 2009). Im Menschen ist die Situation eine andere. Hier sind mindestens drei
unterschiedliche Prp19-ahnliche Komplexe vorhanden. Der humane Prp19-Komplex selbst
besteht aus PRP19, CDC5L, HSP73, B-catenin-like-1 CTNNBL1, PRL1, AD002 und SPF27
(Makarova et al.,, 2004). Dazu kommt der Prp19-assoziierte Komplex mit weiteren 14
Proteinen, welche in Hefe teilweise direkt zum Splei-assoziierten Komplex gezahlt werden.
Wahrend der Veranderung der SpleiRosomkomposition bei fortschreitender pra-mRNA
Prozessierung kommt es zur Veranderungen des NTC-Aufbaus. Dies erklart die Vielzahl an
beobachteten Zusammensetzungen des Komplexes und die Aufteilung in Subkomplexe beim
Menschen. Weitere stringente Aufreinigung des eigentlichen Prp19-Komplexes flhrte in
H. sapiens zu einem Kern von vier Proteinen. hPRP19, hCDC5L, hPRL1 und hSPF27 sind
so fest miteinander verbunden, dass sie selbst nach Protease-Behandlung nicht dissoziieren
(Grote et al., 2010). Diese vier Komponenten bilden in allen untersuchten Organsimen den
Kernkomplex, an den die anderen Proteine eher lose gebunden sind. Anhand von Hefe-2-
Hybrid-Experimenten konnte auch fir U. maydis eine Interaktion von Num1 mit Prp19 und
Num1 mit Cef1 gezeigt werden. Zusatzlich wurden die Interaktionen durch Co-Lokalisierung

und Co-Immunoprecipitaion verifiziert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Interaktion zwischen Num1 mit Prp19 und Cef1. (A) Schematische Darstellung der bekannten
Interaktionen in H. sapiens und U. maydis, blue Pfeile zeigen humane Interaktionen, griine Pfeile zeigen
U. maydis Interaktionen. (B) Interaktionen im Hefe-Zwei-Hybrid Versuch, oben links negativ-Kontrolle, oben
rechts positiv-Kontrolle, unten links Interaktion von Num1 und Prp19, unten rechts Interaktion von Num1 und
Cef1, Wachstum auf SD™"-Platten bedeutet Interaktion. (C) Co-Immunoprecipitation zur Verifizierung von B,
Pull-Down wurde einmal mit Cef1:3xHA und einmal mit Prp19:3xHA durchgefiihrt, Nachweis von Num1:3xeGFP
nach Aufreinigung mittels anti-GFP Antikdrper. (E) und (F) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
Num1:3xeGFP, der Cef1:RFP und der Prp19:RFP Lokalisierung, MaRstabsbalken entsprechen 10 ym

Insgesamt lasst sich die Liste der organismenibergreifend Splei-assoziierten NTC
Komponenten auf eine Liste von 10 Proteinen vereinfachen (Tabelle 1). Mindestens die vier
Kernkomponenten Prp19, Cef1, Prl1 und Num1/SPF27 sind in den meisten untersuchten

Organsimen essentiell. Interessanterweise ist dies fir das U. maydis Num1 nicht der Fall.

Tabelle 1: NTC-Komponenten aus S. cerevisiae und homologe Proteine in H. sapien und U. maydis

S.cerevisiae H.sapiens U.maydis
Prp19 PRP19 Prp19/Um10027
Syf1 SYF1/XAB2 Um03842
Isy1 ISY1 Um01323
Cef1 CDC5L Cef1/Um04411
Prp46 PRL1 Pri1/Um11036
Snt309 BCAS2/SPF27 Num1/Um01682
Cwc15 CWF15 Um10535
CIf1 SYF3 Um02676
Syf2 SYF2 Um11427
Cwc2 CwC2 Um12203
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Die meisten weiteren NTC assoziierten Proteine sind lose und dynamisch mit dem Komplex
verbunden (Chanarat und Strasser, 2013; Ohi et al., 2002; Ren et al., 2011). Fir viele NTC-
Komponenten und -assoziierte Proteine ist eine Vielzahl von Funktionen, unabhangig von
der pra-mRNA Prozessierung, bekannt. Im Folgenden werden einige dieser Funktionen
naher erlautert und teilweise mit bereits gewonnen Erkenntnissen tber das U. maydis Num1
Protein in Bezug gebracht. Cdc5-Proteine wurden, wie der Name (,cell devision cycle®)
bereits vermuten lasst, urspriinglich als Zellzyklus-Faktoren identifiziert, die flr den
Ubergang von der G2- in die M-Phase benétigt werden (Bernstein und Coughlin, 1998b;
Nasmyth und Nurse, 1981; Ohi et al., 1994b). In mehreren Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass Cdc5 unerldsslich flir den korrekten Ablauf des eukaryotischen Zellzyklus ist
(Ben-Yehuda et al., 2000; Burns et al., 1999; Graub et al., 2008; Russell et al., 2000; Zhang
et al., 2009). Die num1-Deletion fihrt in U. maydis ebenfalls zu einer Deregulierung des
Zellzyklus (Kellner et al., 2014). Prp19p wurde zunachst unter dem Namen Pso4p
identifiziert. Die Mutation in Psodp fuhrt zu einer erhdhten Sensitivitat gegeniber DNA-
Schaden (Henriques und Moustacchi, 1980). Prp19 selbst und einige Prp19-assoziierte
Proteine sind in Hefe und Mensch fir ihre Beteiligung in verschiedenen DNA-
Reparaturprozessen bekannt (Beck et al., 2008; Brendel et al., 2003; Grey et al., 1996; Lu
und Legerski, 2007; Zhang et al., 2005). In U. maydis fuhrt die Deletion von num1 zu einer
erhohten Sensitivitdt gegentber UV-Bestrahlung und DNA-schadigenden Agenzien. Auch in
diesem Fall ist eine Beeintrachtigung der DNA-Reperatur durch ineffizientes Spleilen in
Anum1 nicht auszuschlieRen (Kellner, 2012; Kellner et al., 2014). Andere Zellulare Prozesse,
die von NTC-Komponenten und -assoziierten Proteinen beeinflusst werden, sind die
Transkriptionsregulation (David et al., 2011), der mRNP (Ribonucleoprotein)-Partikeln
vermittelte mRNA Export aus dem Zellkern (Chanarat et al., 2012; Chanarat et al., 2011), die
Protein-Ubiquitinierung/ -Degradierung (Loscher et al., 2005; Sihn et al., 2007) und die
Zellalterung (Kleinridders et al., 2009; Voglauer et al., 2006). Zusatzlich gibt es
Untersuchungen zum Einfluss auf die Struktur des Zytoskeletts (Burns et al., 2002) und auf
verschiedene intrazellulare Transportprozesse (Dellago et al., 2011; Lleres et al., 2010;
Vincent et al., 2003). Im Diskussionsteil werden einige, fir diese Arbeit wichtige, Funktionen

des NTC und seiner Komponenten genauer betrachtet.

1.7 Die zytoplasmatische Funktion des Num1-Proteins in U. maydis

Es wurde bereits erwahnt, dass Num1:3xeGFP, neben seiner Zellkern-Lokalisierung auch in
kleinen Punkten im Zytoplasma beobachtet werden kann (Abbildung 8 C). Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass in Abwesenheit von Num1 die Motilitdt von Early Endosomes (EE)

verringert ist (Abbildung 11 B), dies jedoch nicht auf ein fehlerhaftes Zytoskelett
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zuruckzufthren ist. Weder die Organisation des Mikrotubuli- noch des Actin-Zytoskeletts sind
gestort. Es konnte auch kein Einfluss auf die Verteilung von sekretorischen Vesikeln
beschrieben werden. Die Anzahl und Beschaffenheit von Vakuolen wird durch die num1-
Deletion stark verandert. Es sind weit mehr Vakuolen mit verringerter Grélie zu beobachten
(Abbildung 11 A). Im Gegensatz zur Kinesin (Kin1) Lokalisierung hat die Deletion von num1
einen grofRen Einfluss auf die Lokalisierung von Dynein (Dyn2). Statt wie gewohnt an der
Spitze zu lokalisieren ist Dyn2 nun Uber die komplette Hyphe verteilt (Abbildung 11
C)(Kellner et al., 2014).
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AB33 3eGFP:Dyn2

AB33Anum1 3eGFP:Dyn2

Abbildung 11: Weitere Einflisse von Anum1 auf die Vakuolen-Morphologie und intrazelluldre
Transportprozesse. (A) Licht- und Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Anzahl und Beschaffenheit von
Vakuolen in haploiden Sporidien, num1 und kin1 Deletion flihrt zu mehr und kleineren Vakuolen, Vakuolen
wurden mit CellTracker Blue (7-amino-4-chloromethyl-coumarin, CMAC) angefarbt, MaRRstabsbalken entsprechen
5 um. (B) Kymograph der Early Endosome (EE) Motilitat (Distanz gegen Zeit), Yup1:eGFP als EE Marker, Pfeil
markiert ein Septum (C) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Dynein 2 Lokalisierung in AB33 WT und
AB33Anum1, 3eGFP:Dyn2 in grin, MalRstabsbalken entsprechen 10 um. (Kellner et al., 2014)

Wie bereits in Abbildung 11 A zu sehen, gibt es Gemeinsamkeiten zwischen Anum1 und

Akin1 Deletionsstammen. Auf diese wird im Weiteren genauer eingegangen.
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Das konventionelle Kinesin 1 (Kin1) Motorprotein interagiert in U. maydis mit Num1 (Kellner,
2009). Der Mikrotubuli basierte Langstreckentransport in der Zelle erfolgt mit Kinesin- und
Dynein-Motorproteinen. Durch die polar angeordneten Mikrotubuli unterstitzen diese
Motorproteine das polare Wachstum der Zelle, indem sie Vesikel und andere Organellen zur
apikalen Wachstumsregion beférdern. Dabei gelten manche Motorproteine wie Kin3 und
Dyn2 als Schlisselkomponenten flir die pilzliche Morphogenese. Defekte in diesen
Komponenten kénnen zur Herabsetzung des Wachstums bis hin zur Letalitat flhren (Harris,
2006; Ramos-Garcia et al., 2009; Riquelme et al., 2000; Seiler et al., 1999; Steinberg, 2007).
In U. maydis sind die Kinesine 1 und 3 wahrend des filamentdésen Wachstums stark induziert
und haben einen groRen Einfluss auf die polare Hyphenmorphologie (Schuchardt et al.,
2005). Der apikal-gerichtete Transport von Endosomen ist in U. maydis Kin3 abhangig
(Baumann et al., 2012b; Schuchardt et al., 2005; Schuster et al., 2011a; Schuster et al.,
2011b; Wedlich-Séldner et al.,, 2002). Im Gegensatz dazu transportiert Dynein die
Organellen in die entgegengesetzte (retrograde) Richtung und hilft dabei durch den
Transport der Kinesine beim Motorproteinrecycling. Dynein-Motorproteine akkumuliert an
den Plus-Enden der Mikrotubuli, wo sie als Reservoir fir dem retrograden Transport dienen
(Lenz et al., 2006; Schuster et al., 2011a; Zhang et al., 2010).

Die Interaktionsdomane von Num1 mit Kin1 konnte auf die 80 AS zwischen AS 67 und 147
eingegrenzt werden. Es handelt sich dabei um eine schwache oder transiente Interaktion
(Kellner et al., 2014).

Neben der physikalischen Interaktion von Num1 und Kin1 gibt es weitere Anhaltspunkte fur
eine genetische Interaktion und eine funktionelle Verbindung. Die Deletion von kin1 fuhrt in
U. maydis Filamenten zu einem ahnlichen Phanptyp wie die num1 Deletion. Bei beiden
Deletionen kommt es zu verkirzten und bipolar wachsenden Filamenten mit oftmals falsch
eingezogenen Septen (Kellner, 2012; Schuchardt et al., 2005; Steinberg et al., 1998). Durch
die Doppeldeletion der beiden Gene wird der beschriebene Phanotyp verstarkt. Bei
Infektionsstudien mit dem solopathogenen Stamm SG200 zeigt Akin1 eine ahnlich leicht
verminderte Pathogenitat wie sie auch bei Anum1 auftritt. Auch hier kommt es durch die
Doppeldeletion zu einem additiven Effekt, der sich in einer drastisch verminderten
Pathogenitat niederschlagt (Kellner, 2012; Kellner et al., 2014). Auch wenn die Deletion
beider Gene im Einzelnen zu einem fast identischen Phanotyp in Bezug auf Pathogenitat,
Zell- und Vakuolenmorphologie flihren, so zeigen die additiven Effekte der Doppeldeletion,

dass beide Proteine weitere, von einander unabhangige Funktionen einnehmen.

25



Einleitung

1.8 Bisheriges Modell der Num1 Funktion

In (Kellner et al.,, 2014) wurde die favorisierten Num1 Funktionen folgendermalien
zusammengefasst. Num1 nimmt in diesem Modell zunachst, als Teil des NTC, Einfluss auf
den SpleiR-Prozess. In Drosophila melanogaster werden Komponenten des EJC (exon
junction complex) flr den Transport von oskar mRNA bendétigt (Zimyanin et al., 2008). Der
EJC markiert Exon/Exon Ubergange wahrend des SpleiR-Prozesses und bleibt auch nach
der Reifung der mRNA daran gebunden (zusammengefasst in Chang et al., 2007).
Interessanterweise ist auch der oskar Transport von Kin1 abhangig (Brendza et al., 2002).
Da bereits bekannt ist, dass die NTC-Komponente Syfip in Hefe mit dem mRNA
Exportkomplex TREX (transcription-coupled export) interagiert (Chanarat et al, 2011),
kénnte dies auch flir Num1 der Fall sein. Es wurde postuliert, dass Num1 anschlielend,
gemeinsam mit der prozessierten mRNA (ber die Kernpore (NPC) den Zellkern verlasst.
Dies passt zu der kiirzlich gezeigten Lokalisierung von Kin1 an der Kernpore, wo es Zellkern-
Zytoplasma Transportprozesse unterstitzt (Steinberg et al., 2012).

Es ist bekannt, dass die num1 Deletion die Bewegung von Early Endosomes (EEs) behindert
und dass mMRNA mit dem mRNA bindenden Protein Rrm4 auf diesen Organellen transportiert
wird (Baumann et al., 2012a; Kellner et al., 2014; Konig et al., 2009). Gleichzeitig konnte
gezeigt werden, dass die Deletion von num1 und kin1 gleichermalen die Motilitat von Rrm4-
tragenden Endosomen verschlechtert (Baumann et al., 2012a; Kellner et al., 2014,
Schuchardt et al., 2005).

Es bleibt jedoch weiterhin fraglich, wie der mdgliche Kin1 vermittelte Transport von Num1 mit
dem Rrm4 gekoppelten mRNA Transport zusammenhangt. Zuséatzlich ist nicht untersucht
worden, ob Num1 wirklich mit Komponenten des TREX Komplexes interagiert und ob Num1

zusammen mit reifer mMRNA den Zellkern verlasst.
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Abbildung 12: Modell zur postulierten Num1 Funktion in U. maydis. Méglicher Zusammenhang von der NTC
abhangigen Num1 Funktion mit mMRNA Export und Transport. Abbildung abgeéandert nach (Kellner et al., 2014).

1.9 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die posttranskriptionale Modifikation von mRNA mittels Splei3en ist ein wichtiger Prozess in
eukaryotischen Zellen. Diese mRNA-Prozessierung wird durch das SpleiRosom katalysiert
welches aus einer Vielzahl an Komponenten besteht. Neben den snRNPs ist der NineTeen-
Komplex (NTC) eine der Hauptkomponenten des Spleilosoms. Er ist flr die korrekte
Rekrutierung von snRNPs und damit generell fir den gesamten Spleil3-Prozess von grolier
Wichtigkeit.

Im Menschen besteht der Kernkomplex aus den Proteinen hSPF27, hCDC5L, hPRP19 und
hPRL1. Diese Komponenten sind zwischen allen Eukaryoten hoch konserviert und in eben
diesen auch essentiell. Dabei werden den einzelnen Proteinen zusatzliche, vom Splei3en
unabhangige zellulare Funktionen wie Zellzyklus-Kontrolle, DNA-Reparatur und mRNP-
Bildung und -Export zugedacht.

In U. maydis ist die Deletion von num1 nicht letal und es konnten bereits viele Aussagen

Uber den entstehenden Phanotyp getroffen werden. Neben seiner Aufgabe im NTC scheint

27



Einleitung

Num1 weitere Funktionen im Zytoplasma zu Gibernehmen, wo es mit dem Motorprotein Kin1
interagiert.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt in der weiteren Untersuchung der Num1 Funktion
als integraler Bestandteil des NTC in U. maydis. Durch vergleichende Experimente soll
aufgedeckt werden, welchen Einfluss die num1 Deletion auf den Aufbau bzw. die
Zusammensetzung des NTC hat und welche NTC assoziierten Komponenten
maoglicherweise verloren gehen. Dazu werden Pull-Down Experimente im WT und Anum1
Hintergrund durchgefihrt, welche anschlieend durch Massenspekiroskopie analysiert
werden  sollen. Quantifizierungsexperimente mittels  Co-Immunoprazipitation  und
Massenspektroskopie sollen weitere Einblicke in die NTC-assoziierte Funktion von Num1
geben. Zusatzlich soll die zytoplasmatische Funktion von Num1 naher untersucht werden.
Dafir wird das Num1 Protein ausschlieBlich in der zytoplasmatischen Fraktion
immunoprazipitiert. Das Ziel ist es, die Num1 Funktion in ihrer Ganze zu verstehen. Dabei
gilt es zu erfahren, ob die mdgliche NTC-assoziierte Funktion mit der zytoplasmatischen
Funktion in Verbindung steht und was diese Verbindung ausmacht. Eine Mdglichkeit stellt die
Kopplung von Num1 an die prozessierte mRNA dar, welche dann in das Zytoplasma
transportiert und dort mittels Num1 an Kin1 bindet. Es bleibt offen aus welchem Grunde Kin1
mit Num1 interagiert, da Kin1 ausschlieBlich fir den Dynein Transport in U. maydis bekannt

ist.
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2 Ergebnisse

Das Num1-Protein wurde durch einen Kandidatengen-Ansatz gefunden. Dessen Ziel war es
Gene in U.maydis zu identifizieren, welche Einfluss auf die komplexen
Entwicklungsprozesse der  Schnallenbildung und der damit einhergehenden
Zellkernwanderung haben. Aus C. cinereus war das Num1 Protein bekannt, welches fir die
korrekte Zellkernverteilung wahrend der Kreuzung verantwortlich ist (Makino und Kamada,
2004). Aus diesem Grund sollte der Effekt einer num1 Deletion auf die Pathogenitat und die
Zellmigration in U. maydis untersucht werden. Die darauffolgenden Studien ergaben eine
leicht verringerte Pathogenitat, Defekte in der Hyphenpolaritat und Defekte in verschiedenen
Transportprozessen innerhalb pilzlicher Hyphen, hervorgerufen durch die Abwesenheit des
Num1 Proteins. Durch die Hefe-Zwei-Hybrid Methode konnte unter anderem das Kin1-
Motorprotein als Interaktionspartner, mit Bezug auf intrazellulare Transportprozesse,
identifiziert werden (Kellner et al., 2014). Die Erkenntnis, dass das Num1 Protein ein
humanes Homolog (SPF27/BCAS2) besitzt, dessen primare Funktion die Unterstitzung des
SpleiRprozesses als Teil des evolutionar konservierten NineTeen-Komplexes (NTC) ist,
machte Untersuchungen in diese Richtung notwendig. So konnte gezeigt werden, dass
Num1 mit zwei weiteren Kernkomponenten, Prp19 und Cef1, des Komplexes interagiert und
dass der Verlust des Num1 Proteins zu einer global erhdhten Intron-Retentionsrate fuhrt
(Kellner et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit wurden der NTC von U. maydis und die
Funktion des Num1-Proteins innerhalb dieses Komplexes untersucht. Des Weiteren sollte
die zytoplasmatische, mdglicherweise NTC unabhangige Funktion des Proteins weiter
erforscht werden. Dabei galt zu klaren, ob die zwei postulierten Num1 Funktionen
miteinander in Verbindung stehen. Ein Modell fir den mdglichen Zusammenhang besteht in
dem mRNA Export aus dem Zellkern und den weiteren Transport im Zytoplasma (Kellner et
al., 2014) (1.8).

2.1 Der Einfluss der num1 Deletion auf die Wachstumsrate von

haploiden U. maydis Sporidien
Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die Deletion von num1 zu keinen
Wachstumsveranderungen in haploiden Sporidien fiihrt. Zum einen weisen die Sporidien
keinerlei morphologische Aberrationen auf wenn sie im Lichtmikroskop betrachtet werden.
Zum Andern ergaben mehrere Experimente zur Bestimmung der Zellverdopplung von

verschiedenen WT und Anum1 Stammen, dass die Verdopplungszeit durch die Abwesenheit
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von Num1 nicht negativ beeinflusst wird (Abbildung 8 B). Es ist jedoch bekannt, dass die
Deletion von num1 zu einer stark verminderten Splei-Effizienz und zu defektem
Hyphenwachstum fiihrt. Schlechteres Spleilken sollte logischerweise auch verringerte
Proteinmengen und somit auch vermindertes Wachstum bei jeglicher Wuchsform zur Folge
haben. Um den fehlenden Einfluss der num1 Deletion auf die Wachstumsraten der
betroffenen Stdmme erneut 2zu testen, wurden in der vorliegenden Arbeit
Wachstumsversuche in axenischer Kultur mit verschiedenen Medien durchgefiihrt. Dabei
kamen die Stamme FB1 (a7b7) und das FB2 (a2b2) Derivat AB31 zum Einsatz. Wie in den
vorangegangenen Studien wurde eine Wachstumskurve in Komplettmedium (YEPS;gy) mit
manueller Probenentnahme durchgefiihrt. Abbildung 13 zeigt, dass die Deletion von num1
(UNK108) zu einer signifikant herabgesetzten Wachstumsrate, verglichen mit dem Wildtyp
(AB31) fuhrt. Dies schlagt sich in einer Erhéhung der Verdopplungszeit um ungefahr 20
Minuten nieder (Abbildung 13 B).
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Abbildung 13: Wachstum von U. maydis Sporidien in axenischer Kultur. WT (AB31) gegen Anum1
(UNK108/AB31Anum1). (A) Diagramm der zwei verschiedenen Wachstumskurven. Die Tabelle gibt die jeweilige
ODeoo zu definierten Zeitpunkten an. (B) Verdopplungszeiten der jeweiligen Stdmme in Minuten. Anum1 zeigt im
Vergleich zum Wildtyp ein reduziertes Wachstum und damit eine langere Verdopplungszeit.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren wurden zusatzliche Experimente in einem Perkin Elmer
Enspire Plate Reader durchgefiihrt. Dabei konnten vergleichbare Beobachtungen gemacht
werden. Sowohl in GM (Glutamin-minimal)-Medium als auch in YEPS;g,-Komplexmedium,

liel3 sich die herabgesetzte Teilungsrate haploider Sporidien reproduzieren.
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Abbildung 14: Wachstum von U. maydis in axenischer Kultur in einem Plate Reader. (A) Diagramm mit
Wachstumskurven der angegebenen Stdmme in GM (Glutaminminimal)-Medium, aufgetragen ist die im Plate
Reader gemessene ODegoo gegen die Zeit in Stunden. (B) Diagramm mit Wachstumskurven verschiedener
Stdmme in YEPSgh-Komplettmedium, aufgetragen ist die im Plate Reader gemessene ODggo gegen die Zeit in
Stunden. Sowohl in Komplettmedium als auch in Minimalmedium zeigt Anum1 ein langsameres Wachstum als

der WT.
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2.2 Eine N-terminal verkiirzte Num1 Variante komplementiert den

Anum1 Phanotyp
Die zwei bekannten Num1 Funktionen konnten bisher nicht voneinander getrennt werden
und in anderen Organsimen war bisher keine zytoplasmatische Funktion in Zusammenhang
mit Kin1 bekannt. Wie bereits in der Einleitung (Abbildung 7) erwahnt, besitzt das Num1-
Protein in U. maydis N-terminal eine 65 AS umfassende Verlangerung, welche nur ihm und
seinen engsten Verwandten zugeschrieben wird (Kellner, 2012). Bei Untersuchungen mit
einem AB31Anum1 Stamm, welcher im Ip-Locus die um diesen N-Terminus verkirzte
Version unter Kontrolle des Arabinose induzierbaren crg-Promotor exprimiert, konnten keine
morphologischen Unterschiede zu der Deletionsmutante festgestellt werden. Auch die
bekannte Interaktion mit dem Kin1 Motorprotein blieb von der Deletion der N-terminalen 65
AS unbeeinflusst (Kellner, 2012).
Durch die bereits gewonnen Erkenntnisse konnte jedoch keine Aussage Uber den Effekt auf
die reduzierte Spleileffizienz in AB31Anum1 gemacht werden. Ware diese durch die
Komplementation mit der verkirzten Num1 Version wieder hergestellt, so lieRe dies
vermuten, dass die aberrante Morphologie von Anum1 Filamenten hauptsachlich der
fehlenden splei3-unabhangigen Funktion von Num1 zugeordnet werden muss. Dies wirde
gleichzeitig den Schluss zulassen, dass die 65 AS am N-Terminus fir die Spleil3-Funktion
von Num1 unverzichtbar sind.
Um die Auswirkungen von num1,,.¢s auf die Spleil-Effizienz von U. maydis zu untersuchen,
wurde ein AB31 Stamm generiert, welcher die verkirzte Num1 Variante statt des endogenen
Num1 Proteins unter der Kontrolle des nativen Promotors in locus exprimiert. In dem
entstandenen Stamm muss die Expression des Gens nicht induziert werden, wodurch
Nebeneffekte durch eine artifizielle Uberexpression ausgeschlossen werden kénnen.
Der Effekt der partiellen Deletion von num1 auf das SpleiBen wurde mithilfe quantitativer
Realtime (qQRT)-PCRs untersucht. Fir dieses Experiment wurden Oligonukleotide verwendet,
die einen direkten Mengenvergleich von gespleifdtem und ungespleildtem Transkript zulassen
(Abbildung 15 A). Fir die untersuchten Transkripte pcna (um05403, ,probable proliferating
cell nuclear antigen®), das flr einen DNA Polymerase Prozessivitatsfaktor kodiert, und ubi1
(um02440, ,ubiquitin gene 1), das fir ein Fusionsprotein zwischen Ubiquitin und dem
ribosomalen Rpl40-Protein kodiert, konnte in vorhergehenden Studien bereits eine erhéhte
Intron-Rententionsrate fir die num1-Deletionsmutante belegt werden (Kellner, 2012; Kellner
et al., 2014) (Abbildung 6). Als Ausgangsmaterial fir die cDNA-Synthese diente die mRNA
von haploiden Sporidien eines AB31, eines AB31Anum1 (UNK108) und eines AB31Anum1;.
65 (USH60) Stammes, welche in CM-Komplettmedium kultiviert wurden.
Zur Bestimmung der Intron-Retentionsrate wurden die Verhaltnisse zwischen der relativen

Expression von gespleifldter und ungespleifiter mRNA gebildet. Fiir beide Transkripte konnte
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eine verminderte Spleil-Effizienz in AB31Anum1 gezeigt werden. In AB31Anum1,.4s
dagegen war das Verhaltnis von gesplei3tem zu ungespleitem Transkript wieder annahernd
auf WT-Niveau (Abbildung 15). Dies deutet darauf hin, dass der N-Terminus von Num1 nicht

fur dessen spleil3-assoziierte Funktion bendétigt wird.
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Abbildung 15: qRT-PCR Ergebnisse zur Bestimmung der SpleiB-Effizienz in AB31, AB31Anum1 (UNK108)
und AB31Anum12.66 (USH60). (A) Schematische Darstellung von gespleilRtem und ungespleilRtem Transkript und
die entsprechenden Primerkombinationen, roter Vorwarts-Primer bindet im Intron und kann nur an ungespleifte
Transkripte binden, griiner Vorwarts-Primer bindet im Ubergang von Exon 1+2 und funktioniert nur bei
gespleiBten Transkripten, schwarzer Ruckwéarts-Primer bindet in einem Exon und funktioniert somit in
Kombination mit beiden Vorwarts-Primern. (B) Verhaltnis von gesplei3tem zu ungesplei3tem Transkript von pcna
(proliferating cell nuclear antigen). (C) Verhaltnis von gespleitem zu ungespleifdtem Transkript von ubi1 (ubiquitin
gene 1). Die Normalisierung der relativen Genexpression erfolgte anhand der Expression des eukaryotischen
Translationsinitiationsfaktor 2b (elF2b, um04869) -Transkripts. Die Spleil3-Effizienz beider Transkripte nimmt nach
num1 Deletion ab. Dieser Effekt wird durch die Expression von Num1a2.66 nahezu vollstdndig aufgehoben.

AnschlieRend sollte untersucht werden, ob die verkirzte Num1 Variante im Stande ist die
morphologischen Effekte der num1 Deletion zu komplementieren. Dazu wurden die
betreffenden Stamme 12 bis 13 Stunden in Arabinose-haltigem CM-Medium inkubiert, um
das filamentése Wachstum zu induzieren. Alle verwendeten Stdmme wurden im AB31
Hintergrund generiert, welcher die Arabinose-induzierbare Gene bE/bW besitzt. Verglichen
wurden die Stamme AB31 (WT), AB31Anum1 (UNK108), AB31Anum1 mit Pgg:num1:eGFP
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im /p-Locus (UNK220), AB31Anum1 mit Pgg:numiaqses im Ip-Locus (UNK227) und drei
unabhangige Klone von AB31num1,:.65 (USH60-62). In bisherigen Studien wurde gezeigt,
dass UNK108 und UNK227 gleichermallen ein gestortes filamentdése Wachstum aufweisen.
AB31 (WT) und UNK220 zeigten hingegen beide den WT-Zustand (Kellner, 2012).

Der Anteil von bipolar und/oder verzweigten Hyphen wurde lichtmikroskopisch quantifiziert.
Im Gegensatz zur ektopischen Expression filhrte die Expression von Num1,1.65 in locus zu

einer Komplementation der Anum1 Hyphenmorphologie (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Quantifizierung bipolar und/oder verzweigt wachsenden Filamenten. Verglichen wurden
AB31 (WT), AB31Anum1 (UNK108), AB31Anum1 mit Peg:num1:eGFP im Ip-Locus (UNK220), AB31Anum1 mit
Pcrg:num1a1-138 im Ip-Locus (UNK227) und drei unabhangige Klone von AB31Anum12.66 (USHG60-62), n gibt die
Anzahl der gezahlten Sporidien/Filamente an. Der morphologische Defekt in Anum1 wird durch die Expression
von Num1e7.279 nahezu vollstandig aufgehoben.

In 2.1 wurde bereits gezeigt, dass die Deletion von num1 zu einer Abnahme der
Verdopplungszeit von haploiden Sporiden in axenischer Kultur fihrt. Um die Auswirkungen
der Komplementation von Anum1 durch die N-terminal verkirzte Version in AB31Anum1,.65
weiter zu untersuchen, wurde eine Wachstumskurve in CM Komplettmedium durchgefihrt.
Ahnlich wie in den vorangegangenen Experimenten wurde die num1 Deletion durch die
Expression der verklrzten Num1 Version nahezu vollstandig komplementiert. Es ist lediglich
eine Abnahme der Verdopplungszeit von ungefahr finf Minuten zu beobachten (Abbildung
17).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Deletion der U. maydis eigenen 65
AS am N-Terminus von Num1 keine bzw. nur sehr geringe Auswirkung auf Splei3-Effizienz,

Filament-Morphologie und Wachstumsrate haben.
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Abbildung 17: Wachstum von U. maydis Sporidien in axenischer Kultur. WT (AB31) gegen UNK108
(AB31Anum1) und USH60 (AB31Anum1,.66). (A) Diagramm mit den drei verschiedenen Wachstumskurven,
Tabelle gibt die jeweilige ODgoo zu definierten Zeitpunkten an. (B) Verdopplungszeiten der jeweiligen Stdmme in
Minuten. Der Wachstumsphanotyp der num1 Deletion wird durch die Expression von Numier.279 nahezu
vollstandig komplementiert.

2.3 Selbstinteraktion des Num1 Proteins

Die Aufgaben des Num1 Proteins scheinen zwischen Mensch und U. maydis nicht
vollstandig konserviert zu sein. Die Selbstinteraktion von Num1 kénnte erklaren, wie es
maoglich ist, dass eine Komponente des NTC den selbigen verlasst und eine weitere Funktion
im Zytoplasma erfillt. Es ist bereits bekannt, dass Num1 in U. maydis mit zwei weiteren
Hauptkomponenten des NTC interagiert (Abbildung 10). Diese Interaktion mit Cef1 und
Prp19 konnte auch fir die H. sapiens Homologe hPRP19 und hCDC5L mittels Far-Western
und Co-IP Experimenten nachgewiesen werden (Grote et al., 2010). In Hefe wurde fir
Snt309p lediglich eine Interaktion mit Prp19p, nicht jedoch mit Cef1p gezeigt (Chen et al.,
1998b; Ohi und Gould, 2002). Zusatzlich ist bekannt, dass Prp19 in Hefe und Mensch ein
Tetramer bildet, welches als Gerust fir die GUbrigen NTC-Komponenten diskutiert wird (Grote
et al.,, 2010; Ohi et al., 2005). In keinem Organismus konnte bisher eine Di- bzw.
Multimerisierung eines Num1 Homologs beobachtet werden. Far-Western Analysen im
Menschen zeigten keine direkte Selbstinteraktion von hSPF27 (Grote et al., 2010) und in
Hefe fehlen entsprechende Untersuchungen mit Snt309p ganzlich.

Zur Untersuchung in U. maydis wurde zunachst ein Hefe-Zwei-Hybrid Experiment
durchgefihrt. Dafiir wurde der num1 ORF (,Open reading frame* bzw. offener Leserahmen)
sowohl in das Kéderplasmid pGBKT7 als auch in das Beuteplasmid pGAD inseriert. Nach
der Co-Transformation in S. cerevisiae AH109 konnten die entstandenen Transformanden

zunachst auf das Vorhandensein beider Plasmide und anschlieRend auf Interaktion der
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entsprechenden Proteine getestet werden. Das Wachstum auf SD™""* Medium zeigt an,

dass das Num1 Protein mit sich selbst interagiert (Abbildung 18).

SD-Ww SD-LWHA

Abbildung 18: Selbstinteraktion von Num1 im Hefe-Zwei-Hybrid Versuch. Nach Klonierung von num1 in
pGBKT7 (Clontech) und pGAD (Dualsystems Biotech) wurden die Konstrukte in den S. cerevisiae-Stamm AH109
co-transformiert. Gezeigt ist das Wachstum der entsprechenden Transformanden auf Plasmidselektivmedium
(SD-Leu-Trp) und Hochstringenzmedium (SD-Leu-Trp-Ade-His) nach drei Tagen Inkubation bei 28°C. Als
Positivkontrolle diente pGBKT7-p53 mit pGADT7-T, als Negativkontrolle diente pGBKT7-Lam mit pGADT7-T
(Clontech). Num1 ist im Hefe-Zwei-Hybrid System nicht selbstaktivierend (Kellner, 2012).

Die physikalische Selbstinteraktion von Num1 wurde anschlielend in vivo durch Co-
Immunoprazipitation verifiziert. Dazu wurde das num1 Gen, inklusive eines 2 kb langen
Promotorfragments und einem c-terminalen eGFP (Puum:num1:3eGFP ) in den Ip-Locus des
Stammes AB31num1:3xha transformiert. Durch die Expression beider Fusionsproteine unter
dem endogenen num1 Promotor sollte ein vergleichbarer Expressionslevel gewahrleistet
sein. Mit Hilfe von anti-HA Antikérpern, gekoppelt an Agarose-Partikel, konnte Num1:3xHA
mit Num1:3eGFP co-prazipitiert werden. Als Kontrolle diente ein Stamm, welcher nur das
Num1:3eGFP Fusionsprotein exprimiert. In diesem konnte nach identischer Behandlung

keine entsprechende Bande detektiert werden (Abbildung 19).
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Einsatz Eluat

Num1:3eGFP + + + +
Num1:3xHA - + - +

Anti eGFP AK

. “ Anti HA AK

Abbildung 19: in vivo Selbstinteraktion von Num1. Co-Immunprazipitation von Num1 und Num1. Num1:3xHA
und Num1:3eGFP wurden unter der Kontrolle des num1 Promotors im Stamm AB31 simultan exprimiert. Als
Negativkontrolle diente AB31 Num1:3eGPF. Der Gesamtzellextrakt (Einsatz) wurde fur eine Immunprazipitation
mit Agarose-gekoppelten anti-HA Antikérpern verwendet. Nur im Stamm mit exprimiertem Num1:3xHA konnte ein
Signal mit dem anti-eGFP Antikérper detektiert werden (nach Western Blot).

2.4 Charakterisierung von bekannten Num1 Interaktionen

Die Interaktion von Num1 mit Kin1 wurde durch verschiedenste Methoden bereits gezeigt
und verifiziert. Zusatzlich konnte die fiir diese Interaktion benétigte Domane des Num1
Proteins auf 80 AS zwischen AS 67 und AS 147 eingegrenzt werden (Kellner et al., 2014).
Durch die Ergebnisse aus 2.2 konnten die Num1 Funktionen nicht zu einzelnen
Proteinabschnitten zugeordnet werden. Um zu erfahren, welche Bereiche von Num1 fir
seine Interaktion mit den NTC Komponenten Prp19 und Cef1 bendétigt werden, wurden
weitere Hefe-Zwei-Hybrid Experimente durchgefiihrt. Dadurch sollte es moglich sein,
verschiedene Num1-Varianten zu generieren, die nur eine der beiden bekannten Funktionen
erflllen kénnen. Fir die Volllangen-Proteine Prp19 und Cef1 konnte bislang keine Interaktion
im Y2H gezeigt werden. Daher wurden flr die Experimente die interaktionsfahigen
verklrzten Versionen von Prp19 und Cef1 verwendet. Diese bestehen aus dem N-terminalen

Fragment von Prp19 und dem C-terminalen Fragment von Cef1 (Kellner et al., 2014).
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der verschiedenen Num1 Verkiirzungen und deren Interaktion
mit Cef1C und Prp19N. Die erste Spalte zeigt den Namen der Beute-Plasmide (pGAD/Dualsystems Biotech),
welche die entsprechenden num1-Verklrzungen aus Spalte zwei beinhalten. In den hinteren beiden Spalten sind
die beobachteten Interaktionen mit Cef1C bzw Prp19N (pGBKT7/Clontech) angegeben. + steht fur Wachstum auf
Hochstringenzmedium (SD-Leu-Trp-Ade-His) nach zwei Tagen Inkubation bei 28°C. Die putative NLS ist in
orange markiert.

Beide Proteine wurden in den folgenden Analysen als Beute in dem Plasmid pGAD
eingesetzt. Als Kdéder im Plasmid pGBKT7 dienten C- und N- terminal Verkirzte Num1
Fragmente (Abbildung 20). Alle verwendeten Plasmide wurden vor Gebrauch durch DNA-
Sequenzierung verifiziert.
In einem vorhergehenden Experiment erfolgte die Expression der C-terminal verkirzten
numi-Fragmente im Plasmid pGBKT7 mithilfe der Plasmid-eigenen STOP-Codons. Dadurch
wurden bis zu 23 zusatzliche AS aus dem Plasmid an das C-terminale Ende der jeweiligen
Num1-Version fusioniert. Um einen Einfluss dieser AS auf die Interaktion auszuschliefien
wurden alle in Abbildung 20 aufgeflihrten pSH Plasmide mit C-terminaler Verklirzung neu
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generiert. Fur die Amplifikation der numi-Fragmente wurden nun Rlckwarts-Primer
eingesetzt, welche zur Insertion eines STOP-Codons (TAG) unmittelbar am Ende der
entsprechenden num1-Sequenz fiihrten. So konnte gewahrleistet werden, dass keine

zusatzlichen, artifiziellen AS bei der Expression aus pGBKT7 angefligt wurden.

SD-LWHA

Abbildung 21: Interaktionen von Num1-Verkiirzungen. Nach Klonierung von num1-Verkirzungen in pGBKT7
(Clontech) und Cef1C bzw. Prp19N in pGAD (Dualsystems Biotech) wurden die Konstrukte in den S. cerevisiae-
Stamm AH109 co-transformiert. Gezeigt ist das Wachstum der entsprechenden Transformanden auf
Plasmidselektivmedium (SD-Leu-Trp) und Hochstringenzmedium (SD-Leu-Trp-Ade-His) nach zwei Tagen
Inkubation bei 28°C. Als Positivkontrolle diente pGBKT7-p53 mit pPGADT7-T, als Negativkontrolle diente pGBKT7-
Lam mit pGADT7-T (Clontech). (A) Cef1C Interaktion mit Num1-Verkirzungen. Cef1C interagiert mit dem Num1-
Volllangenprotein und C-Terminus (pSH15). (B) Prp19N Interaktion mit Num1-Verkirzungen. Prp19N interagiert
mit dem Num1-Vollldangenprotein und den, C-terminal verkirzten Num1-Varianten aus pSH18 und pNK52. Die
Verkirzungen entsprechen den in Abbildung 20 aufgefihrten.
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Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die C-terminalen 81 AS von Num1 fir die
Interaktion mit Cef1 ausreichend sind. Jegliche Verklirzung um mehr als acht Aminosauren
des Num1 C-Terminus fuhrt hingegen zum Verlust der Interaktion (Abbildung 20 und
Abbildung 21). Dies zeigt, dass die letzten acht AS von Num1 essentiell flr die Interaktion
mit Cef1 sind. Die putative, C-terminal gelegene NLS von Num1 hat keinen Einfluss auf die
Interaktion (Abbildung 20). Dies war auch nicht zu erwarten, musste jedoch geklart werden,
da die Deletion der NLS zu einem nicht funktionellen Num1 Protein flhrt (Kellner, 2012).

Die Prp19-Interaktionsdomane des Num1-Proteins konnte nicht auf einen ahnlich kleinen
Proteinabschnitt eingegrenzt werden. Der Num1 C-Terminus zwischen AS 212 und AS 279
wird nicht fiir die Interaktion mit Prp19 bendtigt. Uberraschenderweise interagierten die
Num1-Verkirzungen aus pSH16, pSH17 und pNK51 ebenfalls nicht, wohingegen die
kirzeren Fragmente aus pSH18, pSH19 und pNK52 wieder Interaktion zeigten. Somit sind

die ersten 147 AS von Num1 ausreichend fiir die Interaktion mit Prp19.

2.5 Aufreinigung von Proteinkomplexen und Identifizierung von
direkten oder indirekten Proteininteraktionen mithilfe biochemischer
Methoden

Die bekannten Interaktionspartner des Num1-Proteins in U. maydis kdnnen in zwei Klassen
unterteilt werden. Zum einen interagiert Num1 im Zellkern mit Prp19 und Cef1. Diese sind
auch in anderen Eukaryoten als Num1-Interaktoren bekannt und bilden dort gemeinsam mit
Num1 und Prl1 den Kern des NTC. Zum anderen konnte eine Num1-Interaktionen mit
zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen wie Kin1 oder Dnm1 belegt werden (Kellner, 2012).
Um tiefere Einblicke in den Aufbau des NTC und die Funktion von Num1 zu erlangen wurden
Untersuchungen des NTC mittels Immunprazipitation und anschlie®ender
Massenspektroskopie (HPLC-MS) durchgefiihrt. Da numi1 im Gegensatz zu anderen
Organismen in U. maydis nicht essentiell ist, bieten sich einzigartige Moglichkeiten fir die
Charakterisierung des Num1 Proteins im NTC. Durch den Pull-Down des NTC in WT- und
Anum1-Stdammen und dessen massenspektroskopische Untersuchung lassen sich
Unterschiede im Aufbau und der Zusammensetzung erkennen. Ferner sollte geklart werden,
ob die postulierte zytoplasmatische Funktion von Num1 unabhangig vom NTC und dessen
einzelnen Komponenten ist. Die Immunprazipitation von Num1 in Komplettzellextrakt und
zytoplasmatischer Protein-Fraktion sollte einen Einblick in die Prozesse gewahren, die eine
Spleil-Funktion mit anschlieRendem Export aus dem Zellkern und der Interaktion mit

Komponenten des Langstreckentransports ermdglichen.

41



Ergebnisse

2.5.1 Massenspektroskopische Untersuchung der prazipitierten Proteine

Um den Aufbau des NTC in U. maydis mit dem aus S. cerevisiae und H. sapiens zu
vergleichen, wurden Immunprazipitationen mit Prp19:3xHA durchgeflhrt. Als Kontrolle fir
unspezifisch vorkommende Proteine wurde AB31 (WT) ohne HA-Fusionsprotein verwendet.
Die Auswirkungen der num1 Deletion auf den NTC sollten anhand des Vergleichs der beiden
Stamme AB31Anum1;prp19:3xha und AB31prp19:3xha untersucht werden. Die Behandlung
aller drei Stamme erfolgte identisch, wie in 6.1 beschrieben. Nach der Immunprazipitation
wurden die Proben auf ein 10%iges Polyacrylamidgel geladen. Die Gelsticke der 1,5 bis 2
cm eingelaufenen Proteine wurden anschlielend ausgeschnitten, die darin enthaltenen
Proteine mit Trypsin verdaut und die entstandenen Peptide extrahiert. Die
massenspektroskopische Analyse der heterogenen Peptidgemische wurde von unseren
Kooperationspartnern der Georg-August Universitat in Gottingen durchgefiihrt (O. Valerius,
GH. Braus). Die Identifizierung der Peptidsequenz und der Abgleich der sequenzierten
Peptide auf das Proteom von U. maydis geschah mithilfe der Proteom Discoverer Software
(Thermo Fisher). Die Peptidabfrage wurde dabei anhand der Sequest- und des Mascot-
Algorithmen durchgefihrt. Es wurden nur Peptide einbezogen, welche in beiden Abfragen
mit hoher Sicherheit identifiziert wurden. Nur Proteine mit einer Mindestgesamtpeptidmenge
von zwei wurden bericksichtigt. In der Kontrolle (AB31) konnten mit diesen Parametern 325
Proteine identifiziert werden. In AB31prp19.3xha und AB31Anum1;prp19:3xha waren es mit
664 und 583 Proteinen ungefahr doppelt so viele. Lediglich 17 der in der Kontrolle
identifizierten Proteine wurden ausschlielich in dieser gefunden. Die tbrigen 308 Proteine
traten auch in den beiden (285) oder einzelnen (23) anderen Proben auf. Zieht man die
Kontrolltreffer ab, so wurden in den Proben AB31prp19:3xha und AB31Anum1;prp19:3xha
Uberschneidende 227 Proteine gefunden. Exklusiv wurden fir die Proben 131 bzw. 69
Proteine identifiziert (Abbildung 22 A).

Eine identisch durchgefiihrte Immunprazipitation mit Num1:3xHA und der entsprechenden
unmarkierten Kontrolle (AB31) flihrte zu einer bereinigten Liste von 453, mit Num1:3xHA co-
immunprazipitierten Proteinen (Abbildung 22 B).

Die genauere Auswertung der potentiellen Interaktionspartnern erfolgt in 2.5.3 bis 2.5.6.
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A B

AB31 AB31prp19:3xha

A%

AB31Anum1;prp19:3xha

AB31 AB31num1:3xha

Abbildung 22: Venn-Diagramm der durch Massenspektroskopie identifizierten Proteine. (A) Vergleich der,
mit  Prp19:3xHA  immunpréazipitierten  Proteine im WT  (AB31prp19:3xha)- und im  Anum1
(AB31Anum1,;prp19:3xha)-Hintergrund. Als Kontrolle diente die Immunpréazipitation im ungetaggten Stamm AB31.
(B) Vergleich der immunprazipitierten Proteine im ungetaggten Stamm AB31 und dem Stamm AB31prp19:3xha.
Uberschneidende Proteinmengen sind in den sich iiberschneidenden Kreisbereichen angegeben. Es wurden nur
solche Proteine eingerechnet, deren Gesamtpeptidmenge mindestens zwei betrug. Es wurden nur Peptide mit
einer hohen Peptid Confidence (Fehlerrate max. 1% pro Peptit) verwendet. Die Peptidbestimmung erfolgte
mithilfe der Mascot und Sequest-Algorithmen in der Proteom Discoverer Software (Thermo Fisher).

2.5.2 Anreicherung und Untersuchung der zytoplasmatischen Proteinfraktion

Es wurde bereits postuliert, dass Num1 ein integraler Bestandteil des NTC ist (1.6).
Gleichzeitig ist die Interkation mit dem zytoplasmatischen Motorprotein Kin1 bekannt (1.7).
Bisher ist unklar, wie diese NTC-assoziierte Funktion mit der zytoplasmatischen
Lokalisierung und der Interaktion mit Kin1 zusammenhangt.

Um einen exklusiven Blick auf diese zytoplasmatische Num1-Funktion zu erhalten, sollte ein
Protokoll zur Aufreinigung der zytoplasmatischen Proteinfraktion von U. maydis etabliert
werden. Im endgiltigen Protokoll erfolgte der Zellaufschluss in einem osmotisch
stabilisierenden Zellkernextraktionspuffer. Es wurden 500 ml einer exponentiell wachsenden
Kultur mit einer ODggo von 0,8 bis 1 pelletiert und flr den Aufschluss in 5 ml Endvolumen
verwendet. Nach dem Zellaufschluss wurde das Lysat bei 7 000 Upm abzentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde anschlieRend direkt fiir co-lmmunprézipitations-Experimente
eingesetzt (4.5.2). Zur Ermittlung der korrekten Zentrifugiergeschwindigkeit kamen vier
verschiedene Stdmme zum Einsatz. Sie exprimierten jeweils eines der HA-Fusionsproteine
Prp19:3xHA, Cef1:3xHA, Num1:3xHA oder Rbf1:3xHA. Die Expression der entsprechenden
Gene erfolgte dabei jeweils unter dem nativen Promotor in locus.

Mindestens der Transkriptionsfaktor Rbf1:3xHA sollte nahezu ausschlieBlich im Zellkern

lokalisieren und stellt dadurch eine Kontrolle fiir zerstorte Zellkerne da. Zuséatzlich sollte die
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An- bzw. Abwesenheit von Chromatin mithilfe eines anti-H3 (Histon H3)-Antikérpers gezeigt
werden. Die jeweiligen Proteine wurden im Western Blot nachgewiesen.

Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, war bereits nach einer Zentrifugierung bei 7 000 Upm nur
noch sehr wenig Histon-H3 im Uberstand nachzuweisen. Auch die Proteinmengen der
getesteten Fusionsproteine konnte auf 20-34% der Gesamtmenge reduziert werden. Durch
Proteinbestimmungen mittels BCA-Farbung (Pierce / Thermo Fisher) wurde sichergestellt,
dass eine vergleichbare Menge an Gesamtprotein fir Polyacrylamid-Gel und Western Blot
eingesetzt wurde. Zusatzlich wurden die Proteinlevel anhand der Signalstarke eines anti-
Tubulin-Antikérpers normalisiert. Die Ergebnisse deuten auf eine Anreicherung der
zytoplasmatischen Proteinfraktion durch die beschriebene Methode hin. Der Aufschluss
eines geringen Teils der Zellkerne konnte jedoch nicht vollstdndig vermieden werden. Die
Intensitdt der Western Blot Signale erfolgte mithilfe der Image J Software. Die
Zentrifugierung des Rohlysats mit héheren Geschwindigkeiten als 7 000 Upm flihrte zu

keiner Anderung der Proteinmengen.

100%
90% I
80% L
70% B Anti Histone H3
60% Anti HA
50%
40%
30%
20%
10% I
Ok 5k 7k Ok 5k 7k Ok

5k 7k Ok 5k 7k

Prp19:3xHA Cefl:3xHA Num1:3xHA Rbf1:3xHA
anti HA AK | (D . . | |7 - -
anti Tub AK S o— — — T — — —
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Abbildung 23. Anreicherung der zytoplasmatischen Proteinfraktion von U. maydis. Sporidien wurden in
einer French Press in osmotisch stabilisierenden Aufschlusspuffer aufgeschlossen. Anschlieliend wurde das
Rohlysat mit 5 000 und 7 000 Upm zentrifugiert. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen des Rohlysats und der
beiden Uberstdnde (aus Zentrifugierung) in einem 10% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Der Nachweis der
Fusionsproteine Prp19:3xHA, Cef1:3xHA, Num1:3xHA und Rbf1:3xHA erfolgte mit anti-HA Antikérpern. Als
Kontrollen dienten Histon H3 und Tubulin. Der Nachweis der Kontrollproteine erfolgte mithilfe von anti-H3 und
anti-Tub Antikdrpern. Alle in Image J gemessenen Intensitaten der gezeigten Banden wurden mit dem Tubulin
Signal normalisiert. Die schwarzen Balken im Diagramm geben die verbleibende H3 Menge im Bezug auf das
Rohlysat (Ok) an. Die grauen Balken im Diagramm geben die verbleibenden Mengen des jeweiligen HA-
Fusionsproteins im Bezug zum Rohlysat an. 0k, 5k und 7k steht jeweils flr die Zentrifugiergeschwindigkeit x1000.
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Nach der Fraktionierung des Stamms AB31num1:3xha und einer WT Kontrolle (AB31)
wurden die Uberstande der 7 000 Upm Zentrifugierung jeweils fiir eine Immunprazipitation
eingesetzt (4.5.2). Die massenspektroskopische Untersuchung der prazipitierten Proteine
wurde identisch zu 2.5.1 durchgefliihrt. Es konnten 615 Proteine ermittelt werden, welche mit
Num1:3xHA in der zytoplasmatischen Fraktion co-prazipitieren. Von diesen 615 wurden 414
auch in der AB31-Kontrolle identifiziert (Abbildung 24 A). Nach den Prazipitationen von
Prp19:3xHA (in AB31- und Anum1-Hintergrund) und Num1:3xHA wurde insgesamt eine Liste
von ungefahr 670 Proteinen identifiziert. Vergleicht man diese Liste mit den 200 Proteinen
aus der Fraktionierung, welche gleichzeitig nicht in der Kontrolle gefunden wurden, so erhalt
man eine Liste von 81 Proteinen, welche exklusiv in der Num1:3xHA Immunprazipitation der
zytoplasmatischen Fraktion identifiziert wurden (Abbildung 24 B). Jedoch konnten nur
wenige passende Peptide flr diese 81 Proteine identifiziert werden. So wurden fiir 77 der 81
Proteine jeweils nur Gesamtpeptidmengen unter 10 ermittelt. Alle stark vertretenen Proteine
Uberschneiden sich mit denen aus den vorangegangenen Experimenten. Eine genauere

Auswertung der potentiellen Interaktionspartner erfolgt in 2.5.3 bis 2.5.6.

A
Prp19:3xHA
+ Num1:3xHA
AB31 AB31num1:3xha Num1:3xHA nach Fraktionierung

Abbildung 24: Venn-Diagramm zu den massenspektroskopischen Ergebnissen nach zytoplasmatischer
Fraktionierung. (A) Vergleich der immunprazipitierten Proteine im WT (AB31)- und in AB31num1:3xha. Der
ungetaggte Stamm AB31 diente dabei als Kontrolle. (B) Vergleich der immunprazipitierten Proteine aller
vorhergehenden Immunprazipitationen (abzlglich Kontrolle) mit der Prazipitaion von Num1:3xHA in der
zytoplasmatischen Proteinfraktion. Uberschneidende Proteinmengen sind in den sich (iberschneidenden
Kreisbereichen angegeben. Es wurden nur solche Proteine eingerechnet, deren Gesamtpeptidmenge mindestens
zwei betrug. Es wurden nur Peptide mit einer hohen Peptid Confidence (Fehlerrate max. 1% pro Peptit)
verwendet. Die Peptidbestimmung erfolgte mithilfe der Mascot und Sequest-Algorithmen in der Proteom
Discoverer Software (Thermo Fisher).
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2.5.3 Aufbau des NTC in U. maydis

Wie bereits in (1.6) erwahnt kann der Spleillosom-assoziierte NTC in Hefe und Mensch auf
10 Proteine reduziert werden, welche in den Komplexen beider Organsimen vertreten sind
(Fabrizio et al., 2009; Makarova et al., 2004; Ohi et al., 2002). Um das Vorhandensein bzw.
die Zusammensetzung des NTC in U maydis zu [Uberprifen wurden die
Gesamtpeptidmengen der 10 bekannten NTC Komponenten aus Mensch und Hefe in den
Ergebnissen der massenspektroskopischen Analysen ermittelt (Tabelle 2). Alle 10 Proteine
besitzen putative Homologe in U. maydis. Diese wurden mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA
co-immunprazipitiert und weisen hohe Gesamtpeptidmengen auf. Wie zu erwarten, wurden
in Anum1 keine, zu Num1 passenden Peptide identifiziert. Die Tatsache, dass sowohl nach
Immunprazipitation mit Num1:3xHA als auch mit Prp19:3xHA alle bekannten NTC-
Komponenten zu den meistvertretenen Proteinen zahlen, deutet auf eine primare Funktion

von Num1 innerhalb des NTC hin.

Tabelle 2: Die 10 iiberlappenden NTC-Komponenten von Mensch und Hefe und ihre jeweiligen Homologe
und deren Gesamtpeptidmengen in U. maydis. Prazipitiert wurde mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA. In den
jeweiligen Kontrollen wurden keine Peptide der aufgefiihrten Proteine identifiziert.

PSM** nach HA Immunprazipitation
S. cerevisiae | H. sapiens U. maydis Prp19in Num1 in
Prp19 Anum1 Num1 zytopl.
Prp19 PRP19 |Um10027/Prp19 344 358 362 314
Syf1 SYF1 Um03842 148 81 341 223
Isy1 ISY1 Um01323 25 10 70 101
Cef1 CDC5L Um04411/Cef1 103 60 217 239
Prp46 PRL1 Um11036/Prl1 54 32 114 84
Snt309* SPF27 | Um01682/Num1 55 -- 112 188
Cwc15 CWF15 Um10535 12 9 14 23
CIf1 SYF3 Um02676 85 47 245 186
Syf2 SYF2 Um11427 25 18 29 50
Cwc2 CwWC2 Um12203 53 28 153 152

*kein Homolog **Gesamtmenge der Peptide pro Protein (petide spectrum match)

In S. cerevisiae konnten mindestens 26 NTC assoziierte Proteine identifiziert werden (Ohi et
al., 2002). Darunter befinden sich auch die 10 Komponenten aus Tabelle 2, welche essentiell
fur den Spleill-Prozess sind. Um einen direkten Vergleich der in U. maydis prazipitierten
Proteine mit dem vollstdndigen Hefe-NTC durchzufiihren, wurden die Gesamtpeptidmengen
der homologen Proteine ermittelt. Fir Ntc20p konnte kein Homolog in U. maydis gefunden
werden. Bis auf die Hefe-Komponenten Slu7p und Cwc16p konnte flir jedes vorhergesagte
U. maydis Homolog eine signifikante Peptidmenge nachgewiesen werden. In Abwesenheit
von Num1 blieben die identifizierten NTC-Komponenten groftenteils identisch, bis auf
Smx3p, flir dessen Homolog Um12130 kein Peptid nachgewiesen werden konnte (Tabelle

3). Snt309p hat Num1 im NTC nur funktionell ersetzt, ist jedoch kein Homolog.
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Es ist bekannt, dass der Aufbau des NTC im Menschen hdchst heterogen ist. Der Komplex
durchlauft ~wahrend des  Spleil-Prozesses massive  Veranderungen  seiner
Proteinzusammensetzung. In unabhangigen Studien konnten mindestens drei Prp19-
ahnliche Komplexe identifiziert werden (Tabelle 4). So wurde der Prp19-Komplex je nach
SplieRphase in Prp19/CDC5L und einen Prp19-assoziierten Komplex unterteilt. Dabei betritt
der Prp19-assoziierte Komplex das SpleiBosom beim Ubergang von Komplex A zu B
(Makarova et al., 2004). Zum anderen wurde durch Immunprazipitation mit dem hXAB2
Protein auch hPRP19 als Teil des XAB2-Komplexes identifiziert. Dieser XAB2 Komplex
erfillt Funktionen in der DNA-Reparatur, der Transkription und beim SpleiRen. Alle seine
Komponenten gelten als Spleillosom-assoziiert (Kuraoka et al., 2008). Es bleibt unklar was
die Funktionen aller einzelnen Komponenten sind und ob sich dadurch die Funktionen der
einzelnen Komplexe Uberschneiden.

Um auch die Vielzahl an humanen Unterkomplexen in die vorliegenden Analysen mit
einzubeziehen, wurden die Hauptkomponenten des NTC in Tabelle 4 nebeneinander
gestellt. Bei der Immunprazipitation mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA in U. maydis wurden
neben den Homologen der meisten Hefe NTC-Komponenten auch die Homologen der
humanen NTC-Komponenten co-prazipitiert. Jedoch wurde der Vergleich, vor allem zum
Menschen teilweise dadurch erschwert, dass fir einige Komplexkomponenten keine
eindeutigen Homologe in U. maydis ermittelt werden konnten. Trotzdem wird deutlich, dass
nach Immunprazipitation mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA nahezu alle bekannten NTC-
Komponenten aus Mensch und Hefe identifiziert werden konnten. Es fallt in Tabelle 3 und
Tabelle 4 auf, dass hBUD31 bzw. Cwc14p nur in Anwesenheit von Num1 co-prazipitiert
wurde. Weiter ist zu erwadhnen, dass das mdgliche U. maydis Homolog von GCIP (cyclin-D1-
binding protein) nur mit Prp19:3xHA co-Prazipitiert. Dies lasst vermuten, dass GCIP NTC
unabhangig mit Prp19 interagiert.
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2.5.4 Num1 und der NTC nehmen Einfluss auf die DNA-Reparatur

Wie bereits erwahnt, sind der NTC und einige seiner Komponenten flr ihre Funktion in
weiteren zellularen Prozessen, neben dem Spleien, bekannt (siehe 1.6) (zusammengefasst
in Chanarat und Strasser, 2013). Einer dieser Prozesse ist die DNA-Reparatur bzw. die
Genom Instandhaltung (,Genome maintenance®). Um &hnliche Funktionen des NTC und
seiner assoziierten Komponenten in U. maydis zu belegen, wurden die Ergebnisse der
Massenspektroskopie in Hinblick darauf betrachtet. Gesucht wurde anhand bekannter DNA-
Reparatur-Proteine aus anderen Organsimen. Zusatzlich konnten Kandidaten anhand ihrer
vorhergesagten Funktion in U. maydis gefunden werden. Die dadurch identifizierten Proteine
sind in Tabelle 5 dargestellt. Die Proteine Syf1 und CIf1 sind Bestandteile des konservierten
NTC und konnten schon in anderen Organismen mit den oben genannten Funktionen in
Verbindung gebracht worden (Fousteri et al., 2006; Nakatsu et al., 2000; Zhu et al., 2002).
Alle Ubrigen Proteine weisen meist nur geringe Peptidmengen auf. Dies lasst vermuten, dass
sie nur in geringer Menge mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA co-prazipitieren. Was wiederum
an einer schwachen Interaktion mit dem NTC oder an einer geringen Proteinmenge liegen
kann. Des Weiteren kénnen die idealen Kultivierungsbedingungen dazu fiihren, dass nur
verhaltnismaRig wenige Proteine der DNA Reparatur und Genom Instandhaltung in der Zelle
bendtigt werden. Passende Peptide flir Rpb3, Rpb8, Snf3 und Mot1 wurden ausschlieRlich
nach der Prazipitation mit Num1:3xHA identifiziert, was ein Hinweis auf eine zusatzliche
Funktion von Num1 in der DNA-Reparatur hindeutet. Alle in Tabelle 5 identifizierten Proteine

werden in der Diskussion naher behandelt.

Tabelle 5: Co-immunprazipitierte Proteine der DNA-Reparatur und Genom Instandhaltung. Prazipitiert
wurde mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA.

PSM* nach HA Pull-Down

Accession Num1 | Prp19 Prp19in | Num1in | Name Funktion
Anum1 | zytopl.

um03624 2 2 4 4 Mms19 | NER und Transkription
um05403 9 5 4 32 PCNA | Metnase bindendes Protein
um05156 2 10 2 5 Rfa1 Bindet DNA-Einzelstrange
um03863 40 16 4 22 Rpo21 | DNA-Polymerase Il Untereinheit
um10429 24 11 12 30 Rpb2 | DNA-Polymerase Il Untereinheit
um03550 8 -- -- -- Rpb3 | DNA-Polymerase Il Untereinheit
um04460 4 -- -- -- Rpb8 | DNA-Polymerase Il Untereinheit
um11301 4 _ _ _ Snf3 vermutlich CSC Homolog /

Transkription-gekoppelte Reparatur

vermutlich CSC Homolog /

um04230 4 B - B Mot1 Transkription-gekoppelte Reparatur

um03290 -- -- -- 3 Rad51 | DSB Reparatur

um03025 -- 5 -- -- Msh2 | DNA Reparatur (alle Arten)

umo03842 | 341 148 81 293 Syft Teil des NTC mit Verbindung zur DNA-
Reparatur

um02676 | 245 | 85 47 186 | CIf/syf3 | C8ll cycle progresseion und DNA-
Replikation

* Gesamtmenge der Peptide pro Protein (petide spectrum match)
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2.5.5 Die Identifizierung von Proteasom-Komponenten

Das Prp19-Protein ist wohl das am besten untersuchte Protein des NTC. Aulier seiner
Funktion im NTC werden Prp19 zusatzlich vielfaltige andere Aufgaben zugesprochen. Dabei
bleibt oft unklar, ob die jeweiligen Funktionen durch andere NTC-Komponenten oder durch
Prp19 selbst erfillt werden. Das Prp19-Protein besitzt eine Ubiquitinligase (E3)-Aktivitat und
es interagiert in Maus und Mensch mit dem Proteasom (Loscher et al., 2005; Sihn et al.,
2007). Bei der Immunprazipitation wurden, neben Prp19, mindestens 18 Proteine gefunden,
die Teil des Abbauweges bzw. Ubiquitinierungsweg von Proteinen sind. Wiederum 11 dieser
Proteine sind Komponenten des Proteasoms (Tabelle 6). Die aufgefiihrten Proteine deuten
auf eine Involvierung des NTC bzw. der Proteine Num1 und Prp19 in der Degradierung von
Proteinen in U. maydis hin. Die in Tabelle 6 aufgeflihrten Proteine und ihre einzelnen
Funktionen werden in der Diskussion ndher ausgeflhrt.

Tabelle 6: Co-immunprazipitierte Proteine der Proteindegradierung. Prazipitiert wurde mit Prp19:3xHA und
Num1:3xHA.

PSM* in HA Pull-Down
Accession Num1 Num1 in Prp19 Prp19in | Name Funktion
zytopl. Anum1

um10459 35 45 o5 19 Rpt3 Komponente des 19S Proteasoms
(Basis)

um11291 o5 50 29 29 Rpt4 Komponente des 19S Proteasoms
(Basis)

UM02562 o4 33 15 14 Rpt2 Komponente des 19S Proteasoms
(Basis)

UM00622 16 33 10 14 Rpt1 Komponente des 19S Proteasoms
(Basis)

UmM00833 16 59 12 14 Rpt6 Komponente des 19S Proteasoms
(Basis)

um11760.2 16 44 12 29 Rpt5 Komponente des 19S Proteasoms

(Basis)

Um02905 56 66 o4 o4 Rpn1 Fgan;ip;c))nente des 19S Proteasoms

UM04786 28 43 29 19 Rpn2 Fgan;ip;c))nente des 19S Proteasoms

Um03252 26 34 8 15 Rpn3 Komponente des 19S Proteasoms
(Verschluss)

um10903 10 31 7 8 Rpn7 Komponente des 19S Proteasoms
(Verschluss)

um00175 2 11 3 5 Rpn8 Komponente des 19S Proteasoms
(Verschluss)

um04202 33 33 -- -- Ubp12 | deubiquitinierendes Enzym

UmM02340 6 _ _ _ Ubp6 2R6PSNA1\DPase Aktivierung; verankert an

um00982 5 7 -- -- Ubc4 | Histon Degradierung

um10487 4 21 3 _ Ubc13 Kataly3|ert die KG;’:.-vlerbundene
Protein Polyubiquitinierung

um04518 10 -- -- -- Ufd4 bindet RPT4 und RPT6

UmMO05564 14 17 7 5 probable HIS.tOI’l. pggradlerung; E3

Tom1 | Ubiquitinligase
UmM03442 4 _ _ _ probable HIS.tOI’l. pggradlerung; E3
Tom1 | Ubiquitinligase

* Gesamtmenge der Peptide pro Protein (petide spectrum match)
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2.5.6 Identifizierung von Transport-assoziierten Proteinen

Es konnte bereits gezeigt werden, dass das Num1 Protein nicht nur ein Teil des SpleiRosom-
assoziierten NTC ist. Die Interaktion mit Kin1 und die partielle Lokalisierung im Zytoplasma
deuten auf eine weitere madglicherweise splei-unabhangige Funktion von Num1 im
Zytoplasma hin (Kellner et al., 2014). Durch die Immunprazipitation mittels anti-HA
gekoppelter Agarose von Prp19:3xHA und Num1:3xHA wurden zahlreiche Proteine co-
prazipitiert, welche Einblicke in die Funktionsweise von Num1 im Zytoplasma und dessen
Weg dorthin zulassen. In diesem Zusammenhang war es moglich Komponenten des mRNA
Transports zu identifizieren. Zusatzlich wurden Teile der Kernpore und Komponenten des
Zellkern-Imports und -Exports vorwiegend als potentielle Interaktoren von Num1 gefunden.
Auch Bestandteile des Zytoskeletts wurden hauptsachlich mit Num1 co-prazipitiert. Aktin-
assoziierte Proteine scheinen dabei ausschliefdlich mit Num1 zu interagieren, wohingegen
Tubulin auch mit Prp19 interagiert. Auch Interaktionen mit Teilen der COPI- und COPII-
Vesikelhullen scheinen fir Num1 und Prp19 zu bestehen. Das gleiche gilt fir Komponenten
der EE (early endosome)-Entstehung und des EE-Transports sowie fiir die Septine Cdc11
und Cdc12. Zytosolische Interaktionspartner von Num1 scheinen nach Immunprazipitation in
der zytoplasmatischen Proteinfraktion stark angereichert zu sein (Tabelle 7). In der

Diskussion wird naher auf die einzelnen Proteine eingegangen.

Tabelle 7: Transport-assoziierte Proteine, welche mit Prp19 und Num1 co-prazipitieren.

PSM* in HA Pull-Down
Accession Num1 Num1 in Prp19 Prp19 in | Name | Funktion
zytopl. Anum1

Zellkern Export/Import

um02524 41 9 19 27 Nup192 | Kernpore (NPC)

um03813 19 7 9 10 Nic96 | Kernpore (NPC)

um02855 2 -- -- -- Nup133 | Kernpore (NPC)

umO04795 5 -- -- -- Nup84 | Kernpore (NPC)

um11634 8 13 -- -- Kap114 | Karyopherin; Zellkern-Import

umO04397 2 2 -- -- Kap104 | Karyopherin; Zellkern-Import
Bindung und/oder Transport von mRNA

um11511 6 14 10 10 Yral |bindet mRNA; TREX

um03765 11 29 -- -- Dbp5 | mMRNP Umbau

um06211 20 -- 4 5 Sto1 | mRNA-Bindung und Transport

um03494 15 15 43 28 Pab1 | mRNA-Bindung und Transport
Zytoskelett-Komponenten und -assoziierte Proteine

um04218 16 24 -- -- Kin1 |Kinesin

um00582 10 6 -- -- Sla2 | Kontrolle des Zytoskelett-Aufbaus

um10558 32 46 12 20 Tub2 | Beta-Tubulin

um05828 81 142 47 46 Tub2 | Beta-Tubulin

um01221 67 133 37 34 Tub1 | Alpha-1 Tubulin

um05715 11 13 -- -- Act1 | Aktin

umO05405 7 2 -- -- Arp2 | Aktin-ahnlich

UM04768 > _ _ _ Sach Bpndglung von Aktin-Filamenten;

Fimbrin

Vesikel-Komponenten und-Transport

um03361 | 25 | 17 | 19 | 19 | Sec26 |COPIHiille
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um11327 24 5 9 11 Sec27 | COPI Hillle
um03209 12 -- 12 12 Sec24 | COPII Hille
um05747 10 14 -- -- Sec31 | COPII Hille
um01284 8 -- -- -- Sec18 | ER/Goligi Transport
um06175 8 -- -- -- Sec63 | ER Protein-Import
um10195 6 -- -- -- Sec61 | ER Protein-Import
um01624 22 3 15 17 Sec23 | COPII Hille
um03865 14 9 -- -- Sec4 | Golgi/Exozyst Transport
um02245 12 20 10 10 Sec13 |NPC; COPII Hiille
um00768 6 -- 8 6 Sec21 | COPI Hillle
um04173 27 -- 30 35 Cop1 | COPI Hiille
EE Entstehung und Transport
um11937 3 4 _ _ Aps1 AP-1 Komplex; EE Entstehung und
Transport
UmM00660.2 7 4 10 8 Apl4 AP-1 Komplex; EE Entstehung und
Transport
um03921 70 68 67 92 Chc1 | Clathrin; EE Entstehung und Transport
um10448 8 3 5 4 Apm1 AP-1 Komplex; EE Entstehung und
Transport
Septine
um03599 30 51 5 6 Cdc12 | Septin
um03449 4 2 2 2 Cdc11 | Septin

* Gesamtmenge der Peptide pro Protein (petide spectrum match)

2.5.7 Stabilisierung des NTC durch Num1

Bei den bisherigen Untersuchungen zum NTC in U. maydis (2.5.3) konnten keine
gravierenden Unterschiede im Aufbau des NTC durch die Deletion von num1 festgestellt
werden. Vergleicht man die mit Prp19:3xHA co-immunprazipitierten Proteine im WT (AB31)-
und im Anum1-Hintergrund so unterscheiden sich die Proteinlisten nur geringfligig. Dies gilt
vor allem flr Komponenten und assoziierte Proteine des NTC (Tabelle 2 - 4). Wirft man
jedoch einen genaueren Blick auf die Gesamtpeptidmengen in den unterschiedlichen
Proben, so fallt auf, dass diese alle im Anum1 Hintergrund stark herabgesetzt sind. Diese
Werte lassen die Vermutung zu, dass die Abwesenheit des Num1-Proteins zwar keinen
Einfluss auf die Zusammensetzung, dafiir jedoch auf die Stabilitat des Komplexes hat.
Aufgrund der unterschiedlichen Komplexitdt und Zusammensetzung der Proben zahlt die
Abnahme der Gesamtpeptidmengen einzelner Proteine in  unterschiedlichen
massenspektroskopischen Untersuchungen jedoch nicht als Beweis fiir die Stabilisierung
des NTC durch Num1. Die Quantifizierung von Proteinmengen in verschiedenen Proben
|&sst sich nur durch deren Kombinierung innerhalb eines einzelnen HPLC-MS Experiments
durchfihren. Um die Peptide aus unterschiedlichen Proben unterscheiden zu kdénnen,
missen diese unterschiedlich markiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Proteine aus WT (AB31)- und Anum7-Hintergrund mit sogenannten TMTs (tandem mass
tags / Thermo Fisher) versehen. Nach der Prazipitation von, direkt oder indirekt mit

Prp19:3xHA interagierenden Proteinen, wurden diese wie bereits beschrieben in einem
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Polyacrylamidgel kurz aufgetrennt und im Gel mit Trypsin verdaut. Vor der
massenspektroskopischen Untersuchung der Peptide wurden diese jeweils mit
unterschiedlichen TMTs versehen und anschlieRend vereinigt. Die TMT126 und TMT127
Markierungen besitzen exakt die gleiche Masse, haben jedoch einen unterschiedlich
.schweren“ Massenreporter (Abbildung 25 C). Im Laufe der massenspektroskopischen
Analyse werden die Reporterionen abgespalten und gesondert erfasst. Wird dasselbe Peptid
nun mehrfach detektiert, so kann anhand der abgespaltenen Massenreporter bestimmt
werden wie viele dieser gleichen Peptide aus welcher Ausgangsprobe stammen (Abbildung
25 E).

7---HCD 0
B ‘0 0
N\/:J\N/\/”\O/N
126Da N (

‘ ‘ Mass Mass  NHy Reactive

Reporter Normalizer Group

' TMT126 0
0 0
N N
126 \/|:L H/\)ko’ (

TMT127 0

129/\*)19‘/\)10]?

Quantifizierung von TMT
Reporterionen

1
Identifizierung der Peptidsequenz

Abbildung 25: Quantifizierung von Proteinmengen mithilfe von TMT labeling (Thermo Fisher). (A) die
Stdmme AB31 (WT) und Anum1 exprimieren jeweils Prp19:3xHA. Sie wurden getrennt von einander bis zu einer
ODegoo von 0,8 bis 1 inkubiert. (B) Nach der Ernte wurde eine Immunprazipitation mit anti-HA Agarose
durchgefiihrt und die resultierenden Proteine im Gel mit Trypsin verdaut. (C) Die Peptidgemische werden jeweils
mit einem TMT versehen. Diese bestehen aus einem Massenreporter, einem Massennormalisierer und einer
reaktiven Gruppe zur Bindung an das Peptid. TMT126 und TMT127 haben die gleiche Masse und tragen an
unterschiedlichen Stellen Isotope(*). (D) Die markierten Peptide werden anschlieBend fir die
massenspektroskopische Analyse vereinigt. (E) Durch higher energy collision dissociation (HCD) werden die
Massenreporter abgespalten und gesondert detektiert. Dadurch kann die Gesamtmenge eines Peptids den
verschiedenen Urspringen zugeordnet werden. Bild C nach TMT mass Tagging Kits and Reagents Instructions
von Thermo Fisher.
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Um die Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit der Ergebnisse zu zeigen wurde der Versuch
mit drei biologischen Replikaten durchgefiihrt. Die Behandlung der Ansatze erfolgte dabei
identisch. Jeweils eine Immunprazipitation im AB31 (WT)-Hintergrund wurde mit einer
Immunprazipitation im  Anum7-Hintergrund  verglichen. Die  Normalisierung der
Proteinmengen erfolgte mittels Prp19 (Peptidmenge). AnschlieRend wurde flr jedes Protein
jeweils der Mittelwert der drei Replikate ermittelt. Ein Boxplot verdeutlicht das
Gesamtergebnis zweier Proteingruppen (Abbildung 26). Es kamen nur Proteine zum Einsatz,
welche in mindestens zwei der drei Replikate eine Gesamtpeptidmenge groRer 10
aufwiesen. Die zwei Gruppen ergaben sich durch die Aufteilung in NTC bzw. NTC
assoziierte und in unspezifische Proteine. Die Gruppe der unspezifischen Proteine enthalt
dabei Proteine, welche bereits in den vorrangegangenen Experimenten mit hoher
Gesamtpeptidmenge in der ungetaggten WT Kontrolle vorgekommen sind. Alle Ubrigen
Proteine waren Teil des NTC, NTC assoziiert oder Spleillosom-assoziiert und wurden in der
zweiten Gruppe zusammengefasst (NTC und NTC assoziierte Proteine). In Abbildung 26 ist
zu erkennen, dass die Proteinmengen von NTC und NTC-assoziierten Proteinen stark
herabgesetzt sind, wohingegen die Proteinmenge der unspezifischen Proteine nahezu gleich

bleibt. Dieses Ergebnis deutet auf eine Stabilisierung des NTC durch Num1 hin.

1,2

1,0 -[

0,8

)

06 1

0.4

0,0

)

Verhiltnis Proteinmenge in Anum1 vs. WT

NTC und NTC assoziierte Proteine unspezifische Proteine

Abbildung 26: Quantifizierung von Proteinmengen mit TMT-Quantifizierung. Das Diagramm zeigt das
Verhéltnis von Proteinmengen aus den zwei Stdmmen AB31 (WT) und AB31Anum1 nach Prp19:3xHA Pull-Down,
TMT-Markierung und Massenspektroskopie. Durch geringere Proteinmenge in Anum1 entsteht ein Wert <1. Die
Boxen beinhalten jeweils 70% der Proteine aus der jeweiligen Gruppe. Die Linie nach unten reicht zum Minimum
der jeweiligen Gruppe und die Linie nach oben reicht zum Maximum der jeweiligen Gruppe. Die Linie in der Mitte
zeigt den Median der jeweiligen Gruppe an. Die linke Box beinhaltet die 24 NTC und NTC assoziierte Proteine,
welche die hochsten Gesamtpeptidmengen aufgezeigt haben. Die rechte Box beinhaltet die 22 unspezifischen
Proteine mit den héchsten Gesamtpeptidmengen, welche auch nach HA-Pull-Down in der Kontrolle ohne
Fusionsprotein identifiziert wurden. Das Proteinverhaltnis von jedem Protein ergibt sich aus dem Mittel von drei
unabhangigen biologischen Replikaten.
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Wie bereits erwahnt kdnnen verschiedene massenspektroskopisch ermittelte Proteinlisten
nur bedingt quantitativ miteinander verglichen werden. Die Peptidmengen in
unterschiedlichen Laufen kann nur als Hinweis auf eine ,echte“ Veranderung der
Proteinmengen angesehen werden. Dies wird deutlich wenn man den Vergleich einzelner
massenspektroskopischer Experimente im WT (AB31)- und im Anum1-Hintergrund und die
direkte Quantifizierung mittels TMT-Markierung gegenuberstellt (Abbildung 27). Dazu wurden
reprasentativ funf Proteine miteinander verglichen. Die Abnahme der Proteinmenge von
Syf1, Cef1 und Prl1 betragt in den Unterschiedlichen HPLC-MS Experimenten 50 bis 60%.
Dagegen konnte mittels TMT-Quantifizierung eine Abnahme auf 20 bis 30% ermittelt werden.
Bei diesen drei Beispielen ist der Unterschied sehr konstant und es kénnte behauptet
werden, dass die Proteinmengen zueinander in einem ahnlichen Verhaltnis stehen. Um zu
zeigen, dass die Differenz nicht bei allen Proteinen gleich ist, wurde die
Proteinmengenabnahme zweier weiterer Proteine aufgefiihrt (Ecm2 und Smd3). Diese
Beispiele verdeutlichen, dass der Vergleich zweier unabhangiger Proben keinesfalls zu

ahnlichen, lediglich héheren Proteinmengenabnahmen flihrt.
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Abbildung 27: Auswirkungen der num1 Deletion auf einzelne, mit Prp19:3xHA co-prazipitierte Proteine.
Die hellgrauen Balken geben den Unterschied der Gesamtpeptidmengen im Anum1-Hintergrund verglichen mit
dem WT (AB31) aus getrennten HPLC-MS Experimenten an. Die dunkelgrauen Balken geben den, durch TMT-
Quantifizierung ermittelten Unterschied der Proteinmengen im Anum1-Hintergrund verglichen mit dem WT (AB31)
an. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus drei unabhangigen biologischen Replikaten. Alle Protein-
bzw. Peptidmengen wurden mit Prp19 normalisiert.

Um die Vermutung der NTC-Stabilisierung durch Num1 zu verifizieren, sollten die
gewonnenen Ergebnisse mit einer weiteren Methode Uberprift werden. Zu diesem Zweck

wurde erneut Prp19:3xHA mithilfe von anti-HA Agarose prazipitiert und anschlieend jeweils
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eine von drei NTC-Komponenten im WT (AB31)- und im Anum1-Hintergrund nachgewiesen.
Die Expression der drei Komponenten erfolgte jeweils in ihrem nativen Locus als
Fusionsprotein mit einem 3xMyc-Tag. Als Kontrolle dienten Stamme welche die jeweilige
3xMyc Fusionsproteine der NTC-Komponente ohne Prp19:3xHA exprimieren. Der
Zellaufschluss und die anschlieRende Co-Immunprazipitation erfolgte wie im Material und
Methoden Teil beschrieben (4.5.3). Es konnte gezeigt werden, dass alle getesteten NTC-
Komponenten in der Co-Immunprazipitation mit Prp19:3xHA interagieren (Abbildung 28 A bis
C). Nach der Deletion von num1 konnte jedoch nur noch sehr wenig (Abbildung 28 A und B)
oder gar kein (Abbildung 28 C) nachweisbares Protein mehr co-prazipitiert werden. Die
Abnahme der Proteinlevel ist dabei sogar noch gravierender als es in der TMT Analyse den
Anschein hatte. Um dies zu verdeutlichen, wurden in Abbildung 28 D bis G die jeweiligen
Ergebnisse aus der TMT-Quantifizierung aufgeflhrt. Somit bestatigen die Co-IP Ergebnisse

die, durch die TMT-Quantifizierung gewonnenen Ergebnisse.
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A D

Einsatz Eluat Cef1 in TMT-Quantifizierung
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Abbildung 28: Bestimmung der NTC-Stabilitdt in Anum1 durch Co-IP und TMT-Quantifizierung. (A) bis (C)
Co-IP Experimente zur NTC-Stabilisierung durch Num1. Es wurden drei verschiedene NTC-Komponenten, als
Fusionsprotein mit 3xMyc, im WT (AB31)- und im Anum1-Hintergrund mit Prp19:3xHA co-prazipitiert. Durch die
Deletion von num1 kommt es zu einer starken Abnahme der jeweiligen Fusionsproteinmenge. Als Kontrolle
diente jeweils ein WT (AB31) Stamm, welcher ausschliellich das 3xMyc-Fusionprotein exprimiert. Der Nachweis
erfolge jeweils nacheinander auf einem Gel mit anti-HA (Sigma) und anti-Myc Antikérpern (Sigma). (D) bis (E)
Ergebnisse aus der TMT-Quantifizierung fir die gleichen drei NTC-Komponenten. WT Proteinlevel wurden jeweils
auf 100% gesetzt. Die Abnahme der Proteinkonzentration in Anum1 ergibt sich aus drei unabhangigen
biologischen Replikaten. Die Standardabweichung der drei Proben wurde im rechten Balken angegeben. Die
jeweiligen Proteinmengen wurden mit Prp19 normalisiert. (G) Gegenulberstellung der Proteinmengenabnahmen in
Co-IP und in TMTduplex Experiment. Quantifizierung der Signalintensitat im Co-IP Experiment erfolgte mit der
Software Imaged.
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Insgesamt zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass U. maydis einen NTC besitzt, wie er
bereits in anderen eukaryotischen Zellen beobachtet wurde. Dabei stabilisiert das Num1 den
NTC als Di- bzw. Multimer. Es konnten zusatzliche Funktionen von NTC-Komponenten
aufgedeckt werden und tiefere Einblicke in den Mechanismus geworfen werden, welcher die
zusatzliche zytoplasmatische Lokalisierung von Num1 betrifft. mMRNA- und Vakuolen-

Transport bleiben weiterhin moégliche Funktionen von Num1.
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3 Diskussion

Es ist bekannt, dass Num1 mit Komponenten des NineTeen Spleill-Komplexes (NTC) und
dem Kin1 Motorprotein interagiert. Die Deletion von Num1 fihrt zu einer reduzierten Spliel3-
Effizienz und die betreffenden Filamente weisen eine defekte Polaritdt auf. Bisher bleibt
offen, welche Deletionsphanotypen von der fehlenden Interaktion im NTC und welche von
der fehlenden Interaktion mit Kin1 abhangen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion des Num1 Proteins in U. maydis weiter
untersucht. Dabei lag das Hauptaugenmerk auf Num1 als Teil des NineTeen Spleil3-
Komplexes (NTC). Es konnte gezeigt werden, dass der NTC in U maydis groRe Ahnlichkeit
zu den Komplexen aus Hefe und Mensch besitzt. Die Deletion von num1 fihrt zu einer
Dissoziation, hat aber sonst keinen gravierenden Einfluss auf die Proteinzusammensetzung
des Komplexes. Der NTC und Num1 nehmen in U. maydis Einfluss auf DNA-Reparatur,
Proteinabbauwege und mMRNA-Export. Num1 verlasst den Zellkern vermutlich NTC
unabhangig Uber die Kernpore und interagiert im Zytoplasma mit vielen Vesikel- und
Zytoskelett-Komponenten. Dabei fungiert es moglicherweise als Chaperon bzw. Adapter fir

die Stabilisierung von Protein-Protein Interaktionen.

3.1 Vermindertes Wachstum von Anum1 Stammen

In der vorliegenden Arbeit konnte die bisherige Ansicht, dass die Deletion von num1 keinen
Einfluss auf das Wachstum in axenischer Kultur hat widerlegt werden (2.1). In verschiedenen
Medien und bei verschiedenen Stammhintergriinden fiihrt die Abwesenheit von Num1 zum
einem Anstieg der Verdopplungszeit, was im Widerspruch zu bisherigen Ergebnissen steht
(Kellner et al., 2014). Eine Reduktion der Zellteilungsrate ist jedoch zu erwarten. Denn auch
wenn die Deletion keine Auswirkungen auf die Sporidien-Morphologie hat, besteht trotzdem
ein globaler Spleik-Defekt, der Auswirkungen auf die Proteinmengen in der Sporidie hat.

Auch die N-terminalen 65 AS von Num1 wurde in vorherigen Untersuchungen als essentiell
fur die Proteinfunktion beschrieben (Kellner, 2012), was ebenfalls nicht bestatigt werden
konnte. Die N-terminale Verkiirzung fiihrt weder zu einer Anderung der Zellteilungsrate, noch
zu einer Verminderung der Splei3-Effizienz oder zu Defekten in der Hyphenmorphologie und
dem polaren Wachstum (2.2). Dabei ist zu beachten, dass vorhergehende Experimente mit
Stammen durchgeflihrt wurden, in denen das Gen unter einem heterologen, induzierbaren
Promotor im nicht-nativen Gen-Locus Uberexprimiert wurde. Es ist durchaus mdglich, dass

die Num1-Expression in diesem artifiziellen System zu den abweichenden Ergebnissen
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gefihrt hat. Da die Deletion allerdings im nativen Locus keine Auswirkungen auf die Funktion
hat, ist davon auszugehen, dass die flr U. maydis spezifische N-terminale Domane von

Num1 fur die Funktion des Proteins nicht notwendig ist.

3.2 Der NTC von U. maydis

Die Prozessierung von unreifer mRNA durch Spleiten und die darin involvierten Proteine
sind in allen Eukaryoten stark konserviert. Somit ist es nicht Gberraschend, dass auch der fir
das SpleiBen notwendige NineTeen Komplex (NTC) in konservierter Form in vielen
Organsimen vorkommt. Der detaillierteste Einblick in den Aufbau und die Funktion dieses
Komplexes wurde durch Studien in Saccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae und
Homo sapiens gewonnen. Fur S. cerevisiae konnte bereits gezeigt werden, dass mindestens
26 Proteine Teil des NTC oder mit diesem assoziiert sind. Mindestens neun (Prp19p, Cef1p,
Snt309p, Prp46p, Syf1p, Syf2p, Syf3p/Clf1p, Isy1p und Ntc20p) dieser 26 Komponenten sind
als Teil des Spleikosoms unabdingbar fiir den Spleif3-Prozess (Fabrizio et al., 2009). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die meisten der in Hefe identifizierten NTC
Komponenten auch in U. maydis vorhanden sind. Durch Immunprazipitationen von
Prp19:3xHA und Num1:3xHA aus Proteinlysat von U. maydis und anschliellender
massenspektroskopischer  Untersuchung (HPLC-MS) konnte die Mehrheit dieser
Komponenten als Teil des NTC identifiziert werden (2.5.3). Die aus Mensch und Hefe
bekannte Zusammensetzung des Komplexes fihrte zu einer Eingrenzung des
Hauptkomplexes auf insgesamt 10 Proteine, die in beiden Organismen vorhanden sind. Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass diese Komponenten auch Teil des NTC in U. maydis
sind (Tabelle 2).

Im Menschen wurden mindestens drei unterschiedliche Prp19-ahnliche Komplexe
beschrieben (zusammengefasst in Chanarat und Strasser, 2013). Dabei besteht der
Prp19/CDC5L Komplex selbst aus hPRP19, hCDC5L, hHSP73, B-catenin-like-1 CTNNB1,
hPRL1, AD002 und hSPF27 (Makarova et al., 2004). Auch diese Komponenten konnten in
U. maydis als Prp19- bzw. Num1 assoziierte Proteine identifiziert werden (Tabelle 4). Das
U. maydis Homolog der NTC Komponente CTNNB1 konnte nur mit einer niedrigen
Wahrscheinlichkeit (E-Wert CTNNB1/Um15050: 4.8e-08) ermittelt werden. Aus diesem
Grund kann bei Um15050 nicht sicher von einem CTNNB1 Homolog ausgegangen werden.
Zusatzlich wurden in U. maydis zwar drei Homologe fiir das humane hHSP73 ermittelt, die
allerdings aufgrund der ahnlichen Peptidanzahl in der Kontrolle eine Interaktion mit Prp19
und Num1 unwahrscheinlich erscheinen lassen.

Betrachtet man den erweiterten Aufbau des NTC in Hefe und die aquivalenten Proteine in

U. maydis, konnten bis auf wenige Ausnahmen alle Komponenten in den vorliegenden
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Experimenten identifiziert werden (Tabelle 3). Wie bereits erwahnt stellt Snt309p kein
Homolog von Num1/hSPF27 dar. Es handelt sich dabei lediglich um ein Protein, welches
Num1 in S. cerevisiae funktionell ersetzt. Dies belegt, dass die Funktionen einzelner
Komponenten des Komplexes in U. maydis durch andere Proteine lUbernommen werden
kénnen. Es ist somit moglich, dass dies auch fir Slu7p, Cwc16p und Ntc20p der Fall ist.
U. maydis besitzt kein Homolog flr Ntc20p. Slu7p und Cwc16p scheinen Homologe zu
besitzen (E-Werte von 7.8e-11 und 1.2e-29), welche jedoch in den Immunprazipitations-
Versuchen nicht identifiziert wurden.

Durch die Immunprazipitation von Prp19-3xHA im Anum7-Hintergrund sollte die Relevanz
von Num1 fir die Zusammensetzung des NTC untersucht werden. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Homologe von Cwc14p und Smx3p in Abwesenheit von Num1 nicht mehr
mit Prp19:3xHA co-prazipitieren. Allerdings konnten diese Komponenten auch im WT-
Hintergrund nur mit geringen Gesamtpeptidmengen identifiziert werden. Kommt es durch die
num1 Deletion zu einer Destabilisierung des NTC so wirden diese schwach vertretenen
Proteine zuerst entfallen. Vergleicht man in gleicher Weise die U. maydis Homologe der NTC
assoziierten Proteine aus H. sapiens, so gehen hier nach num1 Deletion nur die drei
Proteine hAquarius, hBUD31 und KIAA0560 verloren. Auch diese Proteine zeigen nur
geringe Gesamtpeptidmengen nach der Prazipitation von Prp19:3xHA im WT-Hintergrund.
Die Gesamtheit der konservierten NTC Komponenten weisen nach num1 Deletion eine
reduzierte Gesamtpeptidmenge auf. Die gewonnenen Erkenntnisse deuten somit darauf hin,
dass der NTC durch Num1 stabilisiert wird und dies zur Herabsetzung der Spliel3-Effizenz in
Anum1 fGhrt.

Die vorliegende Arbeit bestatigt somit die konservierte Zusammensetzung des NTC auch in
U. maydis. Dabei besteht dieser aus den bereits aus Mensch und Hefe bekannten
Komponenten. Num1 ist als hSPF27 Homolog Teil dieses Komplexes und die Deletion von
num1 hat kaum Einfluss auf dessen Zusammensetzung und Aufbau.

Auch die prominentesten (mit den meisten Gesamtpeptidmengen) identifizierten Proteine
nach der Prazipitation von Num1:3xHA in der angereicherten zytoplasmatischen
Proteinfraktion sind Teil des NTC oder generell splei’-assoziiert. Trotz einer Optimierung
des Protokolls war die zytoplasmatische Proteinfraktion durch Zellkern-lokalisierte Proteine
verunreinigt. In vorhergehenden Experimenten war die Interaktion von Num1 mit Kin1 im
Zytoplasma mittels Co-IP nur nach der Quervernetzung beider Proteine nachzuweisen
(Kellner et al., 2014). Somit ist es wahrscheinlich, dass schwache oder transiente
Interaktionen, wie die mit Kin1, bei der Co-Prazipitation schneller verloren gehen. Die
Verunreinigung der zytoplasmatischen Proteinfraktion mit Zellkern-Proteinen und die

schwache bzw. transiente Interaktion von Num1 mit zytoplasmatischen Proteinen koénnte
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erklaren warum dieses Experiment zu ahnlichen Ergebnissen fiihrte wie die

Immunprazipitation in Gesamtzellextrakt.

3.3 Num1 stabilisiert den NTC in U. maydis

Die Gesamtpeptidmengen einzelner HPLC-MS Experimente kdnnen nicht direkt miteinander
verglichen werden. Wie in 2.5.7 beschrieben, ermbglicht das markieren der Peptide mit
unterschiedlichen TMTs (tandem mass tags) vor der Zusammenflhrung zweier
Peptidgemische, dass in der folgenden HPLC-MS Untersuchung flir identische Peptide eine
Quantifizierung in jeder der Ausgangsproben durchgefihrt werden kann. Da nicht
gewabhrleistet war, dass exakt gleiche Komplexmengen zum Einsatz kamen, wurden in den
einzelnen Proben die Gesamtpeptidmengen mit denen von Prp19 normalisiert. Die
Stabilisierung des NTC durch Num1 konnte mit diesen TMTduplex-Experimenten und
mithilfe von Co-IPs gezeigt werden.

Es wurde bereits erwahnt, dass die im TMTduplex ermittelten Proteinunterschiede nicht mit
denen aus unterschiedlichen HPLC-MS Experimenten (bereinstimmen bzw. korrelieren
(2.5.7). Durch drei verschiedene Co-IP-Experimente konnte beispielhaft die Abnahme von
Cef1, Prl1 und Syf1 im NTC in Abwesenheit von Num1 ermittelt werden (Abbildung 28).
Dabei war die Abnahme der Signale fir die co-prazipitierten Proteine weit starker, als dies im
TMT-Experiment der Fall war (Abbildung 27).
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Abbildung 29: Boxplots zur Darstellung der beiden TMT-Experimente. Die Diagramme zeigt das Verhaltnis
von Proteinmengen aus den zwei Stdmmen AB31 (WT) und AB31Anum1 nach Prp19:3xHA Pull-Down, TMT
Markierung und Massenspektroskopie. Durch geringere Proteinmenge in Anum1 entsteht ein Wert <1. Die Boxen
beinhalten jeweils 70% der Proteine aus der jeweiligen Gruppe. Die Linie nach unten reicht zum Minimum der
jeweiligen Gruppe und die Linie nach oben reicht zum Maximum der jeweiligen Gruppe. Die Linie in der Mitte
zeigt den Median der jeweiligen Gruppe an. (A) Erstes TMT-Experiment mit unvollstandiger Quenching Reaktion.
Nur sehr geringe Abnahme der Proteinmengen von NTC Komponenten. Fir diesen Blot wurde nur ein einzelner
Ansatz verwandet. (B) Zweites TMT-Experiment. Das Proteinverhaltnis von jedem Protein ergibt sich aus dem
Mittel von drei unabhangigen biologischen Replikaten.
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Ein erster Versuch zur Quantifizierung der NTC-Destabilisierung durch Anum1 mittels TMT
Markierung resultierte in einer sehr geringen Abnahme der NTC-Proteinmengen (Abbildung
29 A).

Die geringen Proteinmengenunterschiede sind dabei moéglicherweise durch eine ineffiziente
bzw. unvollstdndige Quenching Reaktion zustande gekommen. Diese Reaktion stoppt die
Markierungsreaktion vor der Probenvereinigung. Erfolgt die Reaktion ineffizient, werden die
Peptide auch nach Vereinigung der Proben weiterhin mit TMTs versehen und verfalschen
den spateren Vergleich. Als Kontrolle wurden die Num1 Gesamtpeptidmengen aus beiden
Proben verglichen. Num1-spezifische Peptide waren nicht ausschlie3lich im WT Hintergrund
zu beobachten, sondern auch in erheblicher Menge im Anum1 Hintergrund (Abnahme der
Peptidmenge auf ungefahr 70%). Da in den vorhergehenden HPLC-MS Experimenten mit
Prp19:3xHA im Anum1-Hintergrund keine zum Num1 Protein passenden Peptide identifiziert
werden konnten, unterstitzt dies die Vermutung der ungeniigenden Quenching-Reaktion.
Auch im finalen TMT Experiment (Abbildung 29 B) wurden Num1 Peptide zur Anum1 Probe
zugeordnet. Somit ist auch in diesem Fall die Quenching Reaktion mdglicherweise nicht
vollstandig gestoppt worden. Num1 war das Protein mit der hdchsten
Gesamtpeptidmengenabnahme (Abnahme auf ungeféahr 14%). Somit kann eine noch
gravierendere Gesamtpeptidmengenabnahme fiir die NTC-Komponenten als die im TMT-
Experiment ermittelten 20% (Im Mittel) erwartet werden. Diese Erwartung konnte durch die
Co-IP-Ergebnisse bestatigt werden (Abbildung 28 G). Zusammengenommen verdeutlicht
dies, dass der NTC in Abwesenheit von Num1 nahezu vollstdndig dissoziiert. Da jedoch
SpleiRen in Anum1 immer noch mdglich ist, ware auch eine sehr lose Zusammensetzung
des NTC denkbar, wodurch bei den Co-IP Experimenten mehr NTC Komponenten verloren
gehen wirden.

Die Homologe von Num1, wie hSPF27, und mindestens die drei anderen NTC
Kernkomponenten Cef1, Pri1 und Prp19 sind in den meisten untersuchten Organismen
essentiell. Somit konnten dort auch noch keine Einflisse der num1-Deletion auf den NTC
untersucht werden. Es wurden jedoch vereinzelte Experimente zu den Auswirkungen eines
Spf27/Num1 Knock-Down beschrieben. So konnte in Xenopus beobachtet werden, dass der
BCAS2 (SPF27) Knock-Down zu einer Abnahme der NTC-Komponenten-Expression fuhrt,
welche anhand einer Proteinmengenabnahme von Prp19, Prl1 und Cdc5L ermittelt wurde
(Hofmann et al., 2013). Dies kann jedoch nicht als Beweis flir die Destabilisierung des
Komplexes angesehen werden, da die meisten NTC Komponenten in Xenopus Introns
enthalten und somit auch ein leichter Spleil3-Defekt durch den BCAS2 Knock-Down zu einer
negativen Rickkopplung und somit generell zur Abnahme der Proteinmengen fuhren wirde.
Die vorliegenden Co-IP Ergebnisse zeigen, dass in U. maydis die NTC-Stabilitdt unabhangig

von der Proteinkonzentration abnimmt (Abbildung 28).
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Auch in anderen Organsimen ist die Stabilisierung des NTC durch Num1/SPF27 mdoglich; In
Trypanosomen fihrt die Herabsetzung der Spf27 Expression zu einer verminderten
Methylierung der SL RNA (,Spliced Leader RNA kommt nur in Trypanosomen und
Nematoden beim Trans-Splielen vor) und zum Abbruch des Spleil3-Vorgangs nach bzw.
wahrend der ersten Transesterfizierung, wie es vorher auch schon beim Prp19 knock-down
beobachtet wurde (Ambrosio et al., 2014; Tkacz et al., 2010). Dies lasst die Vermutung zu,
dass auch in Trypanosomen die Destabilisierung des NTC durch den Spf27 Knock-Down
automatisch zu ahnlichen Effekten wie der Prp19 Knock-Down fiihrt. Denn wenn Spf27 nicht
vorhanden ist und der NTC dissoziiert, dann kann auch Prp19 seine Funktion als Teil des
NTC nicht mehr ausfihren.

In Hefe fehlt das Num1/SPF27 Homolog; hSPF27 wird dort funktionell durch das Snt309p
Protein ersetzt. Snt309p wurde in Hefe bereits sehr friih als Interaktionspartner von Prp19p
identifiziert. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass Snt309p (Ntc25p) in Hefe, wie auch Num1 in
U. maydis, nicht essentiell ist (Chen et al., 1998a). Weitere Studien ergaben eine
modulierende Funktion gegentber Prp19p, was zur Bindung weiterer NTC-Komponenten
und somit auch zur Stabilisierung des Komplexes fuhrt (Chen et al., 1999). Betrachtet man
zusatzlich die bekannten Interaktionen innerhalb des Komplexes und bedenkt man, dass es
sich bei Num1 und Snt309p um komplett unterschiedliche Proteine handelt, so ist nicht
gewahrleistet, dass Snt309p und Num1 den NTC auf die gleiche Weise stabilisieren.
Snt309p interagiert im Hefe NTC ausschlieRlich mit dem N-Terminus von Prp19p (Ohi und
Gould, 2002). In H. sapiens interagiert das Num1 Homolog hSPF27 mindestens mit hPRP19,
hCDC5L (Cef1) und hPRL1 (Grote et al., 2010). hCDCS5L dimerisiert in oder auRerhalb des
NTC. Fur hPRP19 konnte eine Selbstinteraktion nicht final bestatigt werden. Zusatzlich
wurde im Menschen die Interaktion von hSPF27 mit dem C-Terminus von hCDC5L, dem N-
Terminus von hPRP19 und dem N-Terminus von hPRL1 gezeigt (Grote et al., 2010). Es sind
bisher keine Studien bekannt, in denen die entsprechenden Interaktionsdomanen von
hSPF27 beschrieben wurden. Fir U. maydis ist durch Hefe-Zwei-Hybrid Experimenten
bekannt, dass Num1 mit dem N-terminalen Bereich von Prp19 und dem C-terminalen
Bereich von Cef1 interagiert (Kellner et al., 2014), was sich mit den Ergebnissen aus
H. sapiens Uberschneidet. Um Aufschliisse Uber die Interaktionsdomanen von Num1 zu
erlangen wurden Hefe-Zwei-Hybrid Experimente mit verklirzten Num1-Versionen
durchgefiihrt. Damit wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die letzten acht AS des
Num1 Proteins fiir die Interaktion mit Cef1 bendtigt werden und dass die C-terminalen 81 AS
von Num1 fir diese Interaktion ausreichend sind. Ferner ist das N-terminale Num1 Fragment
mit einer Lange von 127 AS ausreichend fur die Interaktion mit Prp19 (2.4). Zusatzlich
konnte mit Co-IP und Hefe-Zwei-Hybrid eine Selbstinteraktion von Num1 gezeigt werden
(2.3), welche im Menschen nicht bekannt ist (Grote et al., 2010).
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Das primare Ziel der Hefe-Zwei-Hybrid Experimente war die Eingrenzung der
Interaktionsdomanen von Num1 bis auf wenige AS. Mit diesem Wissen kénnten mutierte
Num1 Proteine generiert werden, welche die Funktion innerhalb des NTC nicht mehr
erflllen. Gleichzeitig sollten sie weiterhin mit Kin1 interagieren und somit eine Trennung der
phanotypischen Auswirkungen der num1 Deletion erméglichen. Damit kénnte untersucht
werden, ob das depolarisierte Hyphenwachstum und die beeintrachtigten Transportprozesse
Folgen der verminderten Splei3-Effizienz sind, oder ob sie durch die Num1/Kin1 Interaktion
komplementiert werden.

Es kann postuliert werden, dass in Mensch und U. maydis Komponenten zusatzlich zu
Prp19/hPRP19 mehrfach im NTC vorkommen. Fir hCDC5L konnte im Menschen eine
Selbstinteraktion gezeigt werden und auch flir hSPF27 kann eine Dimerisierung nicht restlos
ausgeschlossen werden. Zusatzlich konnte die Selbstinteraktion von hPRP19 nicht sicher
gezeigt werden (Grote et al., 2010). Num1/hSPF27 kénnte somit die Interaktionen zwischen
Prp19/hPRP19 und Cef1/hCDC5L bzw. Prp19/hPRP19 und Pri1/hPRL1 stabilisieren.
AulRerdem ware es moglich, dass Num1/hSPF27 die Interaktionen von Prp19/hPRP19
Mono- bzw. Dimeren unterstitzt. Dies wirde zur Stabilisierung des Kernkomplexes aus den
genannten vier Komponenten flihren. Das aus H. sapiens bekannte Modell (Grote et al.,
2010) (Abbildung 30) kénnte auf diese Weise erweitert werden indem hSPF27 jeweils ein
hPRP19 Dimer stabilisiert und zum Tetramer verbindet. Dabei ware die Anwesenheit von
hSPF27 fur die Rekrutierung von hPRL1 und hCDC5L notwendig, indem es das hPRP19
Grundgerist stabilisiert. Insgesamt deutet somit vieles auf eine groRe Ahnlichkeit der NTC-
Kernzusammensetzung in Mensch und U. maydis hin.

Zusétzliche Hefe-Zwei-Hybrid Versuche kénnten weitere Ahnlichkeiten zum humanen NTC
belegen. Dabei wéare von groflem Interesse ob Cef1 aus U. maydis und hSPF27 aus Mensch
auch mit sich selbst interagieren. Auch eine sauberere Aufreinigung des U. maydis NTC z.B.

durch Gelfiltration kdnnte in diesem Zusammenhang hilfreich sein.
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Abbildung 30: Der NTC Kernkomplex und seine Interaktionen. (A) Interaktionen zwischen den vier
Kernkomplexkomponenten im Menschen. (B) Interaktionen zwischen den vier Kernkomplexkomponenten in
U. maydis. (C) Der postulierte Aufbau des Kernkomplexes im Menschen. Alle Abbildungen nach (Grote et al.,
2010).

3.4 Num1, der NTC und die Reparatur/Instandhaltung von DNA

Der NTC und einige seiner assoziierten Proteine sind dafir bekannt Funktionen in anderen
wichtigen zellularen Prozessen zu Ubernehmen (zusammengefasst in Chanarat und
Strasser, 2013). Einer davon besteht in der Reparatur und Instandhaltung von DNA. In den
vorliegenden Ergebnissen wurden Hinweise darauf gefunden, dass auch in U. maydis ein
Zusammenhang zwischen NTC und DNA Reparatur besteht. Nach Immunprazipitation von
Prp19:3xHA und Num1:3xHA konnten mehrere Proteine mittels HPLC-MS identifiziert

werden, die an DNA-Reparaturprozessen beteiligt sind (Tabelle 5).
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Das Homolog des humanen hXAB2 Proteins tragt in Hefe den Namen Syf1p. Das U. maydis
Homolog wurde in den HPLC-MS Studien mit hohen Gesamtpeptidmengen identifiziert. Dies
war zu erwarten, da Syf1p/hXAB2 ein integraler Bestandteil des NTC ist. Es wurde bereits
erwahnt, dass hXAB2 die namensgebende Komponente des XAB2-Komplexes darstellt.
Dieser Komplex ist in Prozessen wie Splei3en, Transkription und TCR (transcription coupled
repair) involviert (Kuraoka et al., 2008) und konnte in ahnlicher Form auch in U. maydis
vorkommen. Er wurde in Tabelle 4 als einer der drei humanen Prp19-ahnlichen Komplexe
aufgefiihrt und besteht aus hPRP19, hXAB2, hiSY1, hPPIE, hAquarius und hCCDC16.
Zusatzlich interagiert das hXAB2 Protein (XPA binding protein 2) in Bezug auf DNA
Reparatur mit hXPA, hCSA und hCSB und in Bezug auf Transkriptionselongation mit
hRNAPII (RNA Polymerase Il). Im Menschen fiihrt der Knockdown von hXAB2 zu einer
Uberempfindlichkeit gegeniiber UV Bestrahlung, wie sie auch fiir Anum1-Stamme bekannt
ist, und zu einer verminderten RNA Syntheserate nach dieser Bestrahlung. Die Schadigung
der DNA fuhrt ferner zu einer verstarkten Interaktion von hXAB2 mit hRNAPIl und hXPA
(Fousteri et al., 2006; Nakatsu et al., 2000).

Auch Syf3p/Clf1p ist ein NTC assoziiertes Protein, dessen U. maydis Homolog mit hohen
Gesamtpeptidmengen identifiziert wurde. Neben seiner Funktion im NTC ist es auch fir die
Initiation der DNA Replikation mitverantwortlich (Zhu et al., 2002), moéglicherweise indem es
mit dem ORC (origin recognition complex) interagiert (Wysocka et al., 2004). Es bleibt zu
erwahnen, dass in Hefe die Deletion von Syf1p und der Knock-Down von Syf3p (essentiell)
zu einer Deregulation des Zellzyklus flihrt. In beiden Fallen verbleiben die Zellen in der G2/M
Phase. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, dass es sich dabei um einen indirekten Effekt
durch den SpleiR-Defekt handelt (Ben-Yehuda et al., 2000; Russell et al., 2000; Zhu et al.,
2002).

Prp19p wurde zunachst als Pso4p identifiziert, dessen Mutation in Hefe zu einer erhdhten
Sensitivitdt gegenuber verschiedenen DNA-Schaden fihrt (de Andrade et al, 1989;
Henriques et al., 1989). Die genaue Funktion von Prp19p wahrend der DNA Reparatur ist bis
heute nicht geklart. Interessanterweise ist aber bekannt, dass im Menschen DNA Schaden
zu einer Polyubiquitinierung von hPRP19 flihren und dass diese hPRP19 Variante
anschlielRend starker an Chromatin assoziiert und gleichzeitig nicht mehr mit hCDC5L und
hPRL1 interagiert. Die Interaktion mit hSPF27 (Num1) wurde dabei nicht untersucht (Lu und
Legerski, 2007). Somit scheint die DNA Reparatur-Funktion von hPRP19 mindestens partiell
NTC unabhangig zu sein. Eine direkte Beteiligung von Prp19 ohne Num1 in der DNA
Reparatur von U. maydis ist jedoch unwahrscheinlich, da keine zusatzlichen oder gréRere
Mengen an DNA-Reparatur-Proteinen nach immunprazipitiert von Prp19:3xHA gefunden
wurden. Dies schlie3t jedoch nicht aus, dass Num1 in die NTC unabh&ngigen Reparatur-

Funktionen von Prp19 involviert ist.
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Neben den erwahnten NTC-Komponenten, welche zusatzlich in DNA Reparatur und Genom
Stabilisierung involviert sind, wurden weitere Proteine nach Co-Prazipitation mit Prp19:3xHA
bzw. Num1:3xHA identifiziert, welche nur indirekt mit NTC Komponenten in Verbindung
gebracht werden kénnen. Der DNA Einzelstrang-Bindekomplex RFA (oder RPA) besteht aus
den drei Untereinheiten hRFA1, hRFA2 und hRFA3. Dieser Proteinkomplex betritt
gemeinsam mit dem hXAB2 Interaktionspartner hXPA die Reparaturmaschinerie und hat
zusatzliche Funktionen in DNA Replikation und Rekombination (zusammengefasst in Wold,
1997). Die RFA-Untereinheit Rfa1 konnte bei jeder Prazipitation mit geringen
Gesamtpeptidmengen identifiziert werden. Zusatzlich konnten weitere bekannte hXAB2
Interaktionspartner gefunden werden, welche in der Transkriptions-gekoppelten-Reparatur
involviert sind. Zum einen wurden die RNAPII Untereinheiten Rpo21, Rpb2, Rpb3 und Rpb8
mit Num1:3xHA und teilweise mit Prp19:3xHA co-prazipitiert. Zum anderen wurden die zwei
potentiellen hCSB Homologe Mot1 und Snf2 ausschlielllich nach Immunprazipitation mit
Num1:3xHA identifiziert. Die genannten Proteine wurden alle mit geringen
Gesamtpeptidmengen in den HPLC-MS Studien nachgewiesen.

hPRP19 interagiert, vor allem nach radioaktiver Bestrahlung, mit Metnase. Dabei wird
postuliert, dass hPRP19 Metnase zu Doppelstrangbriichen rekrutiert, welches dann fir die
Verbindung der gebrochenen DNA-Strange (NHEJ: non-homologous end joining)
verantwortlich ist (Beck et al., 2008; Lee et al.,, 2005). U. maydis besitzt kein bekanntes
Homolog des Metnase-Proteins. Es ist bekannt, dass Metnase ins Stocken geratene
Replikationsgabeln repariert bzw. neu startet. Wahrscheinlich zu diesem Zweck interagiert
Metnase auch mit hPCNA (proliferating cell nuclear antigen) (De Haro et al., 2010). hPCNA
kann je nach Sumoylierungs- bzw. Ubiquitinierungs-Muster in der
Nukleotidexcisionsreparatur (NER) oder in die DNA Replikation involviert sein und stellt den
Ring der Replikationsgabel dar (Hoege et al., 2002). Das U. maydis Homolog von hPCNA
wurde mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA co-préazipitiert (Tabelle 5) und weist dabei geringe
Gesamtpeptidmengen auf. Nur die Gesamtpeptidmenge nach Prazipitation mit Num1:3xHA
im zytoplasmatischen Proteinlysat ist stark erhoht (im Vergleich zu den anderen Co-
Immunprazipitationen). Doch dies wird dadurch relativiert, dass bei den Untersuchungen mit
der zytoplasmatischen Fraktion ebenfalls Peptide in der Kontrolle ohne Fusionsprotein
identifiziert werden konnten (Tabelle 5). Méglicherweise neigt PCNA aufgrund seiner Struktur
zu unspezifischen Bindung in Immunprazipitationsexperimenten.

Die bisher aufgefihrten Proteine konnten auch in anderen Studien in unterschiedlichen
Organsimen mit dem NTC in Verbindung gebracht werden. In der vorliegenden Arbeit
konnten zusatzliche DNA-Reparatur-Proteine identifiziert werden, welche bisher keinen
Bezug zum NTC aufwiesen. Eines dieser weiteren, in Tabelle 5 mit geringen

Gesamtpeptidmengen aufgeflhrtes Protein ist das mogliche U. maydis Homolog von
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Mms19p (E-Wert: 3.8e-32). In Hefe ist dieses Protein unter anderem an der NER (nucleotide
excision repair) beteiligt. Die Deletion von Mms19p fihrt zu einer Abnahme der
Proteinkonzentration der NER Komponente Rad3p, zu einer erhéhten Sensitivitat gegenlber
genotoxischem Stress und zu einer Verlangerung der Telomere (Kou et al., 2008). Es wird
behauptet, dass all diese Auswirkungen auf eine Beteiligung von Mms19p bei der
Biosynthese von Eisensulfit-haltigen Proteinen zurlickzufiihren ist. Viele der durch die
Mms19p Deletion beeintrachtigten Proteine sind wichtig fir den DNA Metabolismus und die
Genomintegritat (Stehling et al., 2012).

Das Rad51 Protein und seine Paraloge sind bekannte Komponenten der DSB (double strand
break) Reparatur Maschinerie. Deren Abwesenheit beglinstigt die Tumorgenese durch
Genominstabilitat (zusammengefasst in Suwaki et al., 2011). Das U. maydis Homolog von
hMSH2 wurde ausschlieBlich nach Prazipitation mit Prp19:3xHA (nicht in Anum1) mit
wenigen Peptiden gefunden und ist als Tumorrepressor bekannt, welcher flir verschiedene
DNA-Reparatur-Vorgange wie TCR (transcription coupled repair) (Mellon et al., 1996),
homologe Rekombination (de Wind et al., 1995) und BER (base excision repair) (Pitsikas et
al., 2007) von grolter Bedeutung ist. Im Menschen ist hSPF27/hBCAS2 ein negativer
Regulator des Tumorrepressors hp53 (Kuo et al., 2009). Dieses hp53 fungiert als
Transkriptionsfaktor, welcher die Expression verschiedenster Gene induziert, welche DNA
Schaden entgegenwirken und Apoptose induzieren konnen (Riley et al., 2008). Fir hp53 ist
in U. maydis kein homologes Protein bekannt. Generell sind manche DNA-
Reparaturmechanismen in U. maydis, im Vergleich zu vielen anderen Eukaryoten (z.B.
Mensch, Hefe), nicht konserviert (Kojic et al., 2002; Kojic et al., 2008). .

Es wird deutlich, dass Num1 und der NTC in vielerlei Hinsicht Einfluss auf DNA-Reparatur-
Mechanismen nehmen. Dementsprechend zeigen Anum1-Stdmme eine erhdhte Sensitivitat
gegeniber UV-Bestrahlung (Kellner et al., 2014). Um die genauen Zusammenhange
zwischen Num1 bzw. NTC und DNA-Reparatur zu untersuchen kénnten weitere
Immunprazipitationen durchgefiihrt werden. Dazu sollten die verwendeten Sporidien kurz vor
ihrer Ernte mit DNA-schadigenden Agenzien behandelt werden um die DNA-
Reparaturmaschinerie maximal zu induzieren. Denn es ist fraglich, wie stark Proteine der

DNA-Reparatur unter idealen Kultivierungsbedingungen exprimiert werden.
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3.5 Num1 und Prp19 interagieren mit Komponenten des Proteinabbaus

Prp19 fungiert als Ubiquitin-Ligase (E3) und es konnte bereits gezeigt werden, dass es mit
der regulatorischen Untereinheit 19S (Sihn et al., 2007) und mit dem katalytischen Kern 20S
(Loscher et al., 2005) des Proteasoms interagiert. In den vorliegenden Ergebnissen konnten
nach massenspektroskopischer Untersuchung der Prp19:3xHA und Num1:3xHA
Immunprazipitationen 11 Proteine der proteasomalen 19S Untereinheit identifiziert werden.
Es wurden hingegen keine Komponenten des 20S Proteasoms gefunden. Das 26S
Proteasom besteht aus den beiden Untereinheiten 19S und 20S (Besche et al., 2009). Die
20S Untereinheit stellt den aktiven Kern des Proteasoms da, wohingegen die 19S
Untereinheit als Verschluss gilt, welcher auch fiir die Beladung des Proteasoms bendtigt
wird. Die 19S Untereinheit kann weiter in Basis und Deckel unterteilt werden (Abbildung 31).
Alle Komponenten der 19S Basis und drei der neun Verschluss-Komponenten wurden mit
Num1:3xHA und Prp19:3xHA co-prazipitiert (Tabelle 6). Die AAA-ATPasen Rpt1 bis Rpt6
bilden als katalytischer Ring den Kern der 19S Basis, welcher flir die Substrat- bzw.
Proteinentfaltung, das Offnen der protealytischen Kammer und die Uberfiilhrung des
Substrats zu den Proteasen des 20S Proteasoms verantwortlich ist (Bar-Nun und Glickman,
2012). Dem 19S Verschluss wird hauptsachlich die Funktion der Deubiquitinierung
zugesprochen. Fir Hefe ist jedoch bekannt, dass Ubp6p, welches mit der Basis interagiert,
auch an der Deubiquitinierung beteiligt ist (Guterman und Glickman, 2004). Dabei wird
Ubp6p wohl nicht fir die Substrat-Deubiquitierung sondern fir die Proteasomzusammenbau
bendtigt, indem es ubiquitinierte Substrate von Proteasomvorldufern entfernt (Sakata et al.,
2011). Das U. maydis Homolog von Ubp6p konnte in unseren Experimenten ausschlieRlich

mit Num1:3xHA co-prazipitiert werden.

RPN3,5-9

11,1213 — Verschluss

19S Untereinheit —
RPN1,2,13

— Basis

26S Proteasom  — 20S Proteasom

al-7 —a-Ring
19S Untereinheit —

B1-7 r B-Ring

Abbildung 31: Schemtischer Aufbau des Proteasoms in Eukaryoten. Das 26S Proteasom besteht aus den
Untereinheiten 19S und 20S. Diese sind jeweils doppelt im Proteasom vertreten. Die regulatorische Untereinheit
198 lasst sich in Basis und Verschluss aufteilen. Die aktive Kernuntereinheit 20S wird in a- und B-Ring unterteilt.
(Abbildung abgeandert nach Murata et al., 2009)
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Zusatzlich konnten Proteine identifiziert werden, die Funktionen in verschiedenen Prozessen
des Protein-vermittelten Proteinabbaus haben (Tabelle 6). Es fallt auf, dass die Mehrheit
dieser Proteine nur bei Immunprazipitation von Num1:3xHA vorzufinden waren. Somit
kénnten diese Proteine zur Aufklarung der NTC-unabhangigen Num1-Funktion beitragen.
Mdoglicherweise handelt es sich hier um eine Spleil’- und Zytoplasmatransport-unabhangige
Funktion von Num1.

Da die beschriebenen Proteasom-Komponenten auch nach der Deletion von num1 mit Prp19
co-prazipitieren kdnnte Num1 nur indirekt Gber Prp19 mit dem Proteasom interagieren. Dies
wirde darauf hindeuten, dass die Prp19 Rolle beim Proteinabbau NTC-gekoppelt aber nicht
NTC-abhangig ist, da auch in Abwesenheit von Num1 die selben Proteasom Komponenten
mit Prp19 interagieren.

Das deubiquitinierende Protein Ubp12 wurde mit relativ hohen Gesamtpeptidmengen
ausschlielich mit Num1:3xHA co-prazipitiert. Ubp12p unterstitzt die Fusion von
Mitochondrien, indem es das Ubiquitinierungsmuster des mitochondrialen Fusionsfaktors
Fzo1 andert (Anton et al., 2013). Dabei verrichtet Ubp12p seine Aufgabe an bzw. in
raumlicher Nahe zu der duReren Mitochondrienmembran. Es scheint mdglich, dass Num1 im
Zytoplasma Einfluss auf die Mitochondrienmorphologie nimmt. Dies ist jedoch
unwahrscheinlich, da die Deletion von num1 keine veranderte Mitochondrienmorphologie zur
Folge hat (Kellner, 2012). Num1 wurde bereits im Hinblick auf seine Interaktion mit Kin1 als
Adaptermolekdl fur verschiedene intrazelluldare Transportprozesse diskutiert (Kellner, 2012).
Somit ware es méglich, dass Num1 z.B. in diesem Fall mit anderen Proteinen transportiert
wird, aber dabei keinen Einfluss auf deren Funktion nimmt.

Zusatzlich zu Prp19 konnte eine weitere E3 Ligase identifiziert werden. Es gibt in U. maydis
zwei Proteine, welche eine hohe Homologie zu einzelnen Proteinbereichen von Tom1p
aufweisen. Beide wurden auch in den massenspektroskopischen Untersuchungen
identifiziert (Tabelle 6). Um03442 weist nur in einem kleinen Teil des Proteins eine starke
Homologie zu Tom1p auf. Die Identitat bei diesen 617 AS betragt 54% (E-Wert: 2.7e-158).
UmO05564 weist keine ahnlich hohe Homologie auf, scheint jedoch Uber die gesamte Lange
des Proteins verteilte homologe Regionen zu besitzen (E-Wert: 8.5e-32). Es fallt auf, dass
nur Um03442 eine HECTc Doméane und nur Um05564 drei DUF Domanen (DUF908,
DUF913, DUF4414) aufweist, welche auch fir Tom1p bekannt sind. Die HECTc Doméane
wurde in der AP Ubiquitin-Ligase entdeckt und ist Teil vieler anderer Ubiquitin-Ligasen
(Zheng, 2003). Somit scheint es mdglich, dass die Tom1p Funktion in U. maydis von zwei
verschiedenen Proteinen gemeinsam ausgefihrt wird. Tom1p ist wichtig fur den Abbau von
Uberschissigen Histonen und scheint flir den Export verschiedenster mRNAs unerlasslich zu
sein (Singh et al., 2009). Die Deletion von tom1p flhrt zu einer Akkumulation des Poly-A-

bindenden Proteins Nap2p an der Kernpore (nuclear porecomplex / NPC) (Duncan et al.,
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2000). Zusatzlich hat Tom1p Einfluss auf den Zellzyklus, indem es Dia2p, welches fir
genomische Stabilitat benétigt wird, in einem Zellzyklus-abhangigen Kontext fir dessen
Abbau markiert (Kim und Koepp, 2012; Kim et al., 2012). Somit kdnnte Tom1 ein Weg sein,
Uber den der NTC Einfluss auf Zellzyklus und den mRNA Export nimmt.

Eine weitere E3 Ligase konnte ausschlieRlich mit Num1:3xHA co-prazipitiert werden. Dabei
handelt es sich um das U. maydis Homolog von Ufd4p (E-Wert: 2.3e-108). Auch hier sind
funktionelle Uberschneidungen zum NTC méglich. In Hefe ist Ufd4p fiir den Abbau des NER
Proteins Rad4p bekannt und beeintrachtigt damit die DNA Reparatur (Ju und Xie, 2006).

E3 Ubiquitin-Ligasen und E2 Ubiquitin-konjugierende Proteine arbeiten bei der Markierung
von durch das Proteasom abzubauender Proteine gemeinsam. Somit war es auch wenig
Uberraschend, dass zwei E2 Ubiquitin-konjugierende Proteine in den HPLC-MS
Experimenten identifiziert wurden (Tabelle 6). Ubc4p und Ubc13p sind wiederum beide an
der Zellzykluskontrolle beteiligt (Loring et al., 2008). Es ist bereits bekannt, dass Cdc5 in
S. pombe und in H. sapiens starken Einfluss auf den Zellzyklus hat (Bernstein und Coughlin,
1998a; Collier et al., 2014; Mu et al., 2014; Ohi et al., 1994a). Auch U. maydis Filamente mit
fehlendem num1 Gen weisen Defekte in der Zellzyklus-Regulation auf (Kellner et al., 2014).
Somit kénnte die direkte oder indirekte Interaktion von Num1 mit Ubc4, Ubc13, Ufd4 und
Tom1 mdgliche Hinweise darauf liefern, wie der NTC oder Num1 im einzelnen Einfluss auf
den Zellzyklus, die DNA Reparatur und den mRNA Export nehmen. Hier ware die
Generierung von Deletionsmutanten hilfreich. In diesen koénnte der Zellzyklus mittels
Durchflusszytometrie (FACS) und der Rrm4 vermittelte mRNA Transport mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden. Dabei waren Uberschneidungen zum
bekannten Anum1 Phanotyp zu erwarten.

Das Proteasom lokalisiert sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma. Somit ist nicht klar ob
das Num1 Protein an dem Proteinabbau im Zytoplasma beteiligt ist, oder ob es nur im
Zellkern, moglicherweise zusammen mit dem NTC, diese Aufgabe erfullt. Es ist aus
verschiedenen Organsimen bekannt, dass Proteasomen hauptsachlich im Zellkern
vorhanden sind (Hugle et al.,, 1983; Kleinschmidt et al., 1983; Tsuchiya et al., 2013; von
Mikecz, 2006). Dabei wurde schon mehrfach berichtet, dass zytoplasmatische Proteine zum
Abbau in den Zellkern transportiert werden (zusammengefasst in Gallagher et al., 2014).
Trotzdem scheint es mindestens in S. cerevisiae auch Proteine zu geben, welche den
gegenlaufigen Weg gehen und vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert werden um von
den dort vorhandenen Proteasomen abgebaut zu werden (Chen und Madura, 2014).

Es bleibt fraglich, warum nur Komponenten der 19S Untereinheit und keine der 20S
Untereinheit identifiziert wurden. Die Erklarung kénnte der Zellkern-Import von Proteasomen
sein, der fir die Zelle ein groRes Problem darstellt. Der Komplex ist in seiner Ganze zu grof}

um an einem Stlick durch die Pore zu passen. Aus diesem Grund wird das Proteasom in
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Vorlauferuntereinheiten (wahrscheinlich 19S und 20S Proteasom) in den Zellkern
transportiert und dort zusammengebaut. Mindestens eine Komponente jeder Untereinheit
besitzt eine NLS, Uber die der Import initiert werden kann. Dieser Import wird von
Importinen/Karyopherinen unterstitzt (Chen et al., 2011; Isono et al., 2007; Lehmann et al.,
2002; Savulescu et al., 2011; Wendler et al., 2004). Es ist jedoch weiterhin unklar, wie genau
der Proteasom-lImport und die Proteasom-Assemblierung in Hefe ablaufen
(zusammengefasst in Enenkel, 2014). Somit kdnnte Num1 und der NTC am Transport der
19S Untereinheit des Proteasoms beteiligt sein. Sowohl Importine/Karyopherine als auch
Teile der Kernpore konnten nach Num1:3xHA Pull-Down identifiziert werden (3.7).

Zusatzlich ware denkbar, dass Num1 selbst ubiquitiniert bzw. deubiquitiniert wird und es
deshalb mit den hier beschriebenen Proteinen interagiert. Durch Ubiquitinierung kann die
Funktion eines Proteins geandert werden. Dies ware im Zusammenhang mit Num1 gut
denkbar weil bereits mehrere Funktionen postuliert wurden. Das einzige deubiquitinierende
Enzym (Ubp12) in den vorliegenden Datensatzen interagiert ausschliefdlich mit Num1. Das
kénnte bedeuten, dass Num1 zum verlassen des NTC ubiquitiniert werden muss (z.B. durch
Prp19). AulRerhalb des NTC kdonnte Num1 dann durch Ubp12 wieder deubiquitiniert werden.
Dies konnte mithilfe von anti-Ubiquitin Antikbrpern untersucht werden. Es sollte zunachst in
Rohzellextrakt die Anwesenheit von ubiquitiniertem Num1 bewiesen werden. Anschlielend
kénnte derselbe Antikdrper Aufschluss Uber eine bestehende Ubiquitinierung von Num1 im
NTC geben. Dafir misste lediglich der NTC wie hier beschrieben mit Prp19 prazipitiert
werden.

Es bleibt zu erwahnen, dass fir alle Identifizierten Komponenten des Proteinabbaus aus
Tabelle 6 mindestens in einer der jeweiligen WT-Kontrollen (ohne HA-Fusionsprotein) auch
passende Peptide identifiziert wurden. Dies ist nicht weiter verwunderlich, da Proteasomen
neben Ribosomen die am haufigsten vorkommenden molekularen Maschinen in der Zelle
sind. Ribosomale Proteine wurden dagegen meist in Kontrolle und IP-Stamm mit ahnlich
hohen Gesamtpeptidmengen identifiziert.

Um zu klaren, ob der NTC und/oder Num1 allein mit dem Proteasom interagiert, sollten in
Zukunft weitere fluoreszenzmikroskopische Experimente durchgefihrt werden, bei denen
eine Komponente der 19S Untereinheit und Num1 mit verschiedenen Fluoreszenztags
versehen werden konnten. Somit liele sich klaren, ob die zytoplasmatische Num1
Lokalisierung in distinkten Foci (Kellner et al., 2014) mit der zytoplasmatischen Lokalisierung
von Proteasomen ubereinstimmt. Proteasomen sind dafir bekannt, in bestimmten Bereichen
in der Nahe des Zellkerns zu akkumulieren und es ist auch bekannt, dass sie in ,stillen”
Zellen als Untereinheiten in Vakuolen, den sogenannten PSGs (proteasome storage
granules), gespeichert werden (Laporte et al., 2008). Der Transport von Proteasomen sollte

gleichzeitig fluoreszenzmikroskopisch in Akin1- und Anum71-Stdmmen in Sporidien und
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Filamenten Uberprift werden. Dies kdnnte klaren, ob Num1 flr den Abbau von Proteinen

durch das Proteasom oder fiir den Transport der 19S Untereinheit verantwortlich ist.

3.6 Num1 als Komponente des mRNA Exports

In S. cerevisiae konnte kirzlich gezeigt werden, dass der NTC flir die Rekrutierung des
TREX Komplexes an die Transkriptionsmaschinerie bendtigt wird. Wie bereits erwahnt wird
dafir hauptsachlich die NTC-Komponente Syf1p bendétigt, welche den TREX Komplex mit
Rbp1p, der gréliten Untereinheit der RNAPII, verbindet (Chanarat et al., 2011). Der TREX
Komplex besteht aus vielen Proteinen und ist zwischen verschiedensten Organismen
konserviert. Er erleichtert die Transkriptions-Elongation, indem er gespleifte und mit einer &’
Kappe versehenen Transkripte bindet und zur Kernpore transportiert (Katahira und Yoneda,
2009; Palazzo et al., 2007).

Syf1 und die meisten Untereinheiten der RNAPII co-prazipitieren mit Num1:3xHA und/oder
Prp19:3xHA (Tabelle 5). Uberraschenderweise wurde Rpb1 jedoch nicht identifiziert. Dies
deutet darauf hin, dass Syf1 den TREX in U. maydis nicht oder auf eine andere Weise mit
der RNAPII koppelt, wie es in Hefe gezeigt werden konnte (Meinel et al., 2013). In U. maydis
fehlen viele bekannte Komponenten des TREX/THO von Mensch und Hefe. Keines der
wenigen Homologen Proteine konnte in den vorliegenden Experimenten identifiziert werden.
Andere Proteine, welche den Zellkern-Export von mRNA in Hefe unterstitzen sind Yralp
und Mex67p. Dabei bindet Yra1p an prozessierte mRNA, welche anschlieRend zur Kernpore
(NPC) transportiert wird. Dort Gbernimmt Mex67p die mRNA und schleust sie tber den NPC
aus dem Zellkern (Zenklusen et al., 2001). Peptide fir Yra1 traten auch in den
Kontrollexperimenten auf und Mex67p konnte nicht identifiziert werden. Mex67p bildet in
Hefe einen mRNA-Export-Komplex mit Mtr2p (Kadowaki et al., 1994a; Kadowaki et al.,
1994b) fir das U. maydis kein Homolog besitzt.

In Metazoen koexistieren unterschiedliche mRNA Exportwege. Einer davon entspricht dem
aus Hefe bekannten Weg und der andere ist von dem Exportin Crm1 abhangig (Natalizio und
Wente, 2013). Auch das putative U. maydis Crm1 Homolog ist jedoch vermutlich nicht mit
dem NTC assoziiert, da in keinem der HPLC-MS Experimente entsprechende Peptide
nachwiesen werden konnten.

Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Verbindung zwischen mRNA Prozessierung via
Spleilen und dem mRNA Export in U. maydis partiell anders verlauft, als dies beispielsweise
fur S. cerevisiae bekannt ist. Es ware moglich, dass der NTC in U. maydis keine wichtige
Rolle bei dem TREX Komplex vermittelten Export von mRNA spielt oder dass dieser
Komplex ganzlich fehlt. Die betreffenden Interaktionen kénnten auch hier transient und/oder

schwach sein, weshalb die mit der angewandten Methode nur schwer zu identifizieren
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waren. Deshalb ist nicht ausgeschlossen, dass Num1 als Chaperon bzw. Adapter den mRNA

Export und die mMRNP Zusammensetzung stabilisiert.

3.7 Num1 und die Kernpore (NPC)

In 3.5 wurde bereits erwahnt, dass die Deletion der E3 Ubiquitinligase Tom1p zu einer
Akkumulation von mRNA an der Kernpore fihrt. Zusatzlich wurde beschrieben, wie die
MRNA nach ihrer Prozessierung aus dem Zellkern transportiert wird und dass dieser
Transport durch die Kernpore erfolgt. Unabhangig davon, welche Rolle das Num1 Protein im
Zytoplasma spielt, ist es sehr wahrscheinlich, dass es den Zellkern lber die Kernpore (NPC)
verlasst. In den vorliegenden Untersuchungen war es moglich, mehrere Komponenten des
NPC (nuclear pore complex) gemeinsam mit Prp19:3xHA und Num1:3xHA zu prazipitieren
(Tabelle 7). Dabei stellten Nup192 und Nic96 die Komponenten mit der hoéchsten
Gesamtpeptidmenge da. Nup192p ist die grélite Untereinheit des NPC in Hefe und ist mit
Nic96p verbunden. Obwohl der NPC, wie bereits erwahnt, essentiell fir den mRNA Export
ist, fuhrt die Deletion von nup192p zu keinen Einschrankungen dieses Exports (Kosova et
al., 1999). Nup192p und Nic96p sind Teile des ANC (adaptor nucleoporin complex), welcher
an die integralen Membranelemente des NPC gekoppelt ist (Hoelz et al., 2011).

Zusatzlich wurden in den vorliegenden Studien die NPC Komponenten Nup133, Nup84 und
Sec13 mit geringen Gesamtpeptidmengen identifiziert. In Hefe wurde gezeigt, dass Nup84p,
Nup133p und Sec13p Teile des Nup84-Komplexes sind. Von diesem wird vermutet, dass er
sich nahe an der Porenmembran befindet und dort fir eine Krimmung der Membran sorgt.
Ahnliche Funktionen werden den COPI-, COPII- und Clathrin-Manteln zugesprochen (Devos
et al., 2004; Rout et al., 2000). Es wurde bereits postuliert, dass der Nup84-Komplex einen
Ring um die APC-Ringstruktur bildet, welcher den eigentlichen Kanal in der Mitte des NPC
einschliel3t (Debler et al., 2010).

Weitere Anhaltspunkte fur die Involvierung des NTC oder von NTC-Komponenten an
Import/Export Prozessen an der Kernpore wird durch die Identifikation von Karyopherinen
geliefert. Kap114 und Kap104 wurden ausschlieRlich mit Num1:3xHA co-prazipitiert (Tabelle
7), was auf eine NTC unabhangige Beteiligung am Kernimport schlieBen lasst. Kap104p ist
in Hefe dafir bekannt, mRNA bindende Proteine wie Nab2p und Hrp1p in den Zellkern zu
importieren bzw. zu reimportieren (Lee und Aitchison, 1999). Kap114p ist dagegen fir den
Import von Histonen und Histon-assoziierten Proteinen verantwortlich (Hodges et al., 2005;
Morehouse et al., 1999; Mosammaparast et al., 2002). Der Kap114p Proteingehalt in Hefe
nimmt bei replikativem Stress zu (Tkach et al., 2012). Fir andere Proteine der
Karyopherin/Importin-Familie wie Pse1p, Kap123p und Sxm1p konnte bereits ein Einfluss

auf den mRNA Export in Hefe gezeigt werden (Seedorf und Silver, 1997). Somit unterstlitzen
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diese Ergebnisse die Theorie, dass Num1 mdglicherweise mit dem NTC zur Kernpore
transportiert wird, wo Num1 dann den NTC verlasst und Gber den NPC durch die Kernpore
transloziert wird. Anschlie®end ist auch der Reimport von Num1 mithilfe von Proteinen der
Importin/Karyopherin-Familie mdglich. Es gibt Anhaltpunkte daflir, dass Num1 und der NTC
dabei am mRNA-Export beteiligt sind. Dies kann durch die vorliegenden Ergebnisse jedoch

nicht endgtiltig bewiesen werden.

3.8 Die zytoplasmatische Funktion von Num1

Es wurde bereits erwahnt, dass Num1 neben seiner Zellkern-Lokalisierung auch in kleinen
Foci im Zytoplasma beobachtet werden konnte. Das in 1.8 beschriebene Modell erklart diese
Lokalisierung mit der Interaktion von Num1 mit Kin1 und einer mdglichen Beteiligung an
MRNA Transportprozessen. Die Deletion von num1 nimmt zusatzlich Einfluss auf die
Zellmorphologie und die Polaritdt. Es bleibt jedoch offen, ob diese Effekte Folgen der
beeintrachtigten Spleil3-Effizienz sind oder ob sie auf eine direkte Involvierung von Num1 bei
den entsprechenden Transportprozessen zurlckzufiihren ist. In der vorliegenden Arbeit
sollten neue Anhaltpunkte gefunden werden, die das postulierte Modell unterstlitzen oder
wiederlegen.

Wie in (Tabelle 7) zu sehen ist, wurde in den Immunprazipitationen Kin1 gemeinsam mit
Num1:3xHA co-prazipitiert. Nach der Prazipitation mit Prp19:3xHA konnten jedoch keine zu
Kin1 passenden Peptide identifiziert werden. Auch dies deutet darauf hin, dass Num1 NTC
unabhangige Funktionen bei intrazellularen Transportprozessen austibt. Es ist bekannt, dass
Kin1 als Motorprotein an Mikrotubuli bindet und sich auf ihnen fortbewegt. Die vorliegenden
Immunprazipitationsexperimente flihrten zur Identifizierung von Zytoskelettbestandteilen und
Proteinen zur Zytoskelett-Assemblierung. In diesem Kontext sind Sla2, Sac6, Act1, Arp2,
Tub1 und zwei mdgliche Homologe von Tub2p zu nennen (Tabelle 7). Das Zytoskelett in
Pilzen besteht ausschlief3lich aus Mikrotubuli und Aktinfilamenten. Mit Tub1, Tub2 und Act1
konnten die Hauptbestandteile dieser Filamente mit Num1 und/oder Prp19 co-prazipitiert
werden. Tub1 und Tub2 sind zwei der am haufigsten vorkommenden Proteine in jedem
Organismus. Somit ist es wenig verwunderlich, dass diese auch in der Kontrolle co-
prazipitiert wurden. Trotzdem sind die Gesamtpeptidmengen nach der Co-Prazipitation mit
Num1:3xHA und Prp19:3xHA mindestens drei mal hoher, sodass eine echte Interaktion mit
Num1 bzw. Prp19 nicht ausgeschlossen werden kann.

Im Gegensatz zu Tub1 und Tub2 wurde Actin (Act1) exklusiv mit Num1 co-prazipitiert. Das
Gleiche gilt fur das Sac6 und das Sla2 Protein. Sac6p ist in Hefe fir die Bindelung von
Aktin-Filamenten verantwortlich (Adams et al, 1989). Das Sla2p Protein ist an der

membranstandigen Zytoskelett-Assemblierung beteiligt und es hilft bei der Zell-Polarisierung.
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Gleichzeitig dient es als Adapter, welcher Aktin mit Clathrin und der Clathrin-vermittelten
Endozytose verbindet. Zusatzlich ist bekannt, dass Sla2p bei den kortikal gelegenen Aktin-
Filamenten der entstehenden Tochterzelle lokalisiert (Holtzman et al., 1993; Pruyne und
Bretscher, 2000; Yang et al., 1999). Auch Arp2p, als Teil des Arp2/3 Komplexes, wird fir die
Motilitat und Integritat von Aktin Filamenten bendtigt und hat zusatzlichen Einfluss auf die
Endozytose, das Membran-Wachstum und -Polaritat (Machesky und Gould, 1999; Winter et
al., 1997). Wie alle anderen Aktin-assoziierten Proteine, wurde auch Arp2 ausschlief3lich mit
Num1-3xHA co-prazipitiert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Num1 NTC-
unabhangig auf bisher unbekannte Weise mit Aktin Filamenten interagiert. Zusammen mit
der Interaktion mit Kin1 und dem Verlust des Dynein Transports nach der num1 Deletion
kénnte dies erklaren, warum die Zellpolaritat nach der Deletion von num1 gestort wird. Es
muss jedoch erwahnt werden, dass bisher keine Co-Lokalisierung von Num1 mit Aktin
maoglich war.

Neben seiner Funktion im NPC (3.7) ist das Sec13 Protein auch Teil der COPII-Hulle von
ER-Golgi Vesikeln. Dabei ist Sec13 bei weitem nicht das einzige Sec (secretory) Protein,
welches in den HPLC-MS-Studien identifiziert wurde (Tabelle 7). Sec31, Sec23 und Sec24
sind auch bekannte Komponenten der COPII-Hille. COPII umhillte Vesikel verlassen das
ER und werden anschlielend hauptsachlich zum Golgi-Apparat transportiert (Szul und Sztul,
2011). Zusatzlich zu COPII Hullen gibt es auch die sogenannten COPI Hullen, welche als
Teil von retrograd und anterograd transportierten Vesikeln diskutiert werden (Szul und Sztul,
2011). Die COPI Komponenten Copl, Sec21, Sec26 und Sec27 co-prazipitierten in den
Untersuchungen mit Num1 und Prp19.

Sec18 co-prazipitierte ausschlieSlich mit Num1:3xHA und fungiert in Hefe als Demontage-
Chaperon von AAA ATPasen und SNAREs beim ER/Golgi Transport von Vesikeln (Hong,
2005; Ungermann et al., 1998). Auch die Rab/GTPase Sec4 wurde nur nach Prazipitation mit
Num1:3xHA nachgewiesen. Sec4p ist wichtig flir den Transport vom Golgi-Apparat zum
Exozyst und ist an weiteren Prozessen wie Autophagie und Endozytose beteiligt (Geng et
al., 2010; Guo et al., 1999; Novick et al., 2006). Die anderen zwei Sec-Proteine, welche
ausschlief3lich nach Prazipitation von Num1:3xHA gefunden wurden sind Sec61 und Sec63.
Beide sind Teile von Proteinkomplexen, welche fiir den Proteinimport ins ER gebraucht
werden (Rapoport, 1992).

Alle aufgefiuihrten Sec-Proteine sind an der Entstehung und dem Transport von Vesikeln
beteiligt. Dies deutet auf eine mdgliche Num1 Funktion als Vesikel-assoziiertes Protein hin.
Dabei kénnte Num1 die Vesikelhillen stabilisieren oder sie mit anderen transportierten
Proteinen verbinden.

Des Weiteren wurde die schwere Kette von Clathrin (Chc1) und die AP-1 Komplex
Komponenten Aps1, Apl4 und Apm1 in den HPLC-MS Studien identifiziert (Tabelle 7).
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Clathrine und der AP-1 Komplex sind an der Entstehung und dem Transport von Endosomen
und frihen Endosomen (EEs) beteiligt (Nakayama et al., 1991; Stepp et al., 1995).

Fur U. maydis konnte bereits gezeigt werden, dass die Deletion von num1 zu einer
Beeintrachtigung der EE Motilitdt und zu einer defekten Zellpolaritat fihrt (Kellner et al.,
2014). Dies wurde bisher hauptsachlich mit der Interaktion zwischen Num1 und Kin1 erklart.
Dabei werden Endosomen nach der Deletion von num1 moglicherweise aufgrund der
gestorten Dynein Aktivitat nicht mehr transportiert. Es ware jedoch auch méglich, dass Num1
als Chaperon/Adapter die Vesikel-Hullen mit anderen Transportkomponenten verbindet. Die
beschriebenen Anum71-Phanotypen koénnten teilweise durch die hier prasentierten
Interaktionen mit Proteinen der EE Hiille und anderer Vesikeltransport-Komponenten erklart
werden.

Andere Proteine, welche zusatzlichen Aufschluss Uber die Num1 Funktion im Zytoplasma
liefern kdnnten und in unseren Experimenten als direkte oder indirekte Interaktionpartner von
Num1 identifiziert wurden sind die Septine Cdc12 und Cdc11. Die homologen Proteine in
Hefe sind an der Wahl der korrekten Sprossseite, der Morphogenese und der Zytokinese
beteiligt (Carroll et al., 1998; Cid et al., 1998; Madden und Snyder, 1998) und kdénnten somit

auch fur das polare Wachstum in U. maydis von Bedeutung sein.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass es viele Anhaltspunkte fir eine
Involvierung des NTC, aber vor allem von Num1 in verschiedensten zellularen
Transportprozessen gibt. Zusatzlich wurden Proteine identifiziert, welche einen Transport
von mMRNA bzw. mRNPs durch Num1 und den NTC mdglich machen. Es kann jedoch nur mit
hoher Sicherheit behauptet werden, dass Num1 ohne andere NTC-Komponenten den
Zellkern Uber die Kernpore verlasst. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die den Grund
dieses Exports erklaren wirden. Einerseits kann Num1 wie erwahnt am mRNA Export
beteiligt sein und zum anderen koénnte Num1 fir den Export/Import von bestimmten
ubiquitinierten Proteinen und Teilen des Proteasoms verantwortlich sein. Auch eine
Uberschneidende Funktion schlie3t sich keinesfalls aus.

Mit der Identifizierung von verschiedensten Proteinen, welche am Vesikeltransport (Sec-
Proteine) und der Zytoskelettassemblierung beteiligt sind, erhalten wir Argumente daflr,
dass die Auswirkungen der num1 Deletion auf den Endosomentransport und das polarisierte
Wachstum nicht ausschlieBlich durch die bekannte Num1 Funktion im Splei3-assoziierten
NTC hervorgerufen wird.

Wichtige Folgeexperimente bestiinden zunachst in der Verifizierung einzelner
Proteininteraktionen mit Num1. Ein Versuch zur Bestatigung der Interaktion zwischen
Nup192 und Num1 war moglicherweise aufgrund der GréRe des Nup192 Proteins und

dessen Lokalisierung in der Kernmembran nicht mdglich (6.2). Auch die Interaktion mit
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Importern und Exportern an der Zellpore sollte mit weiteren Methoden, wie Co-IP oder Hefe-
Zwei-Hybrid, naher Untersucht werden. Die genauere Untersuchung der Num1-Lokalisierung
im Zytoplasma mit hochauflésenden Mikroskopiemethoden kénnte in Zukunft die in dieser
Arbeit gewonnen Erkenntnisse stlitzen. Bisher war es beispielsweise nicht mdoglich, Num1
mit Aktin oder Mikrotubuli zu co-lokalisieren. Auf ahnliche Weise kdnnte auch der Transport
einzelner mRNA Molekile verfolgt und der Einfluss der num1 Deletion auf diese

Transportprozesse aufgeklart werden.

3.9 Die Funktionen des Num1 Proteins in U. maydis

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Ergebnisse genauere Einblicke in die Num1
Funktion zu. Es war bereits bekannt, dass Num1 mit Komponenten des NTC interagiert und
dass die Deletion von num1 zu einer global herabgesetzten Spleil3-Effizienz flhrt. Ferner war
bekannt, dass Num1 mit dem zytoplasmatisch lokalisierten Kin1 Motorprotein interagiert.
Zusatzlich sind verschiedene Transportprozesse wie mRNA Transport und Endosomen
Motilitat in Abwesenheit von Num1 gestort (Kellner et al., 2014). Dabei konnte bisher nicht
geklart werden, ob das aberrante Hyphenwachstum und die Polaritatsdefekte in der
Deletionsmutante indirekt durch Beeintrachtigung der Splei3-Effizienz verursacht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Num1 ein integraler Bestandteil des NTCs ist
und dass die Deletion von Num1 zu einer nahezu vollstandigen Dissoziation des selbigen
fuhrt. Dies erklart die abnehmende Spleil3-Effizienz in Abwesenheit von Num1. Ferner
konnten neue Hinweise gesammelt werden, die belegen kdnnten wie Num1 den Zellkern
verlasst und was seine Funktion innerhalb des Zytoplasmas ist.

Um die wichtigsten Ergebnisse zusammenzufassen wurde ein Modell der bekannten und
postulierten Num1 Funktionen erstellt. Dabei ist zu beachten, dass es sich hier groRtenteils

um Vermutungen handelt, welche noch bewiesen werden missen.
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der verschiedenen Num1 Funktionen.

Das Num1 Protein ist Teil des NTC im Zellkern. Dabei stabilisiert Num1 den Komplex als Di-
oder Multimer. Auch die Kernkomponenten Cef1, Prl1 und Prp19 sind mdglicherweise mehr
als einmal in dem Komplex vertreten. Als Teil des NTC hat Num1 Einfluss auf DNA-
Reparatur bzw. -Instandhaltung, Zellzykluskontrolle und Splei3-Effizienz bzw. -Genauigkeit.
Nach der mRNA-Prozessierung dissoziiert das Spleillosom und damit auch Teile des NTC.
Num1 interagiert Gber Komponenten des SplieRosoms mit reifer mMRNA und wird mit mRNA
bindenden Proteinen zur Kernpore transportiert. Hier dissoziieren die letzten Reste des NTC
von Num1, welches den Zellkern anschlieliend als stabilisierendes Chaparon mit mRNPs
Uber die Kernpore verlasst. Im Zytoplasma ist Num1 in verschiedensten Transportprozessen
involviert und interagiert direkt nach dem Austritt aus der Kernpore mit Kin1. Num1
interagiert im Zytoplasma mit Endosomen, COPI und COPII Vesikeln. Dies deutet auf eine

Involvierung in Transportprozessen wie dem ER/Golgi Transport, dem Golgi/ER Transport,
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der Endocytose und der Exozytose hin. Dabei lokalisiert Num1 nicht nur an Mikrotubuli,
sondern auch an apikal gelegenen Aktinfilamenten.

Der Import bzw. Reimport von Num1 in den Zellkern erfolgt wie bei den meisten importierten
Proteinen mithilfe von Karyopherinen.

Zusatzlich ist Num1, teilweise zusammen mit Prp19 an der Ubiquitinierung und dem Abbau
von Proteinen beteiligt. Die Protein Degradierung findet hauptsachlich im Zellkern und nur in
geringem Male im Zytoplasma statt. Num1 ist auch an der Assemblierung von Zellkern-
Proteasomen beteiligt, indem es als Shuttle-Chaperon eine Funktion bei dem Import der 19S

Untereinheit in den Zellkern erfiillt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das Num1 Protein Teil des NTC in U. maydis ist. Dabei
ist die Zusammensetzung des NTC sehr ahnlich zu denen aus Mensch und Hefe. Num1
stabilisiert den NTC und die Deletion von num1 fihrt somit zur Dissoziation des Komplexes.
Desweiteren erflllt Num1 zusatzliche Aufgaben im Zytoplasma, nachdem es tber den NTC
aus dem Kern exportiert wurde. Alle diese Funktionen machen eine Adapter- bzw.

Chaperon- Funktion von Num1 wahrscheinlich.

Es bleibt fraglich warum in Hefe solch ein wichtiger Adapter nicht vorkommt. Hefe wachst
nicht filamentos, weshalb auch der Langstreckentransport in diesem Pilz wenig ausgepragt
ist. Beim Wachstum als Sporidie sind auch in U. maydis keine morphologischen
Auswirkungen der num1 Deletion zu beobachten. Dies deutet darauf hin, dass Num1
hauptsachlich beim Langstreckentransport und dem damit verbundenen polaren Wachstum
bendtig wird. Es ist auch mdglich, dass Snt309p die NTC-unabhéngigen Funktionen des

Num1 Proteins in Hefe erfillt.
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4 Material und Methoden

4.1 Material und Bezugsquellen

4.1.1 Escherichia coli-Stamm

Fur alle vorgenommenen Klonierungen wurde der Stamm TOP10 (Invitrogen) verwendet, ein
Derivat von E. coli DH10B mit den folgenden genetischen Markern: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrR) endA1 A-.Die Nomenklatur von E. coli-Stammen richtet sich nach (Demerec et al.,
1966).

4.1.2 Saccharomyces cerevisiae-Stamm

Fir das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde der Stamm AH109 verwendet. Der Stamm hat den
Genotyp MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1UAS-
GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ (James
et al., 1996).

4.1.3 Ustilago maydis-Stamme

Tabelle 8: Ausgangsstamme

Stamm  Genotyp Resistenz Referenz

AB31 a2, Pugi:bET, PygiibW2 Phleo® (Z%r;f)hma“” etal,
UNK108 a2, Pugs:bE1, Pogi:bW2, Anum1::hyg~ Phleo®, Hyg®  (Kellner, 2012)
UNK64 is, Perg1:bE1, Perg1:bW2, num1:tap:eGFP, Phleo® nat® (Kellner, 2012)
UNK174 @2, Poyi:bE1, Pogi:bW2, Akin1::hyg® Phleo®, Hyg®  (Kellner, 2012)

Tabelle 9: In der Arbeit hergestellte Stamme

Stamm Ausmsstamm Genotyp Resistenzen
USH7 AB31 a2, Pgq1:bE1, Pq1:bW2, cef1:3xegfp, nat* ClonNat/Phleo
USH8 AB31 a2, Pgq1:bE1, Peg1:bW2, cef1:3xegfp, nat”® ClonNat/Phleo
USH9 AB31 a2, Pgq1:bE1, Pq1:bW2, cef1:3xegfp, nat”® ClonNat/Phleo
USH10 AB31 a2, Pegr:bE1, Pog1:bW2, prp19:3xHA, cbx®  cbx/Phleo
USH11 AB31 a2, Pg1:bE1, Perg1:bW2, prp19:3xHA, cbx®  cbx/Phleo
USH12 AB31 a2, Pegr:bE1, Pog1:bW2, prp19:3xHA, cbx™  cbx/Phleo

USH13  UNK108 a2, Peq1:bET, P?g:bWZ, Anum1::hyg",

prp19:3xHA, cb cbx/Hyg/Phleo
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USH14 UNK108

USH15 UNK108

USH16 AB31
USH17 AB31
USH18 AB31
USH19 AB31
USH20 AB31
USH21 AB31
USH22 AB31
USH23 AB31
USH24 AB31

USH25 UNK108
USH26 UNK108
USH27 UNK108

USH28 UNK108

USH29 AB31
USH30 AB31
USH31 AB31

USH32 UNK108
USH33 UNK108
USH34 UNK108
USH35 AB31

USH36 AB31

USH37 AB31

USH38 UNK108
USH39 UNK108
USH40 UNK108
USH41 UNKG64
USH42 UNKG64
USH43 UNKG64
USH44 USH12
USH45 USH12
USH46 USH12
USH47 USH13

USH48 USH13

a2, Poyg1:bE1, Pogr:bW2,

prp19:3xHA, cb
a2, Pyq1:bE1, Py
prp19:3xHA, cb)ﬁ

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

cef1:3xHA, cbx™

a2, Poygi:bE1, Pygr:bW2,

cef1:3xHA, cbx™

a2, Pogi:bE1, Pygr:bW2,

cef1:3xHA, cbx™

a2, Poygi:bE1, Pygr:bW2,

cef1:3xHA, cbx™

a2, Puqi:bE1, Pogr:bW2,
a2, Purqi:bE1, Pogr:bW2,
a2, Purqi:bE1, Pogr:bW2,
a2, Purqi:bE1, Pogr:bW2,

cefl:tap:egfp, cbx”

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

cefl:tap:egfp, cbx”

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

cefl:tap:egfp, cbx”

a2, Poq1:bE1, Pgg1:bW2,

na

a2, Poq1:bE1, Peg1:bW2,

na

a2, Peq1:bE1, Pgrq1:bW2,

na

a2, Poq1:bE1, Perg1:bW2,

prp19:tap:egfp, cbx®

a2, Peq1:bE1, Pgrqr1:bW2,

prp19:tap:egfp, cbx®

a2, Poq1:bE1, Peg1:bW2,

prp19:tap:egfp, cbx®

a2, Poq1:bE1, Peg1:bW2,

nat® kin1:3xHA, cbx®

a2, Poq1:bE1, Pgg1:bW2,

nat® kin1:3xHA, cbx?

a2, Peq1:bE1, Pgrq1:bW2,

nat® kin1:3xHA, cbx®

a2, Pyq1:bE1, Peqg1:bW2,

cef1:3xmyc, na

a2, Peqg1:bE1, Pegr:bW2,

cef1:3xmyc, na

a2, Pogi:bE1, PogrbW2,

cef1:3xmyc, na
a2, Pyq1:bE1, P

bW,

cr 1.'bW2,
prp19:3xHA, cb)f%, cef1:3xmyc, na
a2, Peg1:bE1, Pgrg1:bW2,
prp19:3xHA, cb)ﬁ, cef1:3xmyc, na

Anum1::hyg”,
Anum1::hyg",
cef1:tap:egfp, nat™
cef1:tap:egfp, nat™
cef1:tap:egfp, nat”™
cef1:3xHA, cbx”
cef1:3xHA, cbx”
cef1:3xHA, cbx”
cef1:3xHA, cbx”
cef1:3xHA, cbx”
cef1:3xHA, cbx”
Anum1::hyg",
Anum1::hyg”,
Anum1::hyg",
Anum1::hyg”,
cef1:tap:egfp, nat”™
cef1:tap:egfp, nat™
cef1:tap:egfp, nat”
Anum1::hyg”,
Anum1::hyg",
Anum1::hyg”,
prp19:tap:egfp,
prp19:tap:egfp,
prp19:tap:egfp,
Anum1::hyg”,
Anum1::hyg",
Anum1::hyg”,
num1:tap:egfp,
num1:tap:egfp,
num1:tap:egfp,
prp19:3xHA, cbx”,
prp19:3xHA, cbx”,
prp19:3xHA, cbx”,

R
s

Anum1 h[),/?g

R
;

Anum1 h[),/?g

cbx/Hyg/Phleo

cbx/Hyg/Phleo

ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
cbx/Phleo
cbx/Phleo
cbx/Phleo
cbx/Phleo
cbx/Phleo
cbx/Phleo

cbx/Hyg/Phleo
cbx/Hyg/Phleo
cbx/Hyg/Phleo

cbx/Hyg/Phleo

ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo

cbx/Hyg/Phleo
cbx/Hyg/Phleo
cbx/Hyg/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo

cbx/ClonNat/Phleo

cbx/ClonNat/Phleo/

Hyg
cbx/ClonNat/Phleo/

Hyg
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USH49

USH50

USH51

USH52

USH53

USH54

USH55

USH56

USH57

USH58

USH59

USHG60

USH61

USH62

USHG63
USH64
USHG65
USHG66
USHG67
USHG68
USH69
USH70
USHT71
USH72
USH73
USH74

USH75

USH76

USH77

USH78

USH79

USH80

USH81

USH82

USH13

USH12

USH12

USH12

USH13

USH12

USH12

USH12

USH13

USH13

USH13

UNK108

UNK108

UNK108

AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31
AB31

USH72

USH73

UNK174

UNK174

UNK174

AB31

USH72

USH72

a2, Peq1:bET, PiﬁﬁbWZ'

prp19:3xHA, cb

syf1:3xmyec, nat”

a2, Pog1:bE1, Pogr:bW2,

syf1:3xmyc, na

a2, Poygi:bE1, PogrbW2,

syf1:3xmyc, na

a2, Peg1:bE1, Perg1:bW2,

R
s

Anum1 h[),/?g

cef1:3xmyc, na
a2, Pgq1:bE1, Pg1:bW2, prp19:3xHA, chx”,

prp19:3xHA, cbx”,

prp19:3xHA, cbx”™,

Anum1::hyg",

crgi-
prp19:3xHA, cb)f%, syf1:3xmyc, nat”

a2, Pgq1:bE1, Pgg1:bW2, prp19:3xHA, chx”,

prl1:3xmyc, na

a2, Pogi:bE1, Pygr:bW2,

prl1:3xmyc, na

a2, Pgg1:bE1, Pgg1:bW2, prp19:3xHA, cbx,

prl1:3xmyc, na

a2, Peg1:bE1, Perg1:bW2,

prp19:3xHA, cbx”,

Anum1::hyg",

crgi-
prp19:3xHA, cb)f%, prl1:3xmyc, na

a2, P.q1:bE1, P,

:bw2,

Anum1::hyg”,

Cr
prp19:3xHA, cb)ﬁ, prl1:3xmyc, na

a2, Peg1:bE1, Perg1:bW2,

Anum1::hyg",

crgi-
prp19:3xHA, cb)f%, prl1:3xmyc, na

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

65:na

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

65:Na

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

65:na

a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Perg1:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,
a2, Peg1:bE1, Pergr:bW2,

nup192:3xmyc, nat®

a2, Poq1:bE1, Pgg1:bW2,

nup192:3xmyc, nat®

a2, Poq1:bE1, Perg1:bW2,

cefl:egfp, nat®

a2, Poq1:bE1, Perg1:bW2,

cefl:egfp, na

a2, Peq1:bE1, Perqr1:bW2,

cefl:egfp, na

a2, Poq1:bE1, Pgg1:bW2,

na

Anum1::num1.
Anum1::num14.
Anum1::num1.

cef1:3xmyc, nat®
cef1:3xmyc, nat®
cef1:3xmyc, nat®
syf1:3xmyc, nat®
syf1:3xmyc, nat®
syf1:3xmyc, nat®
prl1:3xmyc, nat”
prl1:3xmyc, nat”
prl1:3xmyc, nat”
num1:3xHA, hyg
num1:3xHA, hyg
num1:3xHA, hyg

R
R
R
R

num1:3xHA, hyg",

num1:3xHA, hyg",

Akin1::hyg",
Akin1::hyg",
Akin1::hyg",

nup192:3xmyc,

a2, Pcrg1: bE1, Pcrg1:bW2, ipR, p123
Pnum1:num1:3xeGFP, ipS, num1:3xHA,

hygR

a2, Pcrg1: bE1, Pcrg1:bW2, ipR, p123
Pnum1:num1:3xeGFP, ipS, num1:3xHA,

hygR

cbx/ClonNat/Phleo/
Hyg

cbx/ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo

cbx/ClonNat/Phleo

cbx/ClonNat/Phleo/
Hyg

cbx/ClonNat/Phleo
cbx/ClonNat/Phleo

cbx/ClonNat/Phleo

cbx/ClonNat/Phleo/

Hyg
cbx/ClonNat/Phleo/

Hyg
cbx/ClonNat/Phleo/

Hyg
Phleo/ClonNat

Phleo/ClonNat

Phleo/ClonNat

Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Phleo/ClonNat
Hyg/Phleo

Hyg/Phleo

Hyg/Phleo

Hyg/Phleo/ClonNat
Hyg/Phleo/ClonNat
Hyg/Phleo/ClonNat
Hyg/Phleo/ClonNat
Hyg/Phleo/ClonNat

Phleo/ClonNat

cbx/Phleo/Hyg

cbx/Phleo/Hyg
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a2, Pcrg1: bE1, Pcrg1:bW2, ipR, p123

USH83 USH72 Pnum1:num1:3xeGFP, ipS, num1:3xHA, cbx/Phleo/Hyg
hygR
a2, Pcrg1: bE1, Pcrg1:bW2, ipR, p123

USH84 USH72 Pnum1:num1:3xeGFP, ipS, num1:3xHA, cbx/Phleo/Hyg
hygR

a, b - Paarungstyp-Loci, mfa2 - Pheromon-Gen, E1, W2 - Gene des b-Paarungstyp-Locus,Promotor, Pnar1 —
konditionaler Nitrat-Reduktase Promotor (Banks et al, 1993), Pcg1 — konditionaler Arabinose-induzierbarer
Promotor (Bottin et al., 1996), :: - homologer Austausch, : - Fusion, PhleoR — Phleomycin-Resistenz, CbxR —
Carboxin-Resistenz, HygR — Hygromycin- Resistenz, NatR — Nourseothricin-Resistenz.

4.1.4 Verwendete Kits

In dieser Arbeit wurden die Kits JETSORB (Genomed) zur Isolierung von DNAFragmenten
aus Agarosegelen, TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) zur Klonierung von DNA-Fragmenten,
Qiaprep Miniprep Kit, Qiagen Plasmid Midi Kit, Roth Roti-Prep Plasmid MINI Kit und
Invitrogen PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli,
DIG High-Prime Kit (Roche) zur Herstellung DIG-markierter Sonden fliir den Southern- Blot
sowie Quiaquick PCR Purification Kit (Quiagen) zur Aufreinigung von Plasmiden vor der
Sequenzierung verwendet. Proteinkonzentrationen wurden mit Pierce BCS Protein Assay Kit
gemessen. Das MesaGreen gPCR MasterMix for SYBR Assay Kit (Eurogentech) wurde fiir
gRT-PCR Analysen verwendet. Das ProtoScript AMV First Strand cDNA Synthesis Kit (NEB)
und das SuperScript Il Kit (Invitrogen) wurden fir die Erststrang cDNA Synthese bei der
reversen Transkription von mRNA verwendet. Das TurboDNase Kit (Ambion) wurde fiir die

Aufreinigung von RNA fir qRT-PCR Analysen verwendet.

4.1.5 Enzyme, Proteine und Antikoérper

Tabelle 10: In dieser Arbeit verwendete Enzyme, Proteine und Antikorper

Name Bezugsquelle
Albumin (aus Rinderserum) Sigma, New England Biolabs
Antarctic Phosphatase New England Biolabs
é;gs?)lﬁst);lgsmn, konjugiert mit alkalischer Roche

Anti HA Antikérper (aus Maus) Sigma-Aldrich

Anti c-myc Antikérper (aus Maus) Sigma-Aldrich

Anti Histon H3 Antikorper Sigma-Aldrich

Anti GFP Antikérper Sigma-Aldrich
Anti-Hase-HRP-Antikdrper Promega
Anti-Maus-HRP-Antikorper Promega

Anti c-myc Agarose Sigma-Aldrich
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Anti HA Agarose Sigma-Aldrich
TEV-Protease Invitrogen

Lysozym (aus Huhrerei) Boehringer
HA-Peptide Sigma-Aldrich
Novozym 234 Novo Nordisc

Lysing enzyme Sigma-Aldrich
Phusion DNA Polymerase New England Biolabs
Q5 DNA Polymerase New England Biolabs
Quick DNA-Ligase New England Biolabs
Restriktionsenzyme New England Biolabs
RibonukleaseA (aus Rinderpankreas) Boehringer

T4 DNA-Ligase New England Biolabs
T4 DNA-Polymerase New England Biolabs
Tag DNA Polymerase A. Brachmann und G. Weinzierl

Bei der Auftrennung von Proteinen in SDS-haltigen Polyacrylamid-Gelen wurde der

Pageruler prestained Proteinmarker (Fermentas/Thermo) verwendet:

kDa
—~170 -
—-~130-
—~100 -
— ~70 —| .
— ~5§ —
—lj) =
| S
Wy | e

—"“'15—‘ —

Gel T Blot

Pageruler prestained Protein Marker

4.1.6 Nukleinsduren

Fur die Herstellung von CM-Medium (siehe 5.1.10) wurde Herings-Sperma DNA (Sigma)
verwendet. Flr die Transformation von S. cerevisiae (siehe 5.2.11) wurde Lachs-Sperma
DNA (Invitrogen) als Trager-DNA verwendet. Als DNA-GroéRenstandard flr die Agarose-

Gelelektrophorese wurde ein GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas/Thermo) verwendet:
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Im Text verwendete GroéRRenangaben in kb geben annahernde, lber Restriktionsverdau
ermittelte FragmentgroBen wider. GroRenangaben in bp werden in der Regel nur fir

sequenzierte Fragmente oder solche, deren Grolie eindeutig bekannt ist, verwendet.

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Nukleotidsequenz (5’°a3’)

10027fu_LBse_new
10027_RBas_new
04411fu_LBse_new
04411_RBas_new
Num1_Cte_fu_shrt
Prl1_fu LB _as
Prl1_fu RB_as

Syf1 _fu LB se

Syf1 _fu LB as
Syf1_fu_RB_se
Syf1_fu RB_as
Prl1_fu LB _se
Prl1_fu_RB_se

NLS_sfi_mc_for
mc_asc1_rev
Num1_pET_Ndel_for

Num1_pET_BamHI_rev
Num1-65AS_LB1_se

Num1_65AS LB1 Bsal_as
Num1_65AS LB2 Bsal_se

Num1-65ASnes_se

GTGCAGAAGCTGCCTTCGATG
CCGACTGTGGTTGGTGCAATC
CACCTCAGGCAGAGTCTCTCATC
CGCGCTCGCATTGACTACATC
AAGCATCGACACGCGACCGAAG
GTGGGCCGCGTTGGCCGCGACCTCTTTGTAAATCTTGATCG
CGTTGTCACCTTCGCCATCTTG
GTTCAAGTCGCTCAAGCTGTGG
GTGGGCCGCGTTGGCCGCCAGAAGGTCTTGATCGTCTTGG
CACGGCCTGAGTGGCCCGCAATTAGTCAAAGAGGCGTCC
GAGAGACAGTGATGTTGGCTGC
GCAAATCGCAAAGCTAAACCAGC

CACGGCCTGAGTGGCCGCACAACTGAGCCATACCAATCC

CACCATGGTCGAGCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTCGAATTC
GGCGCGGCCAACGCGGCCACTATGGTG

GGCGCGCCGGGCAGCCGGGCGGCCGCTTTAC
CGCCATATGGCGAGAGCACGAGGTGG
GCGGGATCCCTACTCCAACAGGCTCAACTCTGTC
GATCGCGCAGGAAACTCAGAGTC
CGGTCTCCATCGTGATTCGCTTCAAGCGT
CGGTCTCGCGATGGATGCGCTCCCCTACTTCGAC
CGTCCTTGACAACGCTAAACTGC
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Num1-65ASnes_as
Num1-65AS_seq1
Num1_Y2H_for
Num1_Y2H_Nfor
Num1_Y2H_Crev1
Num1_Y2H_Crev2
Num1_Y2H_Crev3
Num1_Y2H_Crev4
Num1_Y2H_Crev5
Num1_Y2H_Crev6
Num1_Y2H_Crev7

Num1_Y2H_Crev8

Num1_Y2H_CrevNLS

Nup192_fus LB_se
Nup192 fus LB _as
Nup192 fus RB_se
Nup192 fus RB_as
Num1_Y2H_Crev1.1
Num1_Y2H_Crev2.1
Num1_Y2H_Crev3.1
Num1_Y2H_Crev4.1
Num1_Y2H_Crev5.1
Num1_Y2H_Crev6.1
Num1_Y2H_Crev7.1
Num1_Y2H_Crev8.1
Num1_Y2H_CrvNLS1

num1_3xGFPattb1

num1_3xGFPattb2

GAGCTGCTTTGCGCTTTCGTAG
GCTGTTGGTTAGGCTTATTGC
GTGGGCCATTACGGCCATGGCGAGAGCACGAGGTGG
GTGGGCCATTACGGCCCAAAACATCCGTCTGCTATCCGAAC
ATAGGCCGAGGCGGCCGCATATCCACCTCTTGGCTTG
ATAGGCCGAGGCGGCCCTCTCGAGATGAGTTCAGTCC
ATAGGCCGAGGCGGCCCAGCCTCCAAGTGGTTCTTC
ATAGGCCGAGGCGGCCCTTTCACCAAGTCGAGCTGTTC
ATAGGCCGAGGCGGCCGTTGCTTCCGTACTTTTTCAGGAG
ATAGGCCGAGGCGGCCCATTCGAACATCCATATGGCCCAG
ATAGGCCGAGGCGGCCTTGGGCGTGTGCTGAGTCTAC
ATAGGCCGAGGCGGCCCCAGTCAGACAGAGATGCTGC
ATAGGCCGAGGCGGCCGAGCTTCCGCTTCTTACTTTTCAG
GCTTGCTCCCTACCACACTG
GTGGGCCGCGTTGGCCGCTTGCTCGGTAAAGAAGCTAGCC
CACGGCCTGAGTGGCCCATCACCTTAGTCGTCCGATTGG
CCAACAAGACGATGCCGACG
ATAGGCCGAGGCGGCCCTACAGCATATCCACCTCTTGGCT
ATAGGCCGAGGCGGCCCTACCCTCTCGAGATGAGTTCAGTC
ATAGGCCGAGGCGGCCCTAGCCAGCCTCCAAGTGGTTC
ATAGGCCGAGGCGGCCCTATGCTTTCACCAAGTCGAGCTG
ATAGGCCGAGGCGGCCCTAGTTGCTTCCGTACTTTTTCAGGAG
ATAGGCCGAGGCGGCCCTACATTCGAACATCCATATGGCCCAG
ATAGGCCGAGGCGGCCCTATTGGGCGTGTGCTGAGTCTAC
ATAGGCCGAGGCGGCCCTACCAGTCAGACAGAGATGCTGC

ATAGGCCGAGGCGGCCCTAGAGCTTCCGCTTCTTACTTTTCAG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGCCAATTCCGACAC
GTTTCC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGACCTCTGTTACC
GATTACC

4.1.7 Sonstige Materialien

Filterpapier 3MM (Whatman), Glasperlen 150-212 microns (Sigma), Roti®-Nylon plus
Membran (Carl Roth) fiir den Transfer von DNA (Southern Blot), Roti®-PVDF-Membran (Carl
Roth) flr den Transfer von Proteinen (Western Blot), Nitrozellulose-Membran (Millipore),
Papierfilter (S&S 595), 1,5 ml- Reaktionsgefalle (Sarstedt) und 2 mi-Reaktionsgefalle
(Greiner), 0,2 ml PCR-Reaktionsgefalle (Biozym), 96-well PCR-Platten (Biozym) fir qRT-
PRC, Standard Universal Pipettenspitzen (0,5-10 ul, 2-200 pl und 100-1000pl) (Sarstedt,
Carl Roth, Greiner), Kapillarspitzen (Biozym), Petrischalen (Sarstedt), 15 ml und 50 ml PPN-
Réhrchen (Greiner), 1,5 ml Polystyrol-Kiivetten (Sarstedt), Elektroporationskiivetten
(Peqlab), 0,20 pm Sterilfilter (Carl Roth), 1 ml Einmalspritzen (Dispomed), Einmal-

Injektionskanilen (B. Braun), Thermalpapier (Hitachi).
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4.1.8 Puffer und Lé6sungen

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Puffer und Losungen

Bezeichnung

Rezept

Adenin-Lésung

3-Aminotriazol-L6sung
Ampicillin-L6sung

Auftragspuffer fiir DNA-

Gelelektrophoresen (nativ, 6x)

Calcofluor-Lésung
CDP-Star-Lésung

Coomassie-Farbeldsung

EDTA-L6sung

Glyzerin/MgS0,-L6sung

Heparin-Lésung
Hygromycin-Lésung

Kanamycin-Lésung

L-Leucin-Losung

Ligase-Puffer (10x)

Lithium-Acetat-PEG-L6sung

Lysispuffer (U. maydis-DNA)

Natriumphosphat-Puffer

PBS-Puffer (10x)

Phenol-Chloroform

50% PEG

10 mg/L Adeninhemisulfat

in HoOy,q, sterilfiltriert

100 mM in H,Op4. gelést

10 mg/L Ampicillin in H,Oyq4, sterilfiltriert
50% (w/v) Sukrose

0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,25% (w/v) Xylencyanol FF

in TE-Puffer (s.u.)

10 mg/ml in DMSO

1:100 CDP-Star in DIG 3 (s.u.)

0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
45% (v/v) Methanol

10% (v/v) Essigsaure

0,5 M Na,-EDTA*2 H,O

in HoOpiq; pH-Wert mit NaOH auf 8,0 einstellen und
autoklavieren

65 % Glyzerin (v/v)

100 mM MgSO,

25 mM Tris-Cl, pH 8,0

Mit H,O,q ansetzen und autoklavieren
15 mg/L Heparin in H;Oyq,, sterilfiltriert
50 mg/ml in PBS-Puffer (s.u.), sterilfiltriert
10 mg/ml Kanamycinsulfat

in HyOpiq,, sterilfiltriert

380 mg L-Leucin in H;Oyq,, sterilfiltriert
100 mM MgCl,

500 mM Tris-ClI, pH 7,5

100 mM DTT

10 mM ATP

in HaOpig,

50 g PEG-3500

10 ml Lithium-Acetat-Lésung (100 mM)
in 100 ml H,Oy,q, sterilfiltriert

1% (w/v) SDS

50 mM Tris-Cl, pH 7,5

50 mM Na,-EDTA, pH 8,0

in HaOpig.

Losung 1:

14,2 % NaHPO, (f.c. 1 M)

Losung 2:

13,8 % NaH,PO4*H,0 (f.c. 1 M)

Mit H,Opq. ansetzen; Losung 1 vorlegen und so lange
Lésung 2 zugeben bis pH 7,0 erreicht ist.
79 mM Na,HPO,

145 mM KH,PO,

5 mM MgCl,*6 H,O

27 mM KCI

1,37 M NaCl

Mit H,Oyiq. ansetzen, pH-Wert mit HCI auf 7,2
einstellen und autoklavieren.

50% Phenol

50% Chloroform

mit TE-Puffer tberschichten

100g PEG-4000 in 100 ml HZObi(l gelost
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1,5 M NaCl
282 mM Tris-ClI
218 mM Tris-Base
in H2Opig.
10 mg/ml RNase A
15 mM NaCl
10 mM Tris-ClI, pH 8,0
in H2Opig.
Salzsaure (0,25 M) 5ml 37% HCl in 1 L HyOpjq.
500 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0
Southern-Waschpuffer 1% (w/v) SDS
in H2Opig.
300 mM Tris-Cl, pH 8,0
30% (v/v) Glyzerin
SDS-PAGE Probenpuffer (6x) 20% (w/v) SDS
0,5g/L Bromphenolblau
15% (v/v) B-Mercaptoethanol (frisch zugeben)
100 mM Tris-ClI, pH 8,3
Taq PCR-Puffer (10x) 500 mM KCI
15 mM MgCl,
500 mM Tris-Borat, pH 7,9
TBE-Puffer (5x) 10 mM Na,-EDTA
in H2Opig.
20 mM Tris-Cl, pH 7,6
136 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween-20
in HaOpig,
100 mM Tris-Cl, pH 7,9
TE (10x) 10 mM Na,-EDTA
in HaOpig
806 mM Tris-Cl
194 mM Tris-Base
in H2Oyq. ansetzen, pH-Wert auf 7,5 einstellen und
autoklavieren
76 mg/L L-Tryptophan
in HyOpiq,, sterilfiltriert
50 mg/L Uracil
in HyOpiq,, sterilfiltriert
a-X-GaI-LBsung_; 4 mg/ml a-X-Gal in DMF lésen

RENAT-L6sung

RNase A-L6sung

TBST

Tris-HCI-L6sung (1 M)

L-Tryptophan-L6sung

Uracil-Losung
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41.9 Medien
Tabelle 13: U. maydis-Medien
Bezeichnung Rezept
1,5 g NH4sNO;

CM-Festmedium
(Banuett und Herskowitz, 1989; Holliday,
1974)

CM-Flissigmedium
(Banuett und Herskowitz, 1989; Holliday,
1974)

Salz-Lésung (Holliday, 1974)

Spurenelement-L6sung (Holliday, 1974)

Vitamin-Lésung (Holliday, 1974)

NSY-Glyzerin (Einfriermedium)

PD-Festmedium

2,5 g Casaminosauren

0,5 g Heringssperma DNA

1 g Hefeextrakt

10 ml Vitamin-Ldsung (s.u.)

62,5 ml Salz-Lésung (s.u.)

0,5 ml Spurenelement-Lésung (s.u.)

20 g Bacto Agar

mit H,Oy,q auf 980 ml auffiillen

Nach dem Autoklavieren 2% (v/v) 50% Glukose
(1% f.c.) zufiugen und mit NaOH auf pH 7,0
einstellen.

1,5 g NH4NO3

2,5 g Casaminosauren

0,5 g Heringssperma DNA

1 g Hefeextrakt

10 ml Vitamin-LAésung (s.u.)

62,5 ml Salz-Lésung (s.u.)

0,5 ml Spurenelement-Lésung (s.u.)

mit H,Oyiq auf 980 ml auffiillen

Nach dem Autoklavieren 2% (v/v) 50% Glukose
oder 4% (v/v) 25% Arabinose (1% f.c.) zufligen
und mit NaOH auf pH 7,0 einstellen.

8 g KH2PO4

2 g N82804

19 MgSO,4 * 7 H,O

mit H,Oyq auf 1L auffillen und sterilfiltrieren
60 mg HgBO;;

191 mg MnCl,

400 mg ZnCl,

47 mg NaMoO, * 2 H,0

140 mg FeCl; * 6 H,O

557 mg CuSO, * 5 H,O

mit in H,Oyq auf 1L auffillen und sterilfiltrieren
100 mg Thiamin

20 mg Calciumpanthothenat

50 mg p-Aminobenzoesaure

20 mg Nikotinsaure

20 mg Cholinchlorid

40 mg myo-Inositol

50 mg Folsaure

mit HoOpiqaue 1L auffiillen und sterilfiltrieren

8 g Nutrient Broth

1 g Hefeextrakt

5 g Sukrose

800 ml 87% Glyzerin

mit H,Oyq auf 1L auffillen und autoklavieren
24 g Potato Dextrose Broth

20 g Bacto Agar

mit H,Oy,q auf 1L auffillen und autoklavieren
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a) Top-Agar:
15 g (w/v) Bacto-Agar
182,2 g (w/v) Sorbitol
10 g (w/v) Hefeextrakt
4 g (w/v) Bacto Pepton

Regenerationsagar;gn: (Schulz et al., 1990) 4 g (w/v) Sukrose

mit H,Oyq auf 1L auffillen und
autoklavieren

b) Bottom-Agar
wie a), zusatzlich Antibiotikum zugeben
(s.u.)

10 g Hefeextrakt

YEPSigh-Vollmedium 4 g Bacto Pepton
(Tsukuda et al., 1988) 4 g Sukrose

mit HZObkLauf 1L auffillen und autoklavieren

Hygromycin- bzw. Carboxin-haltige Medien wurden nach dem Autoklavieren auf ca. 60°C

abgeklihlt und die sterilen L&sungen wurden zugegeben. Fir Platten betrug die

Endkonzentration von Hygromycin 200 pg/ml und von Carboxin 2 ug/ml.

Tabelle 14: S. cerevisiae-Medien

Bezeichnung_;

Rezept

YEPD+A

5x SC-LTHA

5x SC-LT

5x SC-T

10 g Hefeextrakt

20 g Bacto Pepton

0,003% (w/v) Adeninhemisulfat

fur Festmedium 15 g Bacto Agar zufiigen

mit H,Oyq auf 980 ml aufflllen und autoklavieren

Nach dem Autoklavieren 2% (v/v) 50% Glukose (1% f.c.) zufuigen.

6,7 g Yeast Nitrogen Base

1,7 g ,Drop out additive® —Leu/-Trp/-His/-Ade

in 200 ml H,Oy;4 I6sen

mit 760 ml sterilem H,Oyq (FIlissigmedium) oder

760 ml autoklaviertem 2% Bacto Agar (Festmedium) und 40 ml 50% (w/v) Glukose
auffillen

6,7 g Yeast Nitrogen Base

1,7 g ,Drop out additive® —Leu/-Trp/-His/-Ade

76 mg Histidin und 76 mg Adeninhemisulfat zufligen, in 200 ml H,Oy4 I6sen

mit 760 ml sterilem H,Oy,q (FIlissigmedium) oder

760 ml autoklaviertem 2% Bacto Agar (Festmedium) und 40 ml 50% (w/v) Glukose
auffillen

6,7 g Yeast Nitrogen Base

1,7 g ,Drop out additive —Leu/-Trp/-His/-Ade

76 mg Histidin, 76 mg Adeninhemisulfat und 380 mg Leucin zufligen, in 200 mi
Hzobid I6sen

mit 760 ml sterilem H,Oyq (FIlissigmedium) oder

760 ml autoklaviertem 2% Bacto Agar (Festmedium) und 40 ml 50% (w/v) Glukose
auffullen
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Tabelle 15: E. coli-Medien

Bezeichnung_;

Rezept

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

YT-Festmedium (Sambrook et al., 1989)

dYT-Flissigmedium (Sambrook et al., 1989)

10 g Bacto Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

mit H,Opig.auf 1L auffillen und autoklavieren; fir

Festmedium 15 g Bacto Agar zufligen

8 g Bacto Trypton
5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Bacto Agar

mit H,Oyq auf 1L auffiillen und autoklavieren

16 g Bacto Trypton
10 g Hefeextrakt
5 g NaCl

mit HZObkLauf 1L auffillen und autoklavieren

Ampicillin- bzw. Kanamycinhaltige Medien wurden nach dem Autoklavieren und Abkulhlen

auf ca. 60°C mit steriler Ampicillin-Lésung (10 mg/ml) (Endkonzentration 100 pg/ml), bzw.

steriler Kanamycin-Lésung (10 mg/ml) (Endkonzentration 40 pg/ml) versetzt.

4.1.10 Plasmide

Tabelle 16: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Kurzbeschreibung_] Resistenz Referenz
pGBKT7 Y2H Kddervektor Kan®, Trp* Clontech
pGAD-DS Y2H Beutevektor Amp", Leu” Dualsystems Biotech
pGBKT7-p53 Y2H Kontroll-Vektor Kan®, Trp" Clontech
pGBKT7-lamC Y2H Kontroll-Vektor Kan®, Trp" Clontech
pGADT7-T Y2H Kontroll-Vektor Amp", Leu” Clontech
pGBKT7-num1 Y2H Kédervektor Kan®, Trp" (Kellner, 2012)
pGBKT7-P53  Kan® Gomedn | L ORATEHE
Vektor
pGBKT7-lamC  Kan® Gemedn | L OOAIRHE
Vektor
R Hefe-Zwei-Hybrid-
pGADT7-T Amp Clontech Vektor
»,PGBKT7-num1.197". Hefe-Zwei-Hybrid
Kodervektor. Enthalt ein C-terminal R +
L] verklrztes 591 bp Sfil-Fragment des R, Ui (Rl 2012
offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.147". Hefe-Zwei-Hybrid
Kodervektor. Enthalt ein C-terminal R +
Dihien verklrztes 441 bp Sfil-Fragment des REn™, i (IR, 2012)
offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num145"“. Hefe-Zwei-Hybrid
pNK53 Kodervektor. Enthalt ein C-terminal Kan®, Trp* (Kellner, 2012)

verkilrztes 198 bp Sfil-Fragment des

offenen Leserahmens von num1.
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pNK54

pNK24

pUMa317

pUMa389

pUMa647

pUMa737

pUMa793

pUMa797

pDONR221

p123-GW-BB

pNEBUH

pNEBUN

»,PGBKT7-num1ANterm®. Hefe-Zwei-
Hybrid Kédervektor. Enthalt ein N-
terminal verkiirztes 702 bp Sfil-
Fragment des offenen Leserahmens
von num1.

Fur die C-terminale num1:3xha Fusion
in locus, Sfil-Fragment (3xHA-Hng aus
pUMa792)

Enthalt eine 3733 bp eGFP-
Hygromycin-Kassette als Sfil-Fragment
fur die C-terminale Fusion mit GFP
Enthalt eine 2434 bp eGFP-
Nourseothricin-Kassette als Sfil-
Fragment fur die C-terminale Fusion
mit GFP

Enthalt eine 5158 bp 3xeGFP-
Hygromycin-Kassette als Sfil-Fragment
fur die C-terminale Fusion mit GFP
Enthalt eine 2987 bp eGFP-TapTag-
Nourseothricin-Kassette als Sfil-
Fragment fur die C-terminale Fusion
mit dem GFP-TapTag

Enthalt eine 1819 bp 3xHA-
Nourseothricin-Kassette als Sfil-
Fragment fir die C-terminale Fusion
mit dem 3xHA

Enthalt eine 1819 bp 3xmyc-
Nourseothricin-Kassette als Sfil-
Fragment fur die C-terminale Fusion
mit dem 3xmyc

Donorvektor mit M13 Forward und M13
Reverse Primer-Bindestellen, ermdglich
eine GATEWAY® in vitro Klonierung
von PCR Fragmenten mittels BP
Klonase. Tragt eine GATEWAY®-
Klonierungskassette mit
Chloramphenicol-Resistenz-kassette
und ccdB- Selbstmordgen.

Zielvektor mit M13 Forward und M13
Reverse Primer-Bindestellen, ermdglich
eine GATEWAY® in vitro Klonierung
mittels LR Klonase. Tragt eine
GATEWAY®-Klonierungskassette mit
attb1 und attb1 sites

frei replizierendes Plasmid mit
Hygromycin-Resistenz-Kassette

frei replizierendes Plasmid mit
Nourseothricin-Resistenz-Kassette

Kan®, Trp*

AmpR, Hng

AmpR, Nat®

AmpR, Nat®

AmpR, Hng

AmpR, Nat®

AmpR, Nat®

AmpR, Nat®

Kan

AmpR’ Cbx®

Amp®, Hyg"

Amp~, Nat®

(Kellner, 2012)

(Kellner, 2012)

(Brachmann et al.,
2004)

(Brachmann et al.,
2004)

(Baumann et al.,
2012a)

(Brachmann et al.,
2004)

(Brachmann et al.,
2004)

(Brachmann et al.,
2004)

Invitrogen

(M. Vranes, pers.
Mitteilung)

Laborsammlung

Laborsammlung

AmpR — Ampicillin-Resistenzgen, Kan" — Kanamycin-Resistenzgen, Hng — Hygromycin-Resistenzgen, Cbx" —
Carboxin-Resistenzgen, Phleo® — Phleomycin-Resistenzgen, Nat® — Nurseothricin-Resistenzgen, Leu® — Leucin-
Auxotrophiemarkergen, Trp" — Tryptophan-Auxotrophiemarkergen
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Tabelle 17: In dieser Arbeit generierte Plasmide

Plasmid Beschreibung Resistenz

pSH1 Fsu;F?AeNC;tte)rr:lljr;aFI)%Kﬂe;\;gg(HA -Fusion in locus, Sfil-Fragment AmpR, Kan® Nat®
S e O g™ " O T an,
PSS et e gy S g o
pswa EIr 0 il poTgeCFRIBR U 100 S ', Nt
pSH5 Fsu;rg;/i ?\)j;(tar)ma:ﬂzIgJ&f;fggvyc-Fusmn in locus, Sfil-Fragment AmpR, Kan® Nat®
pSH6 Fsu;rr?;/i ('\llat\(ter)ma:gzlgjyl\/;;;ggvyc-Fusmn in locus, Sfil-Fragment AmpR, Kan® Nat®
pSH7 Fsu;rg;/i ﬁ;(tar)m;gzlgg&;;‘)ga?yc-Fusmn in locus, Sfil-Fragment AmpR, Kan® Nat®
pou L1 e Clamse s A Tuson 06 ST g, ', Nt
pSH9 EE;gdniqeegt-t(%rxrmz\?éee:Flz/)n;LAS’,_S?\.'/Is’;(gg\éFusion in locus, Sfil- AmpR, Kan®R, Gen®
pSH10 Fir die C-terminale num1,4.65:3xHA-Fusion in locus, Sfil- AmpR, Kan®, GenR

Fragment (3xHA:genR) aus pUMA1886
»,PGBKT7-num1.263". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH11 ein C-terminal verkiirztes 790 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.246". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH12 ein C-terminal verkiirztes 739 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.529". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH13 ein C-terminal verkiirztes 688 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.,12". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH14 ein C-terminal verkiirztes 637 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»PGBKT7-num19g250". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH15 ein N-terminal verkiirztes 246 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.155". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH16 ein C-terminal verkiirztes 564 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.176". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH17 ein C-terminal verkiirztes 528 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.165". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH18 ein C-terminal verkiirztes 504 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.155". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH19 ein C-terminal verkiirztes 474 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.,71“. Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt
pSH20 ein C-terminal verkiirztes 813 bp Sfil-Fragment des offenen Kan
Leserahmens von num1.
Fur die C- termlnale cef1:eGFP-Fusion in locus, Sfil-Fragment

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R

R R R

PSH21 (. GFP:HygR) aus pUMA312 Amp”, Kan™, Hyg
Fur die C- termlnale cef1:eGFP-Fusion in locus, Sfil-Fragment R R R

PSH22  GFP:Nat®) aus pUMA389 Amp?, Kan™, Nat
pSH23 Fir die C-terminale pr£19 eGFP-Fusion in locus, Sfil- AmpR, Kan®, Hng

Fragment (eGFP:Hyg") aus pUMA312
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Fur die C-terminale p£p19:eGFP-Fusion in locus, Sfil-

Tl Fragment (eGFP:Nat™) aus pUMA389 AmpR, Kan", Nat"
pouas  Fnde Gl cer boGrE Tusenin s S, an, g
puae e Clemiae pipSiecrm s niocss ST, anf, g
pouay [ e Clminale uptozaumye Fusn 0 locus S g, anf, Nt

»,PGBKT7-num1.47". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH28 ein C-terminal verkiirztes 741 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.,3". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH29 ein C-terminal verkiirztes 690 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.43". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH30 ein C-terminal verkiirztes 639 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.155". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH31 ein C-terminal verkiirztes 564 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.176". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH32 ein C-terminal verkiirztes 528 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.165". Hefe-Zwei-Hybrid Kddervektor. Enthalt

pSH33 ein C-terminal verkiirztes 504 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.155". Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH34 ein C-terminal verkiirztes 474 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
»,PGBKT7-num1.,71“. Hefe-Zwei-Hybrid Kédervektor. Enthalt

pSH35 ein C-terminal verkiirztes 813 bp STOP (TAG) Sfil-Fragment Kan®
des offenen Leserahmens von num1.
Fur Gateway Kloinierung fur C-terminale

Proum1:num1:3xe GFP-Fusion in ip-locus, R

EELES Pnum1:num1:3xeGFP-Fragment aus PCR auf UNK108 e
genomische DNA mit Primern mit attb7 und atth2
pSH37 Fur C-terminale P, n:num1:3xeGFP-Fusion in ip-locus, AmpR, CbxR

attb1:Pnum1:num1:3xe GFP:atth2-Fragment aus pSH36

AmpR — Ampicillin-Resistenzgen, Kan" — Kanamycin-Resistenz%en, Hng — Hygromycin-Resistenzgen, Cbx" —
Carboxin-Resistenzgen, Phleo® — Phleomycin-Resistenzgen, Nat™ — Nurseothricin-Resistenzgen
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4.2 Mikrobiologische und genetische Methoden

4.2.1 Kultivierung von U. maydis

U. maydis-Stamme wurden standardmafig als Schuttelkulturen bei 200 Upm oder auf
Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 28°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden
entweder aus bei -80°C eingelagerten Glyzerinkulturen oder von bewachsenen PD- oder

CM-Platten, die weniger als einen Monat bei 4°C gelagert waren, angeimpft.

Induktion des filamentdésen Wachstums in Flissigkultur

Die zu induzierenden Stamme wurden aus Vorkulturen in Flissigmedien angeimpft, die
reprimierende Bedingungen boten (im Falle des P.g4i-Promotors mit Glukose als einziger
Kohlenstoffquelle, im Falle des P,.1-Promotors mit Glutamin als einziger Stickstoffquelle),
und bis zu einer ODgoo von 0,5 bis 0,8 bei 28°C und 180 Upm inkubiert. Die Zellen wurden
daraufhin abzentrifugiert (3.500 Upm, 5 min, RT, Heraeus Multifuge 4 KR), der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen wurden im gleichen Volumen H;O.q4. resuspendiert. Nach
erneuter Pelletierung wurden die Zellen in Flissigmedium resuspendiert, das induzierende
Bedingungen bot (im Falle des P41-Promotors mit Arabinose als einziger Kohlenstoffquelle,
im Falle des P.1-Promotors mit Nitrat als einziger Stickstoffquelle). Die Kulturen wurden
dann bei 28°C und 180 Upm flr die erforderliche Zeit inkubiert. Flir die Probenentnahme zur
Isolation von RNA oder Proteinen wurden jeweils 50 ml Kultur in 50 ml Réhrchen (Greiner)
abzentrifugiert (3.500 Upm, 5 min, RT, Heraeus Multifuge 4 KR), der Uberstand dekantiert
und die Zellpellets in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Zellpellets kdnnen bis zu einigen

Monaten bei -80°C gelagert werden.

4.2.2 Kultivierung von E. coli

E. coli Kulturen wurden standardmafRig als Schuttelkulturen bei 180 Upm oder auf
Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 37°C kultiviert. Ubernachtkulturen wurden
entweder aus bei -80°C eingelagerten Glyzerinkulturen oder von bewachsenen YT/Amp-

Platten, die weniger als einen Monat bei 4°C gelagert waren, angeimpft.

4.2.3 Kultivierung von S. cerevisiae
S. cerevisiae-Stamme wurden standardmafRig als Schittelkulturen bei 200 Upm oder auf
Festmedien unter aeroben Bedingungen bei 28°C oder 30°C kultiviert. Ubernachtkulturen

wurden entweder aus bei -80°C eingelagerten Glyzerinkulturen oder von bewachsenen
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YEPD-Platten bzw. entsprechenden Selektionsplatten, die weniger als zwei Monate bei 4°C

gelagert waren, angeimpft.

4.2.4 Bestimmung der Zelldichte

E. coli DH5a

Die Zelldichte von Bakterienkulturen wurde photometrisch in einem LKB Biochrom
Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Dabei entspricht die optische
Dichte ODggo = 1 im Verhaltnis zum Leerwert des jeweiligen Kulturmediums etwa 1x10°
Zellen pro ml Kultur. Um eine lineare Abhangigkeit sicherzustellen, wurden fir die Messung
der ODggo die Kulturen durch entsprechende Verdinnung auf einen Wert unterhalb von 0,5

verdinnt.

U. maydis und S. cerevisiae

Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde photometrisch in einem LKB Biochrom Photometer
bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt. Dabei entspricht ODgoo = 1 im Verhaltnis zum
Leerwert des jeweiligen Kulturmediums je nach verwendetem Stamm und
Wachstumsmedium etwa 1-5 x 10 Zellen pro ml Kultur. Um eine lineare Abhangigkeit
sicherzustellen, wurden fir die Messung der ODgoo die Kulturen durch entsprechende

Verdinnung auf einen Wert unterhalb von 0,5 verdlinnt.

4.2.5 Wachstumsuntersuchungen mit U. maydis in Flussigkultur

Klassische Wachstumskurve

Von einer auf Platte wachsenden Kultur wurde morgens eine 10 ml Flussigkultur angesetzt
und bei 28°C und 180 Upm geschittelt. Abends wurde die ODggo der Kultur bestimmt und
wiederum eine 10ml Kultur so angeimpft, dass sie sich am nachsten Morgen in der
exponentiellen Wachstumsphase befindet. Mit dieser Kultur wurde eine Start-Kultur mit einer
ODggo von 0,05 beimpft (50 ml). Die Anschliellende Inkubation erfolgte bei 28°C und 180
Upm, wobei jede Stunde jeweils zwei Proben zur photometrischen Bestimmung enthommen
wurden. Die Mittelwerte beider Proben wurden jeweils gegen die Zeit in einem Diagramm

aufgetragen.

Wachstumskurve in einem Plate Reader

Bis zur Beimpfung der Startkultur ist diese Protokoll identisch zum klassischen. Die

Startkultur wurde auch hier auf eine ODggg von 0,05 eingestellt. Jedoch wurden pro Stamm
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mehrere Proben in eine 96 well Mikrotiter Platte (flacher und durchsichtiger Boden) gegeben.
Dabei kamen jedes Mal 100 pyl zum Einsatz. In gleicher Anzahl und gleicher Menge sollte
auch eine Medienkontrolle mit aufgetragen werden. AnschlieRend wurde die Platte mit einer
selbstklebenden PCR Folie verschlossen.
Die Ermittlung der Werte erfolgte an einem Perkin Elmer Enspire Multimode Plate Reader.
Dabei erfolgte die Inkubation und die Messung der ODggoo in dem Gerdt mit folgendem
Programm:

- Lineares Schiitteln fiir 30 s (maximale Geschwindigkeit / Durchmesser 0,1)

- Erste Messung der ODgqo (Absorption, 50 Blitze)

- 10 Minuten Pause

- Lineares Schiitteln fir 30 s (maximale Geschwindigkeit / Durchmesser 0,1)

- 10 Minuten Pause

- Lineares Schiitteln fir 30 s (maximale Geschwindigkeit / Durchmesser 0,1)

- Alle 1 800 s das ganze Programm wiederholen (48 Mal entsprechen 24 h)
Die ermittelten Werte wurden anschlieliend aus dem Gerat ausgelesen und abziiglich der
Medienkontrolle gegen die Zeit aufgetragen. Dabei wurde jeweils der Mittelwert mehrerer

wells verwandet.

4.2.6 Transformation von E. coli

Transformation von CaCl,-behandelten E. coli (modifiziert nach Cohen et al., 1972)

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterienzellen wurden 100 ml LB-Medium,
dem je 10 mM MgCl, und MgSO, zugesetzt wurde, mit 1 ml einer frischen TOP10-
Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODggo = 0,5 bei 37°C und 180 Upm inkubiert. Die
Zellen wurden fir 15 min bei 3.000 Upm und 4°C pelletiert und in 33 ml eiskalter RF1-
Losung resuspendiert. Nach 30 bis 60 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert (15 min, 3.000 Upm, 4°C), der Uberstand abgenommen, die Zellen in 5 ml
eiskalter RF2-Lésung resuspendiert und 15 min inkubiert. Die Zellsuspension wurde zu je
100 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, jeweils 50 pyl mit 10 pl
Plasmidlésung (1-5 ng Plasmid) bzw. Ligationsansatz versetzt und 5-30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 60 sec bei 42°C wurde der Transformationsansatz
zur phanotypischen Expression der durch das eingebrachte Plasmid vermittelten
Antibiotikum-Resistenz mit 500 pl dYT-Medium versetzt und 30 min bei 500 Upm und 37°C
in einem Eppendorf-Warmeblock inkubiert. 200 pl des Transformationsansatzes wurden auf
YT-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Auf diese
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Weise konnte eine Transformationsrate von 10° Transformanden pro 1 ug eingesetzter

Plasmid-DNA erreicht werden.

RF1-L6sung: RF2-L6sung:

100 mM RbCI 10 mM MOPS

50 mM MnCl; x 4 H,O 10 mM RbCI

30 mM K-Acetat 75mMCaCly,x2H,0

10 mM CaCl,; x 2 H,O 15% (v/v) Glyzerin

15% (v/v) Glyzerin in HyOpig. in HoOpig. mit NaOH

mit Essigsaure auf pH 5,8 eingestellt und auf pH 5,8 eingestellt und sterilfiltriert.

sterilfiltriert.

Elektroporations-Transformation von E. coli
Eine frische Ubernachtkultur von E. coli DH5a wurde 1:100 in 500 ml LB-Medium verdiinnt

und bei 37°C und 200 Upm bis zu einer ODgp = 0,7 geschdttelt. Die Zellen wurden dann fir
15-30 min auf Eis auf 0°C herunter gekihlt und anschlieRend abzentrifugiert (15 min, 3.000
Upm, 4°C, Heraeus Varifuge 3.0R). Das Pellet wurde in 500 ml eiskaltem Wasser
resuspendiert, abzentrifugiert (s.0.), erneut in eiskaltem Wasser (250 ml) resuspendiert und
wieder pelletiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 10 ml eiskaltem 10 %-igem Glyzerin
resuspendiert, abzentrifugiert und schlieBlich in 0,5-1 ml eiskaltem 10 %-igem Glyzerin
aufgenommen. Die transformations-kompetenten Zellen wurden aliquotiert, in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Fur die Transformation wurden die elektrokompetenten Zellen langsam auf Eis aufgetaut. 40
pl der Zellsuspension wurden mit bis zu 5 yl DNA aus einem Ligationsansatz gemischt und 1
min auf Eis inkubiert. Vorher wurde die Plasmid-DNA auf einer Nitrozellulose-Membran
gegen 10 % Glyzerin dialysiert, um alle Salze restlos zu entfernen. Der
Transformationsansatz wurde daraufhin in eine vorgekihlte 0,2 cm breite
Elektroporationsklvette tberflihrt und die Kivette in die vorgesehene Halterung des Gene
Pulsers gestellt (Gene Pulser, BioRad). Direkt danach wurde der Puls ausgeldst (25 mF, 2,5
kV, 200 Q). Die Entladungszeit sollte dabei zwischen 4 und 5 msec liegen. Im Anschluss an
die Entladung wurde sofort 1 ml dYT-Medium zum Transformationsansatz in die Kivette
pipettiert. Zur Regeneration wurden die Zellen 60 min bei 37°C und 1.400 Upm in einem
Eppendorf-Warmeblock inkubiert und anschlieBend auf antibiotikahaltigen YT-Platten

ausgestrichen.
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4.2.7 Transformation von U. maydis nach (Gillissen et al., 1992; Schulz et al., 1990)

Herstellung von Protoplasten von U. maydis:

Von einer auf Platte wachsenden Kultur wurde eine 10 ml YEPS;gy-Flissigkultur angesetzt
und Uber Nacht bei 28°C und 200 Upm geschittelt. Diese Vorkultur wurde anschlief3end
1:100, 1:300 oder 1:1.000 in 50 ml frischem YEPS;g,-Medium verdinnt und bei 28°C und
200 Upm bis zu einer Zelldichte von ca. 5 x 107 Zellen pro ml (ODgy = 0,6 — 1) geschiittelt.
Nach Erreichen des optimalen Zelltiters wurden die Zellen durch Zentrifugation (3.500 Upm,
5 min, 4°C, Heraeus Biofuge stratos) in 50 ml Greiner-Réhrchen geerntet, einmal mit 25 ml
SCS-Puffer gewaschen und in 4 ml SCS resuspendiert. Anschlielend wurden 5 ml SCS-
Puffer mit 12 mg/ml Novozym 234 (sterilfiltriert) zugegeben. Die in diesem Puffer bei
Raumtemperatur erfolgende Protoplastierung konnte mikroskopisch beobachtet werden, da
die zigarrenférmigen Zellen nach Lyse der Zellwand eine kugelige Form annehmen. Nach
vollstandiger Protoplastierung (3-8 min) wurden die Ansatze auf 30 ml mit SCS-Puffer
aufgefiillt und die Protoplasten durch 8-minltiges Zentrifugieren bei 2.300 Upm (4°C,
Heraeus Biofuge stratos) pelletiert. Um das Novozym vollstandig zu entfernen, wurde das
Pellet drei mal mit 10 ml SCS-Puffer gewaschen. Anschlieliend wurde noch einmal mit 10 ml
eiskaltem STC-Puffer gewaschen. Das Pellet wurde danach in einem Volumen von 2,5 ml
eiskaltem STC-Puffer aufgenommen und zu je 110 pl aliquotiert. Die so behandelten
Protoplasten kénnen 3-4 h auf Eis oder bei -80°C mehrere Monate (bzw. Jahre) aufbewahrt

werden.

Transformation von U. maydis Protoplasten

Zur integrativen Transformation wurden 50 ul Protoplasten mit 1-5 ul linearisierter Plasmid-
DNA oder einem PCR-Produkt (optimal 3-5 ug) und 1 pl Heparin-Lésung fir 10-15 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 500 pl STC/PEG-L6sung folgte eine weitere Inkubation von
15 min auf Eis. AnschlieBend wurde der gesamte Transformationsansatz auf einer kurz
vorher mit Top-Agar Uberschichteten Bottom-Agar-Platte mit Antibiotikum ausgestrichen.
Nach 3-5 Tagen Inkubation bei 28°C wurden die gewachsenen Kolonien mit flachen
Zahnstochern auf PD- oder CM-Platten, die ein entsprechendes Antibiotikum zur Selektion

enthielten, vereinzelt.

SCS-Puffer: STC-Puffer: STC/PEG:

20 mM Na-Citrat, pH 5,8 10 mM Tris-CI, pH 7,5 15 ml STC-Puffer
1 M Sorbitol 100 mM CaCl, 10 g PEG4000

in HoOuiq, autoklaviert 1 M Sorbitol

in HoOpiq, autoklaviert
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4.2.8 Transformation von S. cerevisiae (modifiziert nach Ito et al., 1983)

Von einem Verdinnungsausstrich auf YEPD-Platten ausgehend wurden 25 ml YEPDA-
Medium mit einigen AH109-Einzelkolonien inokuliert und bis zur stationaren
Wachstumsphase (ODggo > 1,5) bei 30°C und 250 Upm inkubiert. Diese Vorkultur wurde ca.
1:50 in 50 ml YEPDA-Medium auf eine ODgg = 0,1 verdinnt und weitere 4-6 h bei 28°C und
250 Upm bis zu einer ODgg = 0,4-0,6 inkubiert. Um die Zellen zu ernten wurde die Kultur in
50 ml Greiner-Réhrchen Uberflhrt und (in einer Heraeus Biofuge stratos bei 3 min, 2.000
Upm und Raumtemperatur) abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann einmal mit 15 ml
sterilem H,O und anschlieBend mit 10 ml SORB-L6sung gewaschen. Nach der Pelletierung
wurden die kompetenten Zellen in 360 ul SORB-L6sung aufgenommen und 40 ul
Lachssperma-DNA (Invitrogen) wurde zugeben. Der Ansatz wurde fir 10 min bei 100°C in
einem Eppendorf-Warmeblock denaturiert und anschlieBend sofort auf Eis gekihlt. An
diesem Schritt kénnen die Zellen in 50 pl Aliquots bei -80°C eingefroren werden.

Fur die Transformation wurden 50 ul der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit max. 10
pl Plasmid-DNA versetzt und gemischt. Anschlielend wurde das 6-fache Volumen steriler
LIT-PET-L6sung zugefiigt, gemischt und der Ansatz flr 30 min bei 30°C inkubiert. Nach
einem Hitzeschock flr 15 min bei 42°C wurden die Zellen 3 min bei 2.000 Upm in einer
Heraeus Biofuge pico abzentrifugiert, einmal mit 1 ml YEPDA-Medium oder TE-Puffer
gewaschen und in 100 ul TE-Puffer resuspendiert, bevor der Ansatz auf einer

entsprechenden Selektionsplatte ausgestrichen wurde.

SORB:

100 mM LiAc Lit/PEG:

10 mM Tris-Cl, pH 8,0 50 g PEG-3500

1 mM Nax-EDTA, pH 8,0 10 ml Lithium-Acetat-Lésung (100 mM)
1 M Sorbitol in 100 ml H,Oyiq, steriffiltriert

in HoOpiq, sterilfiltriert

4.3 Fluoreszenzmikroskopie
Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die Betrachtung der Zellmorphologie von U. maydis-Sporidien und —Filamenten wurde an
einem Lichtmikroskop (Axiolmanager.Z1, Carl Zeiss) mittels Nomarski-Optik durchgefthrt.
Fir die Aufnahmen wurde ein 63-faches Plan-Apochromat Olimmersions-Objektiv (Carl
Zeiss) mit einer numerischen Apertur von 1,4 eingesetzt. Als UV-Lichtquelle diente die
HBO103 Quecksilberdampf-Lampe (Osram). Fur Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von eGFP getaggten Proteinen wurden der Filter 450-490 nm flir das Anregungspektrum und
der Filter 515-565 nm fir das Emissionsspektrum benutzt. Die digitalen Aufnahmen wurden
mit einer hochauflésenden CCD-Kamera (Axiocam MRm (Carl Zeiss)) aufgenommen. Das
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Mikroskop mit Kamera und Lampen wurde mit der Software ZEN (Carl Zeiss) gesteuert. Die

Nachbearbeitung der Bilder erfolgte ebenfalls mit der ZEN Software.

Vorbereitung von U. maydis Sporidien bzw. Filamenten flr die Mikroskopie

Zur mikroskopischen Analyse wurden 4pl einer exponentiell wachsenden U. maydis Kultur
(ODeoo = 0,3 bis 0,6) oder einer induzierten Kultur (filamentdses Wachstum) auf ein
Agarosekissen getropft. Dieses Kissen wurde aus 2 %-iger Agarose (in H2Obid. geldst)
gegossen und wurde auf einem Objekttrager vorbereitet indem der tropfen zischen zwei
Objekttragern flach gedrickt wurde.

Alternativ wurden 8yl einer exponentiell wachsenden U. maydis Kultur auf dem Objekttrager
mit 8ul einer 2 % wassrigen Lésung von Low-Melting-Agarose (37°C; Sigma-Alldrich)
vermischt und mit einem Deckglas bedeckt. Das ,Einbetten® in Agarose verhindert jegliche

Bewegung der zu beobachtenden Probe.

4.4 Molekularbiologische Standardmethoden

441 Handhabung von Nukleinsduren

Ethanol-Fallung von DNA

Die Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren aus wassrigen Losungen erfolgte
durch Ethanol-Fallung. Hierzu wurde die Probe mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,3)

und dem 2,5-fachen Volumen an reinem Ethanol versetzt, gemischt und fir 1 h bei -20°C

inkubiert. Das Prazipitat wurde durch 20-minltiges Zentrifugieren (13.000 Upm und
Raumtemperatur in einer Heraeus Biofuge pico) pelletiert. Der Niederschlag wurde mit 70 %-
igem Ethanol gewaschen, um Salze zu entfernen. Nach erneuter einminitiger Zentrifugation
wurde das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in einem kleinen Volumen H,0y4. oder
TE-Puffer geldst.

PEG-Fallung von DNA
Die Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsauren aus wassrigen Losungen erfolgte
durch PEG-Fallung: Dazu wurde die Probe mit %2 Volumen 30%iger PEG-L6sung mit Mg,Cl

versetzt, gemischt und fir 15min. bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das

Prazipitat durch 15-minltiges Zentrifugieren (13.000 Upm und Raumtemperatur in einer
Heraeus Biofuge pico) pellettiert. Der Niederschlag wurde mit 70 %-igem Ethanol
gewaschen. Nach erneuter einminttiger Zentrifugation wurde das Pellet bei Raumtemperatur

getrocknet und in einem kleinen Volumen H,0y,4, TE-Puffer oder EB-Puffer geldst.
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Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bestimmt. Bei einer Wellenlange
von 260 nm und einer Schichtdicke von 1 cm entspricht ein Absorptionswert von 1 einer
Konzentration von etwa 50 ug/ml doppelstrangiger DNA und 33 ug/ml einzelstrangiger DNA.
Als Mal fur die Reinheit der Desoxyribonukleinsauren diente der Quotient aus den optischen
Dichten bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm. Fir reine DNA sollte er bei etwa 1,8
liegen. Niedrigere Werte deuten auf Verunreinigungen mit Proteinen hin, héhere Werte
zeigen Verunreinigungen mit Salzen oder Zuckern an.

Alle Messungen erfolgten in einem Nanodrop-ND1000-Spektralphotometer.

4.4.2 Isolierung von Nukleinsduren

Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte durch ,Lyse durch Kochen® (nach Sambrook et al.,
1989): 1,5 ml einer E. coli Ubernachtkultur wurden 60 sec bei 13.000 Upm (Raumtemperatur,
Heraeus Biofuge pico) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 300 uyl STET-Puffer resuspendiert,
nach Zugabe von 20 ul Lysozym-LOésung kraftig geschittelt, zur Vorinkubation 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieend 60 sec bei 95°C in einem Eppendorf-Heizblock
inkubiert. Die so lysierten Zellen und die denaturierte genomische DNA wurden anschliel3end
9 min bei 8.500 Upm (Raumtemperatur, Heraeus Biofuge pico) und danach mit einem
sterilen Zahnstocher aus der wassrigen Losung entfernt. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA
erfolgte durch Fallung mit 30 pl Minilysat(lll)-Lésung (3 M NaAc, pH 4,8) und 500 pl
Isopropanol fir 5 min bei Raumtemperatur und anschlieRender Zentrifugation fiir 15 min bei
13.000 Upm (Heraeus Biofuge pico). Das Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen
und nach dem Trocknen bei Raumtemperatur in 100 pyl TE-Puffer mit 50 pg/ml RNaseA
aufgenommen. Mit dieser Methode gelang es routinemaRig, aus 1,5 ml Ubernachtkultur etwa

50 pg Plasmid-DNA zu isolieren.

STET-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0 Lysozym-Lésung Minilysat(lll)-Lésung
100 mM NaCl 10 mg/ml Lysozym 3 M NaAc, pH 4,8

1 mM Nax-EDTA in 1x TE-Puffer in HoOpig.

5% (v/v) TritonX-100

in H2Opig.
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Isolierung von genomischer DNA aus U. maydis (Hoffman und Winston, 1987)

Fir die Isolierung genomischer DNA wurden zundchst 2 ml einer U. maydis Ubernachtkultur,
die in 2,5 ml YEPS;gw-Medium angezogen wurde, abzentrifugiert (1 min, 13.000 Upm,
Raumtemperatur, Heraeus Biofuge pico) und der Uberstand abgenommen. Zum Pellet
wurden 400 pl Lysis-Puffer, 500 pl Phenol/Chloroform sowie 300 mg Glasperlen gegeben.
Das Gemisch wurde fir 6-10 min auf hoher Stufe auf einem Vibrax-Schiittler geschiittelt, um
die Zellen aufzuschlieBen. Zur Phasentrennung wurde dann 15 min bei 13.000 Upm
(Raumtemperatur, Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert. Von der wassrigen Phase im
Uberstand wurden ca. 400 pl in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Gberfiihrt, 1 ml 100 % Ethanol
zugesetzt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 5-minltiger Zentrifugation bei
13.000 Upm (Raumtemperatur, Heraeus Biofuge pico) wurde das Pellet ca. 5 min bei
Raumtemperatur getrocknet und in 50 ul TE-Puffer mit 50 ug/ml RNaseA aufgenommen.
Anschlieend wurde die DNA bei 50°C und 850 Upm fiir 15-30 min in einem Eppendorf-
Thermomixer geldst. Zur Qualitatskontrolle wurde 1 pl der genomischen DNA auf ein 0,8 %-

iges Agarosegel aufgetragen und analysiert.

U. maydis Lysis-Puffer

50 mM Tris-HCI, pH 7,5 TE-Phenol/Chloroform

50 mM Na,-EDTA Mischung aus gleichen Teilen Phenol (in
1% (w/v) SDS TE-Puffer aquilibriert) und Chloroform.
in HaOpjg.

Alternative Praparation von genomischer DNA aus U. maydis (M. Vranes)

Zunachst wurden 2 ml Reaktionsgefalte mit je 300 mg Glasperlen versehen. Fir die
Isolierung genomischer DNA wurden zunéchst 2 ml einer U. maydis Ubernachtkultur, die in
2,5 ml YEPSjg-Medium angezogen wurde, in den vorbereiteten Reaktionsgefafien
abzentrifugiert (1 min, 13.000 Upm, Raumtemperatur, Heraeus Biofuge pico) und der
Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 500 pl Lysis-Puffer (1/2 mit 1xTE verdiinnt)
aufgenommen und flr 10-15 min auf einem Vibrax-Schuttler bei 1400 Upm geschittelt. Es
folgte ein 65°C Schritt fir 15 min auf einem Heizblock. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden
je 100 pl 8 M Kaliumacetat zugegeben. Nun wurden die Reaktionsgefalte zum Mischen 8-10
mal invertiert. Es folgte ein Zentrifugierschritt fiir 15 min bei >13.000 Upm. Der Uberstand
wurde mit 300 ul Isopropanol in frischen 1,5 ml Reaktionsgefallen versetzt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 15-minltiger Zentrifugation bei 13.000 Upm
(Raumtemperatur, Heraeus Biofuge pico) wurde das Pellet einmal mit 70% EtOH gewaschen
und danach maximal 5 min bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend wurde die DNA in
50 ul TE-Puffer mit 50 ug/ml RNaseA aufgenommen und bei 50°C und 850 Upm flr 15-30
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min in einem Eppendorf-Thermomixer geldst. Zur Qualitatskontrolle wurde 1 ul der

genomischen DNA auf ein 0,8 %-iges Agarosegel aufgetragen und analysiert.

RNA-Isolierung aus U. maydis Flissigkulturen

Diese Methode orientiert sich am Protokoll der Herstellerfirma (Invitrogen) und wurde zur
Praparation von Gesamt-RNA aus U. maydis Flussigkulturen verwendet. Es wurde
ausschlieldlich Nuklease-freies Verbrauchsmaterial verwendet. 50 ml Zellkultur (auch
induzierte Kulturen) wurden in CM-Medium bis zu einer ODgqo = 0,5 angezogen und pelletiert
(3.500 Upm, 5 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in flissigem
Stickstoff schockgefroren (ggf. wurde das Pellet bei -80°C gelagert). Auf das tiefgefrorene
Pellet wurden 2 ml Trizol (Invitrogen) pipettiert, dieser Ansatz kurz gevortext und nach
Zugabe von ca. 300 mg Glasperlen (150-200 ym &) wurden die Zellen in einer Kugelmuhle
(Retsch) bei 30 Hz aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde in zwei frische 1,5 ml
Reaktionsgefalle Uberflhrt, um die Glasperlen aus dem Ansatz zu entfernen. Nach flnf-
minutiger Inkubation bei RT wurden pro Ansatz (ein ml Trizol) 200 ul Chloroform zugesetzt,
kurz gevortext und drei Minuten bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 13.000 Upm,
RT) wurde die wassrige Phase abgenommen, in ein frisches Reaktionsgefal® tberflhrt und
nach Zugabe von 500 ul Isopropanol fir mindestens zehn Minuten bei RT gefallt. Nach
erneuter Zentrifugation (15 min, 13.000 Upm, RT) wurde die pelletierte RNA mit 75% Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min, 13.000 Upm, RT). Der Uberstand wurde
verworfen und das RNA-Pellet wurde fiir fiinf Minuten bei RT getrocknet, anschlielend in
50 ul Nuklease-freiem Wasser (Ambion) aufgenommen und fiir zehn Minuten bei 55°C in
einem Eppendorf-Heizblock geldst. Eine Qualitats- und Quantitatskontrolle erfolgte durch
photometrische Messung am NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer sowie durch Analyse

auf einem Agilent 2100-Bioanalyzer (siehe Angaben des Herstellers).

4.4.3 in vitro-Modifikationen von DNA (Sambrook et al., 1989)
Restriktion von DNA

Zur Spaltung von doppelstrangiger DNA wurden Typ |I-Restriktionsendonukleasen unter den

vom Hersteller empfohlenen Pufferbedingungen eingesetzt. Ein analytischer Ansatz enthielt:
0,5 ug DNA
10 pg Albumin (falls empfohlen)
0,5 U Restriktionsenzym

in 20 pl Reaktionspuffer
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Nach Inkubation flr 1 h bei 37°C (bzw. der fir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur)
wurden dem Ansatz 2 ul nativer Auftragspuffer zugesetzt und die Reaktionsprodukte auf

Agarosegelen analysiert.

Dephosphorylierung linearer DNA-Fragmente

5'-terminale Phosphatgruppen kénnen mit Hilfe der Antarktischen Phosphatase abgespalten
werden. Da DNA-Strange ohne 5'-terminale Phosphatgruppen nicht religieren kénnen, kann
so eine Religation von linearisierter Plasmid-DNA verhindert werden. Ein typischer

Reaktionsansatz enthielt:

1 ug linearisierte Plasmid-DNA

1 U Antarktische Phosphatase

in 100 ul Antarktische Phosphatase-Puffer
Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C und anschlieBend weitere 10 min bei 65°C zur
Hitzeinaktivierung des Enzyms inkubiert. Die DNA wurde durch Zugabe von 10 pl Na-Acetat
(pH = 5,3) und 250 pl reinem Ethanol gefallt. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen,

bei Raumtemperatur getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen.

Auffillen von 5‘-Uberhangenden DNA-Fragmenten

Die Tag-Polymerase ist in der Lage, 5-Uberhangende DNA-Fragmentenden in Anwesenheit
von Desoxynukleotiden und Magnesiumionen aufzuflillen und so glatte Enden zu erzeugen.
Dieses Vorgehen ist die Methode der Wahl, um nicht-kompatible Fragmentenden ligierbar zu
machen. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt:

1 yg DNA-Fragmente

50 uM dNTPs

1 U Tag-Polymerase

in 50 pyl Tag-PCR-Puffer
Der Ansatz wurde 30 min bei 72°C inkubiert. Derartig behandelte DNA-Fragmente kénnen

direkt in eine Ligationsreaktion eingesetzt werden.

Ligation von DNA-Fragmenten

Doppelstrangige DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der T4 DNA-Ligase kovalent verkniipft.
Das zu klonierende Fragment wurde in der Regel in dreifach molarem Uberschuss
gegenlber der dephosphorylierten, linearisierten Plasmid-DNA eingesetzt. Ein typischer
Reaktionsansatz enthielt:

100 ng linearisierter, dephosphorylierter Vektor

dreifach molarer Uberschuss an linearem Fragment
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1 U T4 DNA-Ligase

in 10 pl Ligase-Puffer
Der Ansatz wurde entweder ca. 6 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 16°C inkubiert.
Die so behandelte DNA konnte entweder direkt in chemisch kompetente E. coli Zellen
transformiert werden, oder wurde, fir eine anschlieBende Transformation durch

Elektroporation ca. 45 min gegen 10 % Glyzerin dialysiert.

4.4.4 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Nicht-denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Im Agarosegel kdnnen Nukleinsauren in einem elektrischen Feld entsprechend ihrer GroRRe
aufgetrennt, identifiziert und isoliert werden (Sambrook et al., 1989). In der Regel wurden
Gele hergestellt, die zwischen 0,8 und 2 % Agarose enthielten. Hierfir wurde die
entsprechende Menge an Agarose in 0,5x TBE-Puffer aufgekocht, nach Abkihlung auf ca.
60°C mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 wpg/ml) und in einen
Elektrophoreseschlitten gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde die Gelkammer mit 0,5x
TBE-Puffer geflllt. Vor dem Auftragen der Proben wurden diese im Verhaltnis 6:1 mit
nativem Auftragspuffer gemischt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung (5-10
V/cm). Die DNA-Banden konnten im UV-Durchlicht (Wellenlange - 254 nm) mit einem E-BOX
Videodokumentationssystem (Peqlab) detektiert und auf Thermalpapier photographisch

dokumentiert werden.

5x TBE-Puffer 6x Auftragspuffer, nativ

500 mM Tris-Borat, pH 7,9 50% (w/v) Sucrose

10 mM Nax-EDTA 0,25% (w/v) Bromphenol-Blau

in HyOpig. 0,25% (w/v) Xylencyanol FF
in TE-Puffer

4.4.5 Transfer und Nachweis von DNA auf Membranen (Southern, 1975)
Transfer von DNA (Southern Blot)

Der Transfer der in einem 0,8 %-igem Agarosegel aufgetrennten, mit Restriktionsenzymen

verdauten DNA-Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte durch Kapillar-Blot. Hierbei wird
die Transferlésung (20x SSC-Puffer) aus einem Pufferreservoir GUber Kapillarkrafte durch das
Gel hindurch in einen auf dem Gel platzierten Stapel Papierhandtiicher gesaugt. Die DNA-
Fragmente werden durch den Pufferstrom aus dem Gel eluiert und binden an die dartber
liegende, positiv geladene Nylonmembran. Ein gleichmaRig verteiltes Gewicht auf dem

Papierstapel garantiert eine dichte Verbindung zwischen den jeweiligen Lagen des

109



Material und Methoden

Transfersystems. Vor dem Transfer wurde das Agarosegel 20 min in 0,25 M HCI inkubiert,
um einen Teil der Purine abzuspalten. So wird der Transfer grolRer DNA-Fragmente
erleichtert. AnschlieRend wurde das Gel erst 20 min in DENAT-LO6sung, dann weitere 20 min
in RENAT-L6sung gewaschen. Der Aufbau des Blots von unten nach oben geschah
folgendermalien:

Whatman 3MM-Bricke zum Pufferreservoir

Agarosegel

Nylonmembran (Roti®-Nylon Plus)

drei Lagen Whatman 3MM

Stapel Papierhandtlicher

Glasplatte

Gewicht (ca. 500 g)

Der Kapillar-Blot erfolgte Gber Nacht. Anschlieliend wurde die Membran bei Raumtemperatur
getrocknet und die DNA wurde in einem UV Stratalinker 1800 (Stratagene) fir 1 min pro

Seite auf der Membran fixiert.

20x SSC-Puffer DENAT-L6sung RENAT-L6sung
3 M NaCl 1,5 M NaCl 1,5 M NaCl

0,3 M Na-Citrat * 2 H,O 0,4 M NaOH 282 mM Tris-HCI
in HyOpqg, pH-Wert mit in HoOpig 218 mM Tris-Base

HCI auf 7,0 eingestellt

Spezifischer Nachweis von Nukleinsduren (DIG-Protokoll)

Gen-spezifische Sonden wurden durch den Einbau von Digoxigenin-11-dUTP (DIG) in die

Sonden-DNA hergestellt. Ein typischer Ansatz fiir die Markierungsreaktion enthielt:

6,6 pul DNA (0,5-1 pg in H2Opig)

1 yl 10x DIG-Mix (Jena Bioscience, siehe Herstellerangaben)

1 pl 10x Octadeoxyribonukleotide in Markierungspuffer (New England Biolabs)
1 pl Albumin (10 ug/ul)

0,4 ul DNA Polymerase | large (Klenow)-Fragment (New England Biolabs)

Vor der Markierungsreaktion wurde die Sonden-DNA zunachst fir 10 Minuten bei 95°C in
einem Eppendorf-Heizblock denaturiert. Anschlieend wurde das Gemisch Uber Nacht,
mindestens jedoch eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,5 ul 0,5 M Nay-
EDTA und/oder Inkubation fir 10 Minuten bei 65°C gestoppt. Zur Fallung der Sonden-DNA
wurde das Gemisch mit 1,4 ul 4 M LiCl und 37,5 pl 100% Ethanol versetzt und 20 Minuten
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zentrifugiert (13.000 Upm, RT, Heraeus Biofuge pico). Das Pellet wurde in 1 ml Southern-
Hybridisierungspuffer geldst und 10 Minuten bei 95°C in einem Eppendorf-Heizblock oder
einem Wasserbad denaturiert. Zur Absattigung der unspezifischen Bindestellen der Nylon-
Membran wurde diese mit Southern-Hybridisierungspuffer flir 15-30 Minuten bei 65°C in
einer Hybridisierungs-Réhre pra-inkubiert. Der Puffer wurde anschlieRend verworfen, die
denaturierte Sonde (in 10 ml Southern-Hybridisierungspuffer) hinzugegeben und Gber Nacht
im Hybridisierungsofen bei 65°C hybridisiert. Anschlieliend wurde die Membran fir je 15
Minuten bei 65°C mit 2xSSPE + 0,1% (v/v) SDS, 1xSSPE + 0,1% (v/v) SDS und 0,1xSSPE +
0,1% (v/iv) SDS gewaschen. Fur die Detektion wurde die Membran bei RT in der
Hybridisierungs-Rdohre in den folgenden Lésungen inkubiert: finf Minuten DIG-Waschpuffer,
30 Minuten DIG2-Lésung, 60 Minuten Antikérper-Lésung (1:7.500 Anti-Digoxigenin-Fab-
Fragmente (Roche) in DIG2-Lésung), und zwei Mal 15 Minuten in DIG-Waschpuffer.
AnschlieRend wurde die Membran flr finf Minuten in DIG3-Lésung aquilibriert und fiir finf
Minuten in Chemilumineszenz-Lésung (1:500 CDP-Star Lésung (New England Biolabs) in
DIG3) inkubiert. Die Membran wurde luftblasenfrei in einen Plastikbeutel eingeschweil’t und
gemeinsam mit einem blauempfindlichen Ro6ntgenfiim in einer lichtdichten Kassette
verschlossen. Nach einer Expositionszeit von durchschnittlich 1-30 Minuten wurde der Film
entwickelt, indem dieser zunachst fur einige Minuten in Entwickler-L6ésung getaucht wurde
bis die Banden sichtbar wurden, kurz mit Wasser gespult und schliel3lich ca. zwei Minuten in
Fixier-Lésung fixiert wurde. Alternativ wurde die Chemilumineszenz-Anlage CHEMI-SMART-
5100 (PeqgLab) zur digitalen Aufnahme des Blots Uber eine CCD-Kamera verwendet. Mit der
Software Chemi-Capt (PeqlLab) konnten digitale Aufnahmen bearbeitet oder fiir eine weitere

Bearbeitung exportiert werden.

Southern-Hybridisierungspuffer DIG2
500 mM Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,0 5% Milchpulver (w/v) in DIG1
7% (w/v) SDS
in Hzobid_ DIG3
0,1 M Maleinsaure
DIG-Waschpuffer 0,1 M NaCl
0,3% (v/v) Tween-20 0,05 M MgCl,
in DIG1 in H2Ouiq,, pH-Wert auf 9,5 eingestellt
DIG1
0,1 M Maleinsaure
0,15 M NacCl

in H2Ouiq,, pH-Wert auf 7,5 eingestellt
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4.4.6 Sequenzierung von DNA
Fir die Sequenzierung von DNA wurde der Sequenzier-Service der Ludwigs-Maximilian
Universitat in Minchen in Anspruch genommen. Vor der automatischen Sequenzierung
wurde die DNA mit der PEG-Methode gefallt. Dazu wurde 1/3 Volumen PEG4000 mit
750 mM NaCl zu den Proben gegeben, gut gemischt und anschlieRend 30 Minuten bei
13.000 Upm und RT zentrifugiert (Heraeus Biofuge pico). Das Pellet wurde einmal mit 70%
Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 20 pl HyOpg. aufgenommen. Alternativ
wurde flur die Proben-Aufreinigung das RotiPrep Plasmid Mini Kit (Carl Roth) verwendet. Je
Sequenzier-Reaktion wurden 100-300 ng Plasmid-DNA mit 2 pmol des Oligonukleotids
gemischt. Die erhaltenen Sequenzrohdaten konnten zur weiteren Bearbeitung in die
Programme Clone Manager oder ApE exportiert werden.
Zur Sequenzanalyse und fir Homologievergleiche wurden folgende Programme benutzt.
* BLAST 2 (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) zur Identifikation ahnlicher
Proteine oder DNA-Sequenzen in offentlichen Datenbanken
* ApE- A plasmid Editor v1.17 zur Bearbeitung von Sequenzrohdaten und zum
Vergleich von DNA-Sequenzen
* Clone Manager 9 (Sci-Ed Software) zur Erstellung und Bearbeitung von Plasmid- und

genomischen Sequenzen

4.5 Biochemische Methoden

4.5.1 Proteinextraktion aus U. maydis fiir Proteinnachweis

Aus einer exponentiell wachsenden Vorkultur wurden 50-100 ml CM-Medium auf eine
ODggo = 0,1-0,2 eingestellt. Diese Kultur wurde bis zu einer ODgy = 0,8 bei 28°C und
180 Upm inkubiert. Nach der Ernte der Zellen (3.500 Upm, 5 min, 4°C, Heraeus Biofuge
stratos) wurde das Zellpellet einmal mit PBS-Puffer oder H,Oyq. gewaschen. AnschlieRend
wurde das Pellet in flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschlieliend wurde das Pellet in
1 ml PBS-Puffer mit Protease-Inhibitoren (je 10 ml Puffer 200 pl 50x Complete Protease-
Inhibitor Cocktail, 100 pul 0,1 M PMSF, 100 pl 0,5 M Benzamidin) resuspendiert. Die Zellen
wurden fur 10 Minuten und 30 Hz in einem vorgekihlten Stahlbehalter mit zwei Stahlkugeln
in einer Kugelmihle (Retsch) aufgeschlossen. Das Zellextrakt wurde auf Eis aufgetaut, in
1,5 ml Reaktionsgefale Uberflhrt und fir 30 Minuten bei 22.000 Upm und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in frische ReaktionsgefaRe uberfiihrt und mit der entsprechenden
Menge Laemmli-Puffer versetzt. AnschlieRend wurde das Gemisch fir drei Minuten bei 95°C

denaturiert und fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet.
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4.5.2 Anreicherung der zytoplasmatischen Proteinfraktion

Aus einer exponentiell wachsenden U. maydis Kultur wurden 500 ml CM-Glukose so
eingestellt, dass sie am darauf folgenden Tag eine ODggo von ungefahr 0,8-1 erreicht hat. Die
Zellen wurden dann in einer Thermo Scientific Sorvall RC 6+ Zentrifuge in zwei
Durchgangen bei 3500 Upm abzentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde
verworfen. Das Zellpellet wurde zum Waschen in 50 ml ddH,O aufgenommen und
anschlieBend in ein 50 ml Reaktionsgefal® (Greiner) Uberfihrt. Nach einem weiteren
Zentrifugierschritt bei 3500Upm in einer Heraeus Laborfuge 400R wurde der Uberstand
entfernt und die sauberen Zellen in 5 ml Zellkernextraktionspuffer mit 1x Complete Protease
Inhibitor Cocktail (Roche) aufgenommen. Die Zellen wurden in einer French Press (American
instrument company) bei einem Druck von 1.500 PSIG in drei Durchgangen aufgeschlossen.
Das resultierende Zelllysat wurde in vier 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefalie tberfihrt und in
einer Heraeus Biofuge stratos bei 7.000 Upm fiir 10 min pelletiert. Der Uberstand direkt fiir

western Analysen oder fiir Pull-Down Experimente verwendet.

4.5.3 Coimmunoprecipitation (Co-IP) von Proteinen

Aus einer exponentiell wachsenden U. maydis Kultur wurden 300 ml CM-Glukose so
eingestellt, dass sie am darauf folgenden Tag eine ODggo von ungefahr 0,8-1 erreicht hat. Die
Zellen wurden dann in einer Thermo Scientific Sorvall RC 6+ Zentrifuge bei 3500 Upm
abzentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde
zum Waschen in 50ml ddH20 oder PBS aufgenommen und anschlieBend in ein 50 mi
Reaktionsgefall (Greiner) tberflhrt. Nach einem weiteren Zentrifugierschritt bei 3500 Upm in
einer Heraeus Laborfuge 400R wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in fliissigem
Stickstoff schockgefroren (Nun Lagerung bei -80°C moglich). Das Pellet mit den sauberen
Zellen wurde auf Eis aufgetaut und in 1 ml IP Puffer (nach Pierce) mit 1x Complete Protease
Inhibitor Cocktail (Roche) aufgenommen. Die Zellen wurden fiir 10 Minuten und 30 Hz in
einem vorgekihlten Stahlbehalter mit zwei Stahlkugeln in einer Kugelmihle (Retsch)
aufgeschlossen. Das Zellextrakt wurde auf Eis aufgetaut, in 1,5 ml Reaktionsgefalle
Uberfihrt und fir 30 Minuten bei 22.000 Upm und 4°C in einer Hereus Biofuge stratos
zentrifugiert. Nach der Zentrifugierung wurden 20 ul Uberstand mit 40 pl IP Puffer (nach
Pierce) und 20 pl 4x Laemmli Puffer (Roth) versetzt und bei 95°C fur 3 min denaturiert (Input
Kontrolle). Wahrenddessen wurden 50ul einer, mit Anti-HA Antikérper gekoppelten,
Agaroselosung (Sigma A2095) in einem 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefall gewaschen.
Hierfur wurde vier mal PBS Puffer und einmal IP-Puffer (nach Pierce) verwendet (je 1 ml).
Die Waschung erfolgte durch das Zugeben des Puffers und der anschlieBenden Invertierung

des Reaktionsgefalles (10 bis 15x). Es folgte ein Zentrifugierschritt bei 8.000Upm fir 30s.
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Nach Verwerfen des Uberstandes konnte erneut frischer Waschpuffer zugegeben werden.
Die proteinhaltige Uberstand aus der Hochgeschwindigkeitszentrifugation wurden nun mit
der vorgereinigten Anti-HA-Agarose in einem 1,5 ml Reaktionsgefal vereinigt und bei 4°C
auf einem vertikalen Drehrad fir 3h bis UN inkubiert. Nach weiteren drei bis flnf
Waschschritten mit je 1000ul IP-Puffer (nach Pierce) + 1x Complete (Roche) (Zentrifugation
2000Upm flr 30s) wurde die Agarose in 500ul IP Puffer (nach Pierce) + 1x Complete
(Roche) aufgenommen und in ein frische 1.5ml Eppenforf Reaktionsgefal Uberflhrt. Das
leere Reaktionsgefald wurde erneut mit 500pul IP Puffer (nach Pierce) + 1x Complete (Roche)
durchgesplilt, welcher anschlieRend zu der restlichen Probe gegeben wurde. Die Anti HA-
Agarose wurde erneut bei 2000Upm fir 30s pelletiert. AnschlieRend konnte der Uberstand
nahezu vollstandig entfernt werden. Um die gebundenen Proteine von dem, an die Agarose
gebundenen Antikorper zu l6sen, wurden 20ul 4x Laemmli Puffer (Roth) zugegeben. Die
Elution erfolgte durch Aufkochen bei 95°C flir 3 min. Die erhaltenen Proteinextrakte (Eluat
und Input) wurden nun auf ein SDS Polyacrylamidgel geladen und anschlielend per Western

Blot nachgewiesen (s.u.).

IP Puffer (nach Pierce)
25 mM Tris-HCL, pH 7.4
150 mM NaCl

1 mM EDTA

1% (v/iv) NP-40

5% (v/v) Glycerol

4.5.4 Immunoprecipitation (Pull-Down) von Proteinkomplexen aus U. maydis

Aus einer exponentiell wachsenden U. maydis Kultur wurden 500 ml CM-Glukose so
eingestellt, dass sie am darauf folgenden Tag eine ODggo von ungefahr 0,8-1 erreicht hat. Die
Zellen wurden dann in einer Thermo Scientific Sorvall RC 6+ Zentrifuge in zwei
Durchgangen bei 3500 Upm abzentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde
verworfen. Das Zellpellet wurde zum Waschen in 50 ml ddH,O aufgenommen und
anschlieBend in ein 50 ml Reaktionsgefal® (Greiner) Uberfihrt. Nach einem weiteren
Zentrifugierschritt bei 3500 Upm in einer Heraeus Laborfuge 400R wurde der Uberstand
entfernt und die sauberen Zellen in 5 ml IP Puffer (nach Pierce) mit 1x Complete Protease
Inhibitor Cocktail (Roche) aufgenommen. Die Zellen wurden in einer French Press (American
instrument company) bei einem Druck von 1.500 PSIG in drei Durchgangen aufgeschlossen.
Das resultierende Zelllysat wurde in vier 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefalie Uberflhrt und in
einer Heraeus Biofuge stratos bei 22.000 Upm fiir 30 min bei 4°C pelletiert. Nach der
Zentrifugierung wurden 1 pl Uberstand mit 149 ul IP Puffer (nach Pierce) und 50 pl 4x

Laemmli Puffer (Roth) versetzt und bei 95°C fir 3 min denaturiert (Input Kontrolle).
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Wahrenddessen wurden 50ul einer, mit Anti-HA Antikdrper gekoppelten, Agaroselésung
(Sigma A2095) in einem 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefald gewaschen. Hierflir wurde vier
mal PBS Puffer und einmal IP-Puffer (nach Pierce) verwendet (je 1 ml). Die Waschung
erfolgte durch das Zugeben des Puffers und der anschlieBenden Invertierung des
Reaktionsgefalles (10 bis 15x). Es folgte ein Zentrifugierschritt bei 8.000Upm fiir 30s. Nach
Verwerfen des Uberstandes konnte erneut frischer Waschpuffer zugegeben werden. Die
proteinhaltigen Uberstande aus der Hochgeschwindigkeitszentrifugation wurden nun mit der
vorgereinigten Anti-HA-Agarose in einem 15ml Greiner Gefalk vereinigt und bei 4°C auf
einem vertikalen Drehrad fiir 3h (Prp19) bis UN (Num1) inkubiert. Nach weiteren drei bis fiinf
Waschschritten mit je 1000ul IP-Puffer (nach Pierce) + 1x Complete (Roche) (Zentrifugation
2000Upm flr 30s) wurde die Agarose in 500ul IP Puffer (nach Pierce) + 1x Complete
(Roche) aufgenommen und in ein frische 1.5ml Eppenforf Reaktionsgefal tberflhrt. Das
leere Reaktionsgefald wurde erneut mit 500pul IP Puffer (nach Pierce) + 1x Complete (Roche)
durchgesplilt, welcher anschlieRend zu der restlichen Probe gegeben wurde. Die Anti HA-
Agarose wurde erneut bei 2000Upm fir 30s pelletiert. AnschlieRend konnte der Uberstand
nahezu vollstandig entfernt werden. Um die gebundenen Proteine von dem, an die Agarose
gebundenen Antikérper zu l6sen, wurden 20ul einer HA-Peptidlésung (2,5mg/ml in PBS)
hinzugegeben. Die Elution erfolgte in einem Thermomixer comfort der Firma Eppendorf bei
30°C fir 40min. Dabei wurde das Gerat so eingestellt, dass alle 60s ein Schittelschritt von
5s bei 1000Upm erfolgte. Dieser Schuttelschritt verhinderte das Absetzen der Agarose. Um
die Proteinldsung von der Anti HA-Agarose zu trennen, wurde das Gemisch nun Uber eine
zwei-fach mit IP-Puffer (nach Pierce) gewaschene Mobitec T100 Saule aufgereinigt. Fir alle
Waschschritte und die folgende Proteinreinigung wurde die Saule je 1min bei 8000Upm
zentrifugiert. Das resultierende ,saubere® Proteingemisch wurde anschlieRend mit der
entsprechenden Menge 4x Laemmli Puffer (Roth) versetzt und 3 min bei 95°C aufgekocht.
AnschlieBend konnten die Proben fir SDS-Page und anschlieRende Silberfarbung (Input

Kontrolle und Eluat) oder fir den In-Gel Trypsinverdau (nur Eluat) verwendet werden.

IP Puffer (nach Pierce)
25 mM Tris-HCL, pH 7.4
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1% (v/iv) NP-40

5% (v/v) Glycerol
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4.5.5 In-Gel Trypsinverdau von Proteinen

Die betreffenden Proben wurden zunachst in die Taschen eines 10%-igen SDS-Gels
geladen und bei 100V so lange aufgetrennt, bis die Lauffront 1,5 bis 2cm in das Trenngel
eingelaufen ist. Dabei wurden die Proben immer mit mindestens einer Tasche Abstand
beladen, um eine Vermischung der Proben zu verhindern. Anschiellend wurde die
Elektrophorese gestoppt. Auf die Glasscheibe wurde nun pro Probe ein Raster gezeichnet,
welches von Lauf-/Trenngelrand bis zur Lauffront reichte. Die Vertikale Begrenzung bildete
jeweils der Rand der anschlieBenden Taschen. Dieses Raster wurde anschliefend
horizontal in vier gleich groRe Stiicke geteilt. Nun wurden die Glasscheiben von einander
getrennt und das Gel konnte anschlieRend mit einer frischen Skalpellklinge (je Probe) zerteilt
werden. Dabei wurde das Raster als Vorlage verwendet. Die Gelstlicke wurden in je ein
1,5ml Eppendorf Gefaly tberfihrt. Um die Proteine im Gel zu fixieren wurde jedes Gelstiick
mit 1 ml Fixierldosung Uberschichtet und flr 1 h bei RT inkubiert. Anschlielend wurde die
Fixierlosung verworfen und durch 1ml ddH,Op4est ersetzt. Die Inkubation erfolgte flr
mindestens 30min bei RT oder UN bei 4°C. Als N&chstes wurde der Uberstand
abgenommen und die Gelstlicke jeweils auf einem frischen Objektrager mit einer frischen
Skalpellklinge in ungefiahr 1 mm? groRe Stiicke geschnitten. Die Stiicke wurden jeweils
wieder in die 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefalle tUberfihrt und mit 200 ul Acetonitril (Roth)
Uberschichtet. Die Inkubation erfolgte flir 10min bei RT. Um die Gelstiicke komplett zu
trocknen wurde der Uberstand verworfen und die Stiicke in der Speed Vac bei hoher
Temperatur fir 20 min inkubiert. Zur Reduzierung der Proben wurden 300 ul DTT (in 100
mM Ammoniumhydrogencarbonat (Roth)) zugesetzt. Die Inkubation erfolgte flir 1 h bei 56°C.
Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden die Proben mit 300 ul 55 mM lodocetamid (in
100 mM Ammoniumhydrogencarbonat (Roth)) alkyliert. Dies geschah bei RT im Dunkeln fir
45 min. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden 300 pl 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonat zugesetzt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Der Uberstand
wurde verworfen. Es wurden nun 300 ul Acetonitril (Roth) zugesetzt und erneut fir 10 min
bei RT inkubiert. Die Waschschritte mit Ammonium Hydrogencarbonat und Acetonitril
wurden ein weiteres Mal wiederholt. AnschlieRend konnten die Gelstiicke erneut bei hoher
Temperatur in der Speed Vac getrocknet werden (20 min). Nun wurden 150 pl Trypsinlésung
(25 g Trypsin in 80 ul Promega Resuspension Buffer, 1:20 mit 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonat verdiinnt) zugegeben. Die Inkubation erfolgte fir 45 min auf
Eis. Die uberschussige Trypsinlésung wurde verworfen. Fir die anschliefende Inkubation
UN bei 37°C wurden die Gelstiicke mit 100 pyl 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat
Uberschichtet. Die Proben wurden nun kurz mit 13000 Upm pelletiert und der Uberstand je in
ein neues 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefal® Uberfuhrt. AnschlieRend wurden 70 pyl 20 mM

Ammoniumhydrogencarbonat auf die Gelstiicke gegeben. Die Inkubation erfolgte fur 10 min
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bei RT. Der Uberstand wurde dann mit dem vorherigen vereint. Nun wurden 90ul einer
Lésung aus 50% Acetonitril, 5% Ameisensaure (Roth) und 45% ddH20 zu den Gelstlcken
gegeben. Nach einer 20 mindtigen Inkubation bei RT wurde erneut kurz bei 13000 Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut mit den vorherigen vereint. Dieser
Extraktionsschritt wurde so lange wiederholt (mindestens 2 mal), bis die Gelstlicke innen
weill wurden. Nachdem alle Ubersténde vereint waren, konnte die Peptidldsung vollstéandig
eingetrocknet werden. Dies erfolgte in der Speed Vac fir mindestens 5h (je nach Menge) bei
hochster Temperatur. Die gewonnen Peptidpellets konnten nun verschickt werden. Die
anschlieRenden Mass spec experimente wurden von unseren Kooperationspartnern in

Goéttingen durchgefiihrt.

4.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

Zur Auftrennung der Proteine wurde die Methode der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet (Laemmli, 1970). Als Laufkammer wurde eine
Mini Protean Il Apparatur (Biorad) verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei 20 mA (pro Gel)
fur 25-30 min bis die Auftragspufferbande die Trenngelschicht erreicht hatte. Die
Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 30-40 mA (pro Gel) und maximal 200 V fir 40-60 min.
Alternativ wurden die Protein auf den Gelen bei 100V fiir ungefahr 70 min. aufgetrennt.

Je nach Proteingréf3e, wurden die Gele mit 7-12% Acrylamid hergestellt.

Sammelgel (5%) Trenngel-Puffer (4x)
0,333 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%) 1,27 M Tris-Base
0,25 ml Sammelgel-Puffer, pH 6,8 0,23 M Tris-HCI
1,385 ml HyOpjq. Mit H2Oyig. angesetzt und pH-Wert auf 8,8
20 yl 10% SDS eingestellt.
10 pl 10% APS (w/v in H2Opiq))
2 ul TEMED Laufpuffer fiir Protein-Gele (1x)
25 mM Tris-HCI, pH 8,8
Sammelgel-Puffer (4x) 200 mM Glyzin
55 mM Tris-Base 0,1% (w/v) SDS
445 mM Tris-HCI in H2Opq.
Mit H,Opig. angesetzt und pH-Wert auf 6,8
eingestellt. Laemmli-Puffer (1x)
60 mM Tris-HCI, pH 6,8
Trenngel (10%) 2% (v/iv)SDS
1,667 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%) 10% (v/v) Glyzerin
1,875 ml Trenngel-Puffer, pH 8,8 5% (v/v) B-Mercaptoethanol
1,364 ml HoOpig. 0,01% (w/v) Bromphenolblau

50 pl 10% SDS
40 pl 10% APS (w/v in H2Opig.)
4 ul TEMED
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4.5.7 Farbung von Proteingelen

Coomassie-Farbung:

Fir die Coomassie Farbung von Proteinen wurde Roti-blue quick (Carl Roth) verwendet.
Hierzu wurde das Gel in eine Farbeschale gegeben und mit Roti-blue quick Ldsung

Ubergossen. Die Farbung erfolgte fiir 15 min bis UN bei RT.

Silbernitrat-Farbung:

Fur die Silbernitrat-Farbung nach (Blum et al., 1987) wurden die Proteine im SDS-
Polyacrylamid-Gel zunachst fixiert. Dazu wurde das Gel fir eine Stunde in einer Farbeschale
in Fixier-Lésung inkubiert. Es folgte ein Waschschritt fir 30 Minuten in Waschlésung.
Anschlieend wurde das Gel flir genau eine Minute in Thiosulfat-Loésung und, nach dessen
Entfernung, 20 Minuten in Farbe-Losung inkubiert. Nun wurde das Gel in eine neue
Farbeschale Uberfihrt. Die Banden wurden in Entwickler-Losung bis zur gewlinschten

Farbung entwickelt. Die Reaktion wurde mit Stopper-Losung beendet.

Fixierer Farbe-Lésung
10% Essigsaure 0,2% (w/v) AgNO3
50% Methanol 0,015% (v/v) Formaldehyd (37%ig)
Waschlésung Entwickler
30% Ethanol 6% (w/v) NaCO;
0,05% (v/v) Formaldehyd (37%ig)
Thiosulfat-L6sung 2% Thiosulfat-Lésung
0,02% (w/v) Na-Thiosulfat
in HxOuiq,, frisch angesetzt Stopper

18% Essigsaure
75% Methanol
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4.5.8 Nachweis von immobilisierten Proteinen

Western Blot (Towbin et al., 1979)

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamid-Gelen auf eine PVDF Membran (Carl
Roth) erfolgte mittels Elektro-Blot in einer Semi-Dry-Blotter-Apparatur fir 1 h mit 2 mA pro
cm? PVDF-Membran. Der Blot von der Kathode in Richtung Anode wurde fiir das

diskontinuierliche Puffersystem folgendermafien aufgebaut:

drei Lagen Whatman 3MM (in Kathodenpuffer getrankt)
SDS-Polyacrylamid-Gel (fir 10 min in Kathodenpuffer aquilibriert)
PVDF-Membran (10 sec in Methanol gewaschen, mit H,O
gespdult und flr 10min in Anodenpuffer 2 aquilibriert)

eine Lage Whatman 3MM (in Anodenpuffer 2 getrankt)

zwei Lagen Whatman 3MM (in Anodenpuffer 1 getrankt)

Western Blot (Garic et al., 2013)

Der Transfer der Proteine aus SDS-Polyacrylamid-Gelen auf eine PVDF Membran (Carl
Roth) erfolgte mittels Elektro-Blot in einer Semi-Dry-Blotter-Apparatur fir 1 h mit 2 mA pro
cm? PVDF-Membran. Der Blot von der Kathode in Richtung Anode wurde fiir das Fastblot

Puffersystem folgendermallen aufgebaut:

zwei Lagen Whatman 3MM (in Fastblotpuffer getrankt)

SDS-Polyacrylamid-Gel (flr 5 min in Fastblotpuffer aquilibriert)
PVDF-Membran (1 min in Methanol aktiviert, 5 min in Fastblotpuffer aquilibriert)
zwei Lagen Whatman 3MM (in Fastblotpuffer getrankt)

Spezifischer Nachweis der immobilisierten Proteine

Der immunologische Nachweis von Proteinen erfolgte mit Hilfe der an den sekundaren
Antikorper gekoppelten Meerrettich-Peroxidase (HRP). Nach dem Elektro-Blot wurde die
PVDF-Membran zunachst in ein 50 ml Gefald (Greiner) Uberfihrt und anschliefsend fiir 30
min bis 5 h in 4 % Magermilchpulver in TBST-Puffer auf einem Taumelrollenmischer
geblockt, um eine unspezifische Bindung der Antikérper an die Membran zu verhindern.
Anschliellend wurde die Membran flr 30 min bis 12 h mit 3 ml des primaren Antikorpers,
verdinnt in TBST-Puffer mit 4 % Magermilchpulver, bei 4°C (bei 30-60 min bei RT) auf
einem Taumelrollenmischer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen flir 10 min in TBST-Puffer
wurde die Membran fir 30 min bis 12 h mit 3 ml der sekundaren Antikérper-Lésung,
verdinnt in TBST-Puffer mit 4 % Magermilchpulver, inkubiert. Darauf folgten drei

Waschschritte fur 10 min mit TBST-Puffer und ein weiterer Waschschritt fir 10 min in TBS-
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Puffer. Die Antikérper wurden in einer 1:3000 Verdinnung eingesetzt. Fir die Detektion
wurden 1,5 ml der ECL 1-Lésung mit 1,5 ml ECL 2-Lésung gemischt, auf die Membran
gegeben und fir 1 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dann in einen
Plastikbeutel gelegt. Das Fluoreszenzsignal wurde anschlieRend mit Hilfe der CCD-Kamera
einer CHEMI-SMART-5100 (PegLab) fotografiert. Die Belichtungszeit betrug zwischen 10

sec und finfzehn min.

Anodenpuffer 1

300 mM Tris-HCI, pH 10,4
15% (v/v) Methanol

in HaOpjg.

Anodenpuffer 2

30 mM Tris-HCI, pH 10,4
15% (v/v) Methanol

in HzOpig.

Kathodenpuffer

25 mM Tris-HCI, pH 9,4

40 mM y-Aminocapronsaure
15% (v/v) Methanol

Fastblotpuffer

45 mM Tris

20mM HEPES
20% (v/v) Methanol
in HaOpjg.

ECL 1-Lésung

10 ml 100 mMTris-HCI pH 8,5
44 pl 90 mM Coumarinsaure
100 pl 250 mM Luminol

ECL 2-Lésung
10 ml 100 mMTris-HCI pH 8,5
6 ul 30% H202

in HaOpjg.

TBST-Puffer

20 mM Tris-HCI, pH 7,9
136 mM NaCl

0,05% (v/v) Tween-20

4.5.9 Massenspektroskopische Analysen
Die LCMS Experimente wurden zusammen mit Oliver Valerius am Institut flr Mikrobiologie
und Genetik in der Abteilung Molekulare Mikrobiologie und Genetik (Leitung: Prof. Gerhard

Braus) an der Georg-August Universitat in Gottingen durchgefihrt.

Nano LC — RSLCnano Ultimate 3000 System (Thermo Scientific)

Peptide des In-Gel Trypsinverdaus wurden zum Entsalzen auf eine Acclaim PepMap 100

Séaule (75 ym x 2 cm, C18, 3 um, 100 A; Thermo Scientific) geladen und bei einer Flussrate
von 25 pl/min fir 6 min mit Lésung A (98% H,0, 2% Acetonitrile, 0,07% TFA) gespllt. Die
folgende Peptidseparation durch reverse phase Chromatographie wurde mit einer Acclaim
PepMap RSLC Saule (75 ym x 25 cm, C18, 3 um, 100 A; Thermo Scientific) durchgefihrt.
Standardmafig wurde dafur ein Gradient von 98% Lésung A (H,0, 0,1% Ameisensaure) und
2% Lbsung B (80% Acetonitrile, 20% H,0, 0,1% Ameisensaure) bis 42% Ldsung B in 95 min

und 65% Losung B innerhalb der nachsten 26 min verwendet. Die Flussrate betrug hierbei
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300 nl/min. Die verwendeten Reinstchemikalien wurden alle von Fisher Chemicals (LCMS

grade) bezogen.

Nano ESI| Massenspektrometrie (Orbitrap Velos Pro, Thermo Scientific)

Peptide aus der Chromatographie wurden online durch nano-electrospray (nESI) mit einer
Nanospray Flex lon Source (Thermo Scientific) bei 2,4 kV on-line ionisiert. Dadurch erfolgte
ein kontinuierlicher Transfer der Peptide in das Massenspektrometer. Vollstidndige Scans
innerhalb eines Massenbereichs von 300-1850 m/z wurden von dem Orbitrap-FT analyzer
bei einer Aufldsung von 60.000 mit paralleler datenabhangiger top 10 MS2-Fragmentierung
mit der LTQ Velos Pro linear ion trap (CID) durchgefiihrt. Die LCMS Einstellungen und die

Datenerfassung wurden mithilfe der XCalibur 2.2 (Thermo Fisher) Software durchgefihrt.

MS-Datenanalyse mit ProteomeDiscoverer 1.4 (Thermo Scientific)

Die ProteomeDiscoverer 1.4 Software wurde zur Proteinidentifizierung verwendet. Die MS
Daten mit SequestHT und Mascot gegen eine Ustilago maydis spezigische Proteindatenbank
von MIPS Ustilago maydis DataBase (MUMDB) abgefragt. Die False Discovery Rate (FDR)

fur die Peptidzuordnungen wurde auf <1% gesetzt.

4.6 PCR-Techniken

4.6.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Innis et al., 1990)
Die PCR bietet die Méglichkeit, definierte DNA-Bereiche selektiv zu amplifizieren. Dazu sind
zwei Oligonukleotide (Primer) nétig, von denen einer zum 3‘-Bereich der gewilnschten
Sequenz, der andere zum Gegenstrang des 5'-Bereichs komplementar ist. Die Reaktionen
wurden in einem Peltier Thermal Cycler PTC-100 (MJ Research) Gerat durchgefiihrt. Als
Standard-Protokoll wurden folgende Ansatze verwendet:

100 ng Matrizen-DNA

2 U Tag DNA-Polymerase

0,4 pl 25 mM dNTPs

0,3 ul je Primer (100 pmol/ul)

in 50 pyl Taqg PCR-Puffer
94°C/5 min — [94°C/1 min — 65°C/1 min — 72°C/1 min] x 30 — 72°C/10 min

Fir die Amplifikation genomischer Fragmente U. maydis oder der Amplifikation von DNA
Fragmenten, welche fir Klonierungsansatze verwendet wurden, kam die Phusion DNA-

Polymerase (New England Biolabs) zum Einsatz. Die Phusion Polymerase besitzt eine
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hohere Rezessivitat bei niedriger Fehlerrate, verglichen zur Tag DNA-Polymerase. Es wurde
folgender Standard-Ansatz verwendet:

100 ng Matrizen DNA

2 U Phusion DNA-Polymerase

0,4 pl 25 mM dNTPs

0,3 pl je Primer (100 pmol/ul)

in 50 pl Phusion PCR-Puffer (New England Biolabs)
98°C/30 sec — [98°C/10 sec — 65°C/30 sec — 72°C/1 min] x 30 — 72°C/5 min

4.6.2 PCR-Generierung von Gen-Deletionskonstrukten fiir U. maydis (Kamper, 2004)

Mit dieser Methode kdnnen gezielt offene Leserahmen von Genen mit bekannter Sequenz in
U. maydis deletiert werden. Man bedient sich dabei des Mechanismus der homologen
Rekombination Uber die angrenzenden genomischen Flanken. Eine Klonierung der
Fragmente ist dabei nicht notwendig. Prinzipiell erfolgt eine PCR-Amplifikation des 5°- und 3'-
gelegenen Bereichs des zu deletierenden Gens. Die Fragmente sollen dabei etwa eine
Lange von 1 kb besitzen. Uber geeignete PCR-Primer werden an dem offenen Leseraster
zugewandten Enden der Amplifikate Sfil-Restriktionsschnittstellen eingebracht. Nach
Restriktion der PCR-Produkte wird Uber die asymmetrischen Sfil-Restriktionsschnittstellen
eine Sfil-geschnittene Hygromycin-Resistenzkassette aus dem Vektor pBS-hhn direkt
zwischen die amplifizierten Flanken ligiert. Mit einer weiteren PCR mit entsprechenden
nested-Primern flr die Flanken wird das komplette Deletionskonstrukt amplifiziert,

aufgereinigt und fir die Transformation von U. maydis verwendet.

PCR-Amplifikation der Flanken

Amplifikation der linken Flanke (left border (Ib)): Ein Au3enprimer Ib1 und ein Innenprimer Ib2

mit Sfil-Restriktionsschnittstelle wurden zusammen mit genomischer DNA von U. maydis als
Matrize einer PCR unterzogen. Die Produkte wurden auf einem Agarosegel Uberprift und
das gewlinschte DNA-Fragment, d.h. die linke (3‘-) genomische Flanke des zu deletierenden
Gens wurde aus dem Gel extrahiert. Durch die Wahl der Primer sollte ihre Lange 1 kb nicht
Uber- oder unterschreiten.

Amplifikation der rechten Flanke (right border (rb)): Ein AuRenprimer rb1 und ein Innenprimer
rb2 mit Sfil-Restriktionsschnittstelle wurden zusammen mit genomischer DNA von U. maydis
als Matrize einer PCR unterzogen. Die Produkte wurden auf einem Agarosegel Gberprift und
das gewtlinschte DNA-Fragment, d.h. die rechte (5-) genomische Flanke des zu
deletierenden Gens wurde aus dem Gel extrahiert. Durch die Wahl der Primer sollte auch

ihre Lange 1 kb nicht Uber- oder unterschreiten. Fir die PCR wurden Standardbedingungen
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gewahlt, die sich aus den Parametern der Primer ergaben. Die aus dem Gel eluierten
Flanken wurden anschlieBend gefallt und mit Sfil nachgeschnitten (30 U, 3 h, 50°C,
Gesamtvolumen 50 pl).

Ligation des Gen-Deletionskonstukts: 1 ug left border-DNA, 1 ug right border-DNA, 10 ug
Hygromycin-Resistenzkassette (Lange: 1884 bp) (oder die entsprechende Menge einer
anderen Kassette) wurden in 25 pyl Gesamtvolumen bei 16°C Gber Nacht mit 2,5 U T4 DNA-
Ligase und entsprechendem Ligasepuffer ligiert.

PCR mit nested-Primern zur Amplifikation des Deletionskonstrukts: Vor der PCR wurde der
Ligationsansatz komplett gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die erwartete Ligationsbande,
bestehend aus Ib-Flanke, Hygromycin-Resistenzkassette und rb-Flanke hat eine Grélie von
etwa 4 kb und wurde aus dem Gel eluiert. Fir die Standard-Amplifikation des
Deletionskonstrukts wurden 1-5 ul der aufgereinigten Ligationsbande und die nested-Primer
verwendet. Dieser PCR-Ansatz wurde gelelektrophoretisch aufgereinigt und einer
NaAc/Ethanol-Fallung unterzogen. Von der amplifizierten DNA des Deletionskonstrukts

wurden 3-5 ug fur die Transformationen von U. maydis verwendet.

4.6.3 Real Time PCR (qRT-PCR) Analysen

DNasel-Behandlung und Reverse Transkription

Vor der reversen Transkription wurde die isolierte Gesamt-RNA zunachst mit Turbo DNase |
(Ambion) behandelt, um DNA-Kontaminationen zu entfernen. Hierbei wurde nach
Herstellerangaben vorgegangen (siehe Herstellerprotokoll Turbo DNA-free™ Kit). Die
reverse Transkription wurde mit Hilfe des RevertAidTM First Strand cDNA Synthese Kit
(Fermentas/Thermo) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Fir die reverse Transkription von
Gesamt-RNA, die aus U. maydis Flussigkulturen extrahiert wurde, wurden 0,5-1 ug DNase-
behandelter RNA eingesetzt und zusammen mit Oligo(dT)20-Primern, den entsprechenden
Puffern und Enzymgemischen (Details, siehe Herstellerangaben) fiir die Erststrang-cDNA-
Synthese bei 50°C flir 50 Minuten inkubiert.

Real Time PCR
gRT-PCR Analysen wurden mit Hilfe des MESA GREEN gqPCR Master Mix plus for SYBR

Assay + Fluorescein (Eurogentech) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Je PCR Reaktion

wurden 2-5 pl der synthetisierten cDNA (s.0.) eingesetzt. Die Analyse erfolgte auf einem Bio-
Rad CFX96 unter der Verwendung des folgenden Programmes:
Initiale Denaturierung: 95°C fir 7 min
Amplifikation (45 Zyklen): 30 sec bei 95°C
20 sec bei 60°C
40 sec bei 72°C
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Im Anschluss an den Lauf wurde die Spezifitat der Amplifikation anhand einer Schmelzkurve
am BioRad CFX96 System Uberprift. Zur Kalkulation des CT-Wertes (Threshold Cycle), der
den Wert bzw. Zyklus beschreibt, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant Uber
die Hintergrundfluoreszenz steigt, wurde die BioRad-Software Version 3.0a verwendet. Die
Berechnung der relativen Expressionswerte erfolgte mit dem Program Bio-Rad Gene

Expression Macro der Firma BioRad.
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6 Anhang

6.1 Etablierung der Inmunprazipitation von Proteinkomplexen

In H. sapiens, S. cerevisiae und S. pombe konnten viele Erkenntnisse Uber den NTC mittels
Immunprazipitation erlangt werden (Chanarat und Strasser, 2013; Fabrizio et al., 2009;
Kuraoka et al.,, 2008; Makarova et al., 2004). Um reproduzierbare Ergebnisse in der
Immunprazipitation zu erlangen, sollte zunachst die Methode etabliert werden. Die
Immunprazipitation  von  Proteinen  bzw. Proteinkomplexen besitzt vielfaltige
Optimierungsansatze. Verwendete Probenmenge, verwendete Puffer, die Art des
Zellaufschlusses, die Dauer der Inkubation, die Anzahl der Waschschritte und die Elution der
gebundenen Proteine sind kritische Schritte. In der vorliegenden Arbeit wurden, mit dem
Hamagglutinin (HA)-Tag fusionierte Proteine mithilfe von Agarose-gekoppelten anti-HA
Antikérpern prazipitiert. Dazu wurden die Gene num1 und prp19 in ihrem nativen
(endogenen) Locus durch homologe Rekombination in dem Stamm AB31 bzw. AB31Anum1
mit einem 3xha-Tag fusioniert. Somit konnten die endogenen Expressionslevel der
entstehenden Prp19:3xHA- und Num1:3xHA-Fusionsproteine erhalten bleiben. Die ersten
Versuche wurden mit Prp19:3xHA durchgeflhrt. Dabei kamen zunachst nur die beiden
Stdmme AB31 (WT) und AB31prp19:3xha zum Einsatz. Es wurden 150 ml Kultur mit ODggo
von 0,8 bis 1 geerntet,in PBS aufgenommen und in einer Zellmihle aufgeschlossen. Das
Proteinlysat wurde Uber Nacht mit der Agarose inkubiert und drei mal mit PBS gewaschen.
Die Elution erfolgte durch Aufkochen der Probe in Proteinauftragspuffer (Laemmli). Die
Proteine wurden in einem 8%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Silbernitrat
angefarbt (4.5.4). AulRer der prominenten Bande des Prp19:3xHA-Fusionsproteins, konnten
keine zusatzlichen Banden in AB31prp19:3xha beobachtet werden (Abbildung 33). Da der
erste Waschschritt bei AB31prp19:3xha erheblich mehr Protein enthalt, kdnnten spezifische
Proteine bereits durch diesem verloren gegangen sein. Es fallt auf, dass das voraussichtliche
Prp19:3xHA (ungefahr 62 kDa) und die schwere Kette des Antikorpers (ungefahr 44 kDa)
weit Uber ihrer vorhergesagten Masse (in kDa) laufen. Dies lasst sich auf eine falsche
Gelzusammensetzung, unvollstidndige Gelpolymerisierung oder abweichende Probenpuffer

fir Marker und Ubrige Proben zuriickfihren.
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Abbildung 33: Silbernitrat-Farbung eines 8%igen Polyacrylamidgels. Geladen wurden verschiedene Schritte
der Immunprazipitation der Stdmme AB31 (links) und AB31prp19:3xha (rechts). Die Prazipitation erfolgte mithilfe
von anti-HA Antikdrpern, welche an Agarose gekoppelt sind (Anti-HA Agarose / Sigma). Die Stamme AB31 (WT)
und AB31prp19:3xha wurden in 150 ml CMgLk-Komplettmedium bis zu einer ODggo von 0,8 bis 1 inkubiert. Als
Zellaufschlusspuffer wurde zundchst PBS verwendet und der Zellaufschluss wurde in den gefrorenen
Edelstahlbehéltern einer Zellmiihle durchgefiihrt. Nach der Zentrifugierung wurde das Proteinlysat UN mit der
Agarose inkubiert und anschlieRend drei mal mit PBS gewaschen. Die Elution erfolgte durch das Aufkochen der
Probe in zwei-fach Proteinauftragspuffer (Laemmli). Die Proteine wurden in einem 8%igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt und mit Silbernitrat angefarbt. Die jeweilige linke Spur zeigt 20 pl des eingesetzten Protein-Rohlysats
(Einsatz). Das Rohlysat wurde unverdiinnt aufgetragen, was zu einer Uberfarbung der Spur durch die groRe
Menge an Gesamtprotein fiihrte. Die jeweilige zweite Spur zeigt 20 yl des ersten Waschschritts nach der
Inkubation mit anti-HA Agarose (Sigma). Die jeweilige dritte Spur zeigt 20 ul des finalen dritten Waschschrittes.
Die jeweilige vierte (rechte) Spur zeigt 20 ul der, in Probenpuffer aufgekochten anti-HA Agarose. Beim Eluieren
der Proteine durch Aufkochen der anti-HA Agarose werden die anti-HA Antikérper in Losung gebracht und
denaturiert, wodurch diese bei der Silbernitratfarbung ebenfalls angefarbt wurden. Als Auftragspuffer kam
Standard-Laemmli-Puffer zum Einsatz. Als Protein-Grof3enstandard wurden 10 pl PageRuler Prestainded Protein
Ladder (Fermentas) verwendet. * zeigt die schwere Kette des anti-HA Antikdrpers (ungefahr 55 kDa) an. ** zeigt
voraussichtlich Prp19:3xHA (ungefahr 62 kDa) an.

Durch das mehrmalige Wiederholen des Experiments, die Erhdhung der eingesetzten
Zellmenge auf 300 ml (ODggo 0,8 bis 1) und die Optimierung des Farbe-Protokolls konnte die
Proteinausbeute erhdéht und die Auflésung der Proteinbanden verbessert werden. Zur
vollstandigeren Auftrennung der Proteine kam ein 10%iges Polyacrylamidgel zum Einsatz.
Im Folgenden wurden lediglich das Protein-Rohlysat und die, durch Aufkochen eluierten
Proteine auf das Gel geladen. Die 1/50 Verdiinnung des Rohlysats fiihrte auch hier erneut zu
einer Uberfarbung des Gels, lieR jedoch die Identifikation von einzelnen Proteinbanden zu.

Sowohl im AB31- also auch im AB31prp19:3xha-Eluat konnte nun eine Vielzahl an
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zusatzlichen Banden erkannt werden. Doch waren nur marginale Unterschiede im

Bandenmuster zwischen beiden Stdmmen zu beobachten (Abbildung 34).

AB31 (WT) AB31prp19:3xha
kDa
== =
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Abbildung 34: Silbernitrat-Farbung eines 10%igen Polyacrylamidgels. Geladen wurden Protein-Rohlysat
(Einsatz) und Eluat der Immunprazipitation (mit anti-HA Agarose (Sigma)) der Stdmme AB31 (links) und
AB31prp19:3xha (rechts). Die jeweilige dulRere Spur zeigt 20 ul des eingesetzten Protein-Rohlysats (Einsatz) in
einer 1/50 Verdiinnung. Die jeweilige innere Spur zeigt 20 ul der, in Probenpuffer aufgekochten Anti-HA Agarose.
Als Auftragspuffer kam Standard-Laemmli-Puffer zum Einsatz. Als Protein-GréRRenstandard wurden 10 ul Pink
Prestained Protein Marker (NIPON Genetics) verwendet. * zeigt die schwere und die leichte Kette des anti-HA
Antikorpers (ungefahr 55 bzw. 25 kDa) an. ** zeigt voraussichtlich Prp19:3xHA (ungefahr 62 kDa) an.

Um die Spezifitat der Immunprazipitation zu erhéhen wurde die Inkubation von anti-HA
Agarose mit dem Proteinextrakt von UN auf drei Stunden verkiirzt. Zusatzlich wurden alle
Zentrifugierschritte nach der Inkubation auf 2 000 Upm begrenzt. Dadurch sollte die Bindung
von unspezifischen Proteinen an den Antikérper vermindert werden. Zum gleichen Zweck
wurden die Waschschritte von drei auf finf erhéht und der verwendete Extraktions- und
Waschpuffer von PBS auf IP Puffer (nach Pierce) umgestellt. Dieser sollte spezifische
Interaktionen/Bindungen beglinstigen und unspezifische erschweren. Die bisherige Elution

durch Aufkochen flihrte zur Losung aller gebundenen Proteine, ob diese spezifisch vom

144



Anhang

Antikérper gebunden wurden oder nicht. Um die prominenten Antikdrperbanden und die
unspezifischen, z.B. an die Agarose gebundenen Proteine zu entfernen, erfolgte die Elution
nun mit dem HA-Peptid (Sigma). Dieses acht AS lange Peptid aus der Sequenz des
Hamagglutinin Protein des humanen Influenza Virus konkurriert mit dem Tag des
Fusionsproteins um die Antigen-Bindungs-Region des anti-HA Antikérpers. Wird das Peptid
in ausreichender Menge eingesetzt, so bewirkt es eine Ablésung der gebundenen
Fusionsproteine (Prp19:3xHA) und der daran gebundenen Proteine und Proteinkomplexe.
Die hier genannten Malnahmen fiihrten zu einer starken Abnahme der unspezifischen
Proteinbanden in AB31 (WT)-Proben (Abbildung 35 A und B). Gleichzeitig eliminierte der
Einsatz des HA-Peptids weitere Proteinbanden, darunter auch jene der schweren und

leichten Ketten des anti-HA Antikérpers (Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: Finale Optimierungen der Immunprazipitation. (A) Geladen wurden Protein-Rohlysat
(Einsatz/rechts) und Eluat (links) der Immunprézipitation (mit Anti-HA Antikérpern gekoppelte Agarose (Sigma))
der Stamme AB31, AB31prp19:3xha und AB31Anum1;prp19:3xHA. Es wurden jeweils 20 ul des eingesetzten
Protein-Rohlysats (Einsatz) in einer 1/50 Verdiinnung aufgetragen. Es wurden jeweils 20 ul der, in Probenpuffer
aufgekochten Anti-HA Agarose (Eluat) aufgetragen. (B) Geladen wurden Protein-Rohlysat (Einsatz/links), durch
Aufkochen eluierte Proteine (Eluat 1) und durch HA-Peptid eluierte Proteine (Eluat 2). Die Immunprazipitation
erfolgte mit Protein-Rohlysaten aus den Stammen AB31 und AB31prp719:3xha. Es wurden jeweils 10 pl des
eingesetzten Protein-Rohlysats (Einsatz) in einer 1/200 Verdiinnung augetragen. Es wurden jeweils 20 pl der, in
Probenpuffer aufgekochten Anti-HA Agarose (Eluat 1) aufgetragen. Zusatzlich wurden jeweils 20 pl der, durch
HA-Peptid eluierten Proteine (Eluat 2) aufgetragen. Als Auftragspuffer kam standard Laemmli-Puffer zum Einsatz.
Als Protein-GréRenstandart wurden 10 pl PageRuler Prestainded Protein Ladder (Fermentas) verwendet. * zeigt
die schwere und die leichte Kette des anti-HA Antikérpers (ungefahr 55 bzw. 25 kDa) an. ** zeigt voraussichtlich
Prp19:3xHA (ungefahr 62 kDa) an.

Die Prazipitation mir Prp19:3xHA im Anum1-Hintergrund fihrte zu einer abnehmenden

Bandenanzahl und Intensitat verglichen mit dem WT-Hintergrund. Dies deutet auf eine starke
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Abnahme der direkt oder indirekt an Prp19 gebundenen Proteine hin (Abbildung 35 A). Zur
Minimierung unspezifischer Proteinbindungen wurden zusatzlich Versuche mit vorblockierter
anti-HA Agarose durchgefiihrt. Dazu wurde die Agarose vor ihrer Verwendung fir eine
Stunde bei 4°C mit 5% BSA inkubiert. BSA sollte alle unspezifischen Bindungsstellen
blockieren. Dies fiihrte nach Immunprazipitation und Silberfarbung jedoch zu keinem
beobachtbaren Unterschied im Vergleich zu unbehandelter Agarose.

Alle, durch Immunprazipitation gewonnen Ergebnisse dieser Arbeit wurden mit dem in

diesem Abschnitt optimierten Versuchsaufbau durchgefihrt.

6.2 Co-Immunprazipitation von Nup192 und Num1

In den vorliegenden HPLC-MS Experimenten konnten einige Teile der NPC als mit Num1
interagierend identifiziert werden (Tabelle ). Es wurde bereits postuliert, dass Num1 den
Zellkern Uber die Kernpore verlasst um anschlieRend seine zytoplasmatische Aufgabe
auszufiuhren. Dabei wurde vermutet, dass Num1 den Kern mit mRNPs bzw. mRNA verlasst
(1.8). Um die Interaktion mit Teilen der Kernpore zu bestatigen sollte die Interaktion
zwischen Num1 und Nup192 mit einer Co-IP gezeigt werden. Dazu wurde das Nup192
Protein mit einem 3xMyc Tag (Pnupre2:nup192:3eMyc) in locus in den Stamme
AB31num1:3xha transformiert. Mit Hilfe von anti-Myc Antikérpern, gekoppelt an Agarose-
Partikel sollte Num1 mir Nup192 co-prazipitiert werden. Als Kontrolle diente ein Stamm,
welcher nur das Num1:3HA Fusionsprotein exprimiert. Nach der Elution der an die Anti-Myc
Agarose gebundenen Proteine und dem anschlieBenden Nachweis mittels Western Blot
konnte eine Bande fiir das Num1 Protein detektiert werden. Es war jedoch auch ein ahnlich
starkes Signal in der Kontrolle sichtbar (Abbildung 36 A). Um einen deutlichen Unterschied in
der Signalstarke der beiden Banden zu erlangen wurden die Waschschritte im Co-IP-
Experiment reduziert. Daraus resultierten starkere Num1 Signale welche wiederum keinen
signifikanten Unterschied in ihrer Intensitat aufwiesen (Abbildung 36 B). Die
Wahrscheinlichkeit war grof3, dass es sich bei der Interaktion zwischen Num1 und Nup192
um eine transiente bzw. sehr schwache Interaktion handelt. Dies war auch schon bei der
Interaktion von Num1 mit Kin1 der Fall (Kellner et al., 2014). Fir Kin1 konnte nur nach
Quervernetzung der Proteine eine Interaktion nachweisbar. Aus diesem Grund wurden die
hier beschriebenen Co-IP Experimente wiederholt, wobei diesmal die Proteine in den
U. maydis Sporidien vor Aufschluss mit Dithobis[Succinimidyl-Propionat] (DSP) quervernetzt.
Nach der Immunprazipitation waren anschlielend keine Signale fir Num1 oder Nup192 zu

erkennen. Auch im Einsatz (Gesamtzellextrakt) war kein Signal fur Nup192 detektierbar.
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A Einsatz Eluat
Nup192::3xMyc - - = o
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B Einsatz Eluat

Nup192::3xMyc - - - -
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l Anti Myc AK
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Nup192::3xMyc = = - -
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Abbildung 36: Co-Immunprezipitation von Nup192 mit Num1. Num1:3xHA und Nup192:3xMyc wurden unter
der Kontrolle ihrer nativen Promotoren im Stamm AB31 simultan exprimiert. Als Kontrolle diente AB31
Num1:3xHA. Der Gesamtzellextrakt (Einsatz) wurde fir eine Immunprazipitation mit Agarose-gekoppelten anti-
Myc Antikérpern verwendet. (A) Western Blot der Co-IP, nach der Inkubation (UN) von Anti-Myc Agarose (Sigma)
mit dem Gesamtproteinextrakt wurde fiinf mal mit Aufschlusspuffer gewaschen. (B) Western Blot der Co-IP, nach
der Inkubation (2 h) von Anti-Myc Agarose (Sigma) mit dem Gesamtproteinextrakt wurde drei mal mit
Aufschlusspuffer gewaschen. (C) Western Blot der Co-IP, vor dem Zellaufschluss wurden die Protein mit
Dithobis[Succinimidyl-Propionat] (DSP) quervernetzt, nach der Inkubation (2 h) von Anti-Myc Agarose (Sigma) mit
dem Gesamtproteinextrakt wurde finf mal mit Aufschlusspuffer gewaschen.

Somit war es nicht moglich die Interaktion zwischen Num1 und Nup192 mittels Co-IP zu
verifizieren. Da jedoch ohne Quervernetzung der Proteine immer (auch in der Kontrolle) ein
Num1:3xHA Signal detektiert wurde, kann die Interaktion auch nicht ausgeschlossen
werden.

Nup192 ist einer der Hauptbestandteile der Kernpore und ist mit einer ungefahren GrofRe von
250 kDa auch die groRte Komponente des NPC. Dies erklart auch das sehr schwache
Nup192 Signal in Abbildung 36 B, da solch grolie Proteine beim hier verwendeten Semi-Dry

Blot sehr schlecht Gbertragen werden.

147



Anhang

Zusatzlich ist es sehr wahrscheinlich, dass Nup192 mit dem NPC in die Kernmembran
eingelassen ist bzw. dass es sich in unmittelbarer Nahe zu dieser Membran befindet. Durch
die Quervernetzung der Proteine kommt es somit héchstwahrscheinlich zu einer Fixierung
von Nup192 an die Kernmembran. Nach dem Zellaufschluss wiirde somit das Nup192
Protein mit dem Rest der Kernmembran abzentrifugiert werden. Dies erklart warum in
Abbildung 36 C im Einsatz und im Eluat kein Nup192 Signal mehr detektiert werden konnte.

Um trotzdem eine Interaktion nachzuweisen ware eine in vitro Co-IP von Noéten. Dabei
kénnten die Proteine in Abwesenheit der Kernmembran quervernetzt werden. Bei der
Herstellung bzw. der Aufreinigung des Nup192 Proteins fiir diesen Versuch ware seine

immense Grélie mdglicherweise erneut ein groRes Hindernis.

6.3 Die Lokalisierung von Cef1 mit eGFP

Num1 ist ein integraler Bestandteil des NineTeen Spleil3-Komplexes (NTC) in U. maydis und
lokalisiert nicht ausschliel3lich im Zellkern, sondern auch im Zytoplasma (Kellner et al.,
2014). Dabei interagiert Num1 offenbar NTC unabhangig mit dem Kin1 Motorprotein. Auch
die co-Lokalisierung mit Cef1 und Prp19 im Zellkern konnte bereits gezeigt werden (Kellner
et al.,, 2014). Dabei wurden Cefl und Prp19 jeweils mit einem einfachen RFP (rot
fluoreszierendes Protein) und Num1 mit einem dreifachen eGFP (grin fluoreszierendes
Protein) versehen. Wahrend Cef1 und Prp19 ausschlielllich im Zellkern beobachtet wurde,
konnte flr Num1 eine zytoplasmatische Lokalisierung in distinkten Foci, meist nahe dem
Zellkern, beschrieben (Abbildung 8). Das prominentere Signal ist jedoch auch bei der Num1-
Lokalisierung das Zellkernsignal. Im Akin1 Hintergrund nimmt die Signalintensitat von
Num1:3xeGFP im zytoplasma von Filamenten jedoch deutlich zu.

Da RFP eine schwachere Fluoreszenz aufweist als GFP und dieses in den bisherigen Stufe
dreifach eingesetzt wurde, konnte eine zytoplasmatische Lokalisierung von Prp19 und Cef1
nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Um eine hoéhere Signalintensitat zu gewahrleisten
wurden AB31 Stdmme generiert, welche entweder Cef1 oder Prp19 als Fusionsprotein mit
3xeGFP oder 1xeGFP unter ihrem nativen Promotor exprimieren. Zusatzlich wurden die
entsprechenden Konstrukte in AB31Akin1 transformiert, weil in diesem Stammhintergrund
die zytoplasmatische Lokalisierung verstarkt erscheint (Kellner, 2012). Die Transformation
mit den entsprechenden prp19:eGFP und prp19:3xeGFP Konstruktion blieb mehrfach ohne
positive Transformanden. Das prp19 Gen ist in U. maydis wie in den meisten anderen
Organismen essentiell fir das Uberleben. Deshalb wird vermutet, dass die Fusionierung mit
eGFP zur Expression eines nicht funktionellen Proteins flhrt. Im Folgenden kann somit nur

auf die Lokalisierung von Cef1 eingegangen werden.
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Wie die entsprechenden RFP Fusionsproteine lokalisiert auch Cef1:eGFP und Cef1:3xeGFP
ausschlielllich im Zellkern von haploiden Sporidien (Abbildung 37 A und B). Dabei sind keine
Unterschiede in WT zum Akin1 Hintergrund zu beobachten. Das gleiche qilt fur die

Lokalisierung in Filamenten. Auch hier ist das Cef1:eGFP Signal auf den Zellkern begrenzt
(Abbildung 37 C bis E).

Abbildung 37: Lokalisierung von Cef1 in U. maydis Sporidien und Filamenten. (A) Lokalisierung von
Cef1:3xeGFP in AB31. MalRstabsbalken entspricht 10 ym. (B) Lokalisierung von Cef1:eGFP in AB31Akin1.
MalRstabsbalken entspricht 10 pm. (C) Lokalisierung von Cef1:3xeGFP in 13 Stunden induzierten AB31
Filamenten. MaRstabsbalken entspricht 20 ym. (D) Lokalisierung von Cef1:eGFP in 13 Stunden induzierten
AB31Akin1 Filamenten. Mafistabsbalken entspricht 20 um. (E) Lokalisierung von Cef1:eGFP in 13 Stunden
induzierten AB31Akin1 Filamenten. Malistabsbalken entspricht 20 um.
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Somit bestatigen diese Ergebnisse, dass das Cef1 Protein als integraler Bestandteil des
NTC ausschlieRlich im Zellkern vorkommt. Auch nach der Deletion von kin1, welches zu
einer verstarkten zytoplasmatischen Lokalisierung von Num1 flhrt, anderte sich nichts an
der Zellkern-Lokalisierung von Cef1. Auch in Filamenten ist lediglich eine Zellkern-
Lokalisierung zu beobachten. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Prasenz einer NTC

unabhangigen zytoplasmatischen Funktion von Num1.

6.4 Die am starksten vertretenen Proteine

Die Ergebnisse der HPLC-MS Experimente wurden im Hinblick auf verschiedene Num1
Funktionen in dieser Arbeit aufgeteilt. In diesem Abschnitt sollen jedoch die am starksten
vertretenen (mit den hochsten Gesamtpeptidmengen) Proteine aufgeflihrt werden. Dabei
wird deutlich, dass diese Gruppe ausschlieBlich aus Spleil’-assoziierten Proteinen besteht.
Die meisten dieser Spleif-assoziierten Proteine sind dabei bekannte Komponenten des NTC

in Mensch und/oder Hefe.

Tabelle 18: Proteine mit den meisten Gesamtpeptidmengen

PSM** in HA pulldown
Accession Num1 nach Prp19in Name
bl Fraktionierung Rrpia Arr:um1
um10027 362 314 344 358 Prp19
um10807 682 104 306 157 Prp8
um03738 123 - 210 102 BRR2
um02868 445 383 196 114 EF-2
um03842 341 223 148 81 Syf1
um04411 217 239 103 60 Cef1
um04752 211 142 89 43 Cdc40
um02676 245 186 85 47 CIf1
um01682 112 188 55 -- Num1
um11036 114 84 54 32 Prp46
um12203 153 152 53 28 Cwc2
um04654 34 98 47 18 Lwa1
um11905 67 48 43 28 Cwc22
um02618.2 65 78 40 19 Snwi1
um11866 99 107 36 20 Pwp2
um11043 56 115 33 7 Smd3
um12244 84 91 32 16 Smb1
um11882 61 56 31 5 PPIL1/CYPL1
um11178 33 51 28 19 Msl1
um11427 29 50 25 18 Syf2
um01323 70 101 25 10 Isy1
um00737 30 5 23 6 Rse1
um10312 27 53 20 13 Smef1
um06036 48 59 20 7 CCDC12
snRNPs

bekannte NTC Komponenten (Hefe und Mensch)
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Digitale Datensatze

Auf der Beiliegenden CD sind die vollstindigen Daten der massenspektroskopischen
Untersuchungen gespeichert. Dabei wurde jedes einzelne Experiment in einem eigenen
Ordner hinterlegt. Jeder Ordner enthalt eine Exel-Datei fur die Kontroll-Immunprazipitation
und eine Exel-Datei fur die Immunprazipitation mit dem jeweiligen HA-Fusionsprotein. Im
Root-Verzeichnis befindet sich eine Exel-Datei in der alle identifizierten Proteine

zusammengefasst wurden.
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