Untersuchung der Fruchtkorperentwicklung

bei dem Hyphenpilz Sordaria macrospora

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultiten

der Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von
Yasmine Bernhards

aus Dortmund

Gottingen 2010



D7

Referent: Prof. Dr. Stefanie Poggeler
Korreferent: PD Dr. Michael Hoppert
Tag der miindlichen Priifung: 28.10.2010



Teile der vorliegenden Arbeit wurden zur Verdffentlichung eingereicht oder als Manuskript

vorbereitet.

eingereichtes Manuskript

Bernhards Y and Poggeler S (2010) The phocein homologue SmMOB3 is essential for
vegetative cell fusion and sexual development in the filamentous ascomycete Sordaria
macrospora. Submitted to Journal.

Das eingereichte Manuskript umfasst folgende Kapitel und Abbildungen dieser Arbeit:

Kapitel III Ergebnisse 1.1, 1.2, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8; Abbildungen 6, 7, 9, 10, 11A, 11B, 12, 13
Die Planung der Experimente und die Analyse der Daten erfolgten in Zusammenarbeit von Frau
Prof. Poggeler und mir. Alle Experimente, die Abbildungen und der Entwurf des Manuskripts

wurden von mir durchgefiihrt bzw. erstellt.

Manuskript in Vorbereitung

Bloemendal S, Bernhards Y, Bartho K, Engh I, Seiler S, Wolters DA, Poggeler S, Kiick U
(2010) Fungal homologues of a human STRIPAK complex control sexual development.
Manuscript in preparation.

Das vorbereitete Manuskript basiert auf folgenden Kapiteln und Abbildungen dieser Arbeit:
Kapitel IIT Ergebnisse 1.3, 2.3, 2.4, 2.5; Abbildungen 8§, 16, 17, 18

Die konzeptionelle Planung des Manuskripts erfolgte von Herrn Prof. Kiick, Frau Dr. Engh und
Frau Bloemendal (Lehrstuhl Allgemeine und Molekulare Botanik, Ruhr-Universitdt Bochum) in
Zusammenarbeit mit Frau Prof. Poggeler und mir. Die in dem Manuskript aus dieser Arbeit
enthaltenen experimentellen Daten, sowie die zugehdrigen Abbildungen wurden von mir erstellt

und zusammen mit Frau Prof. P6ggeler ausgewertet.

Weitere Publikationen im Rahmen der Promotion

Nolting N*, Bernhards Y*, Poggeler S (2009) SmATG7 is required for viability in the
homothallic ascomycete Sordaria macrospora. Fungal Genetics and Biology 46: 531-542.

*Beide Autoren trugen in gleichem Maf3e zu der Verdffentlichung bei

Elleuche S, Bernhards Y, Schifers C, Varghese JM, Nolting N, Poggeler S (2010) The small
serine-threonine protein SIP2 interacts with STE12 and is involved in ascospore germination in
Sordaria macrospora. European Journal of Cell Biology. doi:10.1016/j.ejcb.2010.06.014.



Inhaltsverzeichnis I
I EINFUHRUNG 1
1 Einleitung 1
2 Die Familie der Striatin-Proteine aus Eukaryoten 2
2.1 Die vielfdltigen Funktionen von Striatin-Proteinen 7
2.2 Interaktionspartner von Striatin-Proteinen und die Signalwege in denen sie wirken 8
2.2.1 Phocein/Mob3 — ein Protein aus der Mob-Familie 8
2.2.2 Die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) 11
2.2.3 ERa - Ostrogen-vermittelte nicht-genomische und genomische Signalwege 13
2.2.4 Die Rolle von Striatin-Proteinen bei der Zell-Adhésion 13
2.2.5 Die Rolle von Striatin-Proteinen bei der Virus-Assemblierung 14

3 Sordaria macrospora — Ein Hyphenpilz als Modell-Organismus zur Erforschung

molekularer Differenzierungsprozesse 16
4 Experimentelle Zielsetzung 18
II MATERIAL UND METHODEN 21
1 Material 21
1.1 Staimme 21
1.2 Plasmide 23
1.3 Oligonukleotide (Primer) 25
1.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterial 28
1.4.1 Radiochemikalien 28
1.4.2 Kits 28
1.4.3 Enzyme 29
1.5 Néhrmedien 29
1.6 Néhrmedien 29
2 Methoden 30
2.1 Kulturbedingungen von E. coli, S. cerevisiae und S. macrospora-Stimmen 30
2.2 Kreuzung von S. macrospora-Stimmen 30
23 Vorbereitung und Transformation von E. coli und S. cerevisiae 30
2.4 Protoplastierung und Transformation von S. macrospora 31
2.5 Préparation von Nukleinsduren 31
2.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und S. cerevisiae 31
2.5.2 Isolierung von genomischer DNA und RNA aus S. macrospora 32
2.6 Hydrolyse und Ligation von Nukleinsduren 32
2.7 Natriumacetat-Féllung und Mikrodialyse 32
2.8 Gelelektrophorese von Nukleinsduren und Gelextraktion 32
2.8.1 DNA 32
2.8.2 RNA 33
2.9 Radioaktive Markierung von Nukleinsduren 33
2.10  Southern-Blotverfahren und Hybridisierung 33
2.11  Oligonukleotidsynthese und Sequenzierung 33
2.12 PCR und Kolonie-PCR 33
2.13  cDNA Synthese und quantitative Real-Time PCR 33
2.14  Analyse von Nukleotid- und Aminosduresequenzen 34
2.15 Isolierung und Sequenzierung der Gene Smmob3 und Sm9375 34
2.16  Herstellung von S. macrospora Knockout-Stimmen 35
2.17  Herstellung von S. macrospora RNAi- und Doppel-Knockout-Stammen 35
2.18  Komplementationsanalyse 36
2.18.1Herstellung von Smmob3-Komplementationskonstrukten 36



Inhaltsverzeichnis II
2.18.2Herstellung von prolI-Komplementationskonstrukten 37
2.19  Morphologische Analyse von S. macrospora-Stimmen 37
2.20  Analyse von Hyphenfusionen 38
2.21  Lokalisierungsstudie von SmMOB3 und PRO11 38
2.22  Licht- und Fluoreszenzmikroskopie 38
2.23  Analyse von Protein-Protein-Interaktionen 39
2.23.1Hefe Two-Hybrid-Analyse der Proteine PRO11 und SmMOB3 39
2.23.2Hefe Two-Hybrid-Screen einer S. macrospora und N. crassa cDNA-Bank mit PRO11 und
SmMOBS3 als Koderprotein 39
2.24  Sicherheitsmaflnahmen 40
IIT ERGEBNISSE 41
1 Funktionelle Charakterisierung des S. macrospora Proteins SmMOB3 41
1.1 S. macrospora kodiert fiir ein Phocein/Mob3-Homolog 41
1.2 Expressionsanalyse der beiden S. macrospora Gene Smmob3 und proll 44
1.3 Two-Hybrid Studie der Proteine SmMMOB3 und PROI11 aus S. macrospora 45
1.4 Konstruktion eines S. macrospora Smmob3 Knockout-Stamms 47
1.5 Morphologische Charakterisierung des S. macrospora ASmmob3-Stamms 49
1.6 SmMOB3-Komplementationsanalyse in S. macrospora und N. crassa 51
1.7 Ausbildung von Hyphen-Fusionen der Stimme ASmmob3 und prol1 53
1.8 Herunterregulierung der Gene proll und Smmob3 mittels RNAi 54
2 Funktionelle Charakterisierung des S. macrospora Proteins PRO11 56
2.1 In silico Strukturanalyse des PRO11 N-Terminus 56
2.2 Identifizierung einer alternativ gespleiten proll Variante 59
2.3 Konstruktion eines S. macrospora proll Knockout-Stamms 62
24 Morphologische Charakterisierung des S. macrospora Aprol1l Stamms 64
2.5 PRO11-Komplementationsstudie 66
2.6 Expression von Smmob3 in Aprol1 und proll in ASmmob3 69
3 Identifizierung und Charakterisierung weiterer Interaktionspartner von
SmMOB3 und PRO11 70
3.1 Hefe Two-Hybrid ,,Screen” mit einer S. macrospora und N. crassa cDNA-Bank 70
3.2 Charakterisierung des Gens Sm9375 aus S. macrospora 74
33 Konstruktion eines S. macrospora Sm9375 Knockout-Stamms und der Doppelknockout-
Stimme ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3 77
34 Morphologische Charakterisierung des S. macrospora ASm9375 Stamms und der
ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3 Doppelknockout-Stdmme 79
4 Lokalisierung der Proteine SmMOB3 und PRO11 81
IV DISKUSSION 84
1 Das S. macrospora Protein PRO11 interagiert mit SmMOB3, einem
konservierten Protein aus der Mob-Familie 84
1.1 Das PRO11 ,,WD-repeat“-Motiv interagiert mit dem SmMOB3 N-Terminus 84
1.2 Die Homodimerisierung von PRO11 und die besondere Rolle des N-Terminus 85
2 Der PRO11/SmMOB3-Komplex reguliert in S. macrospora die sexuelle
Differenzierung und die Hyphenfusion 89
2.1 Die Gene proll und Smmob3 werden wihrend der sexuellen Entwicklung exprimiert 89
2.2 Der Aprol1-Stamm weist einen stirkeren Entwicklungsdefekt auf als die prol 1-Mutante 90
2.3 Der ASmmob3-Stamm ist auf der Stufe der Protoperithezien-Entwicklung arretiert 92
2.4 Die Stimme ASmmob3 und prol1 weisen einen Defekt bei der Hyphenfusion auf 94



Inhaltsverzeichnis 11

3 Das S. macrospora Protein Sm9375 - Beteiligung eines GPI-geankerten Proteins
am SmMOB3/PRO11-Komplex 97
4 Reguliert der PRO11/SmMOB3-Komplex wihrend Hyphenfusion und
Fruchtkorperentwicklung die Endocytose und den Vesikel-Transport? 99
5 Zusammenfassung der vielfiltigen Funktionen von S. macrospora PRO11-
Proteinkomplexen bei zellulidren Differenzierungsprozessen 102
V ZUSAMMENFASSUNG 104
1 Zusammenfassung 104
2 Summary 106
VI LITERATURVERZEICHNIS 108
VII DANKSAGUNG 124

VIII Curriculum Vitae 125



Abkiirzungsverzeichnis 1A%

Verwendete Abkiirzungen und Symbole

Abkiirzungen, die im Text oder in Bildunterschriften erldutert werden, sowie allgemein
gebrauchliche Abkiirzungen und Maf3einheiten sind nicht gesondert aufgefiihrt

A. dest
ampR
BLAST

bp
C-Terminus
cas2

cDNA
Contig
d
DNA
DsRed
egfp
ER
ESI
EST
EtBr
EtOH
GAL4-AD

GAL4-BD

gDNA
GPI
hph

hyg"

kan®

kb

kDa

lacza
LEU2

M. m., Mm
Mo

mRNA
MTS
N-Terminus
nat

nat®
Nc
OD
ORF
PCCGI
PCR

destilliertes Wasser

Ampicillin-resistent

,Basic Local Alignment Search Tool”

Basenpaare

Carboxy-Terminus

kodiert fiir mitochondriale Pflanzen-dhnliche p-Carboanhydrase aus Sordaria
macrospora

,complementary* DNA

,contiguous stretches of sequence*

»dies®, Tag

»deoxyribonucleic acid”, Desoxyribonukleinsdure

kodiert fiir rot fluoreszierendes Protein aus Discosoma sp.

kodiert fiir eine Variante des griin fluoreszierenden Proteins aus Aequorea victoria
Endoplasmatisches Retikulum
Einzelsporisolat

,Expressed Sequence Tags*

Ethidiumbromid

Ethanol

kodiert fiir die Aktivierungsdoméne des
Saccharomyces cerevisiae

kodiert fiir die Bindedoméne des GAL4-Transkriptionsfaktors aus Saccharomyces
cerevisiae

genomische DNA
Glycosylphosphatidylinositol
Hygromycin-Resistenzkassette: bakterielles
Promotor aus Aspergillus nidulans
Hygromycin-resistent

Kanamycin-resistent

Kilobasen

Kilodalton

kodiert fiir das a-Monomer der B-Galactosidase
kodiert ein Enzym fiir die Leucin-Biosynthese
Mus musculus

Magnaporthe oryzae
,messenger’-RNA, Boten-RNA
mitochondriale Signalsequenz
Amino-Terminus
Nourseothricin-Resistenzkassette:
Promotors aus Aspergillus. nidulans
Nourseothricin-resistent
Neurospora crassa

optische Dichte

,open reading frame”, offener Leserahmen

Promotor des ,,clock controlled protein CCG-1*“-Gens aus Neurospora crassa
,polymerase chain reaction”, Polymerase-Kettenreaktion

GAL4-Transkriptionsfaktors aus

hph-Gen reguliert durch #trpC-

natl-Gen unter der Kontrolle des #pC



Abkiirzungsverzeichnis A%

Pgpd Promotor des Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase-Gens aus Aspergillus
nidulans

PTS1 Peroxisomale Signalsequenz 1

RNA ,,ribonucleic acid”, Ribonukleinsiure

rpm ,»revolutions per minute”, Umdrehungen pro Minute

RT reverse Transkription

RTmp Raumtemperatur

SC ,dupercontig”

SKL Serin/Lysin/Leucin-Tripeptid

S. m., Sm Sordaria macrospora

TtrpC Terminator des Anthranilat Synthase-Gens aus Aspergillus nidulans

UE Untereinheit

URA2 kodiert ein Enzym fiir die Uracil-Biosynthese

UTR untranslatierte Region

ersetzt durch
: fusioniert an
» Anzahl kodierter Aminosaduren
nJ} Zentrifugation



I Einfiihrung 1

I EINFUHRUNG
1  Einleitung

Die Zellen eines Organismus unterstehen dem stéindigen Einfluss vielféltiger dullerer und innerer
Stimuli und die Generierung einer geeigneten Zell-Antwort ist die entscheidende Strategie, von
der das Uberleben des Organismus abhingt.

AuBere Reize stellen beispielsweise Geriiche, Licht, Pheromone, das Nihrstoffangebot, die Salz-
Konzentration oder der pH-Wert des umgebenden Habitats dar (Maller 2003). Innere Reize
werden vor allem durch biochemische Botenstoffe (Hormone, Neurotransmitter) generiert. Aber
auch die Schidigung der DNA oder oxidativer Stress, ausgeldst durch reaktive Sauerstoffspezies
(,,reactive oxygen species®, ROS) konnen einen Reiz darstellen, welcher eine spezifische Zell-
Antwort erfordert (Apel und Hirt 2004, Chen und Keaney 2004, Muthusamy und Piva 2010, Raz
et al. 2008).

Auf der molekularen Ebene wird die Reizaufnahme und -weiterleitung iiber Signaltransduktions-
wege kommuniziert. Es existiert eine Vielzahl verschiedener Systeme fiir die Signalweiterleitung,
die innerhalb eines komplexen Kommunikationssystems untereinander vernetzt sein und sich in
threr Aktivitdt iiberlagern konnen. Der grundlegende Ablauf der Signalweiterleitung ist jedoch
meist dhnlich: Die spezifische Bindung eines Signalmolekiils an einen Rezeptor auf der
Zelloberfliche markiert den Startpunkt der Signaliibertragung in die Zelle. Innerhalb der Zelle
kann das Signal durch die Wirkung sekundérer Botenstoffe (beispielsweise Calciumionen)
verstirkt und iber die Phosphorylierung von Proteinen weitergeleitet werden. Die
Signalweiterleitung miindet hdufig in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche
daraufhin die Expression spezifischer Zielgene regulieren (Xue et al. 2008, Dodge-Kafka et al.
2008).

Eine gestorte Informationsverarbeitung und die damit verbundene Fehlfunktion der
Kommunikationsnetzwerke konnen ernsthafte Erkrankungen, wie z. B. Krebs auslosen (Wu et al.
2010). Im Fokus der Wissenschaft steht daher insbesondere die Autklirung von
Signaltransduktionswegen, welche zelluldre Differenzierungsprozesse regulieren.

In diesem Zusammenhang gewinnt die funktionelle Analyse von Proteinen aus der Striatin-
Familie und deren Interaktionspartnern eine immer stirkere Bedeutung, da Striatin-Proteine
vermutlich eine zentrale Rolle bei der Regulation vielféltiger zelluldrer Differenzierungsprozesse
einnehmen (Benoist et al. 2006). Im Folgenden sollen daher die bisherigen Erkenntnisse iiber die

Struktur und Funktion von Proteinen aus der Striatin-Familie vorgestellt werden.
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2 Die Familie der Striatin-Proteine aus Eukaryoten

Die Familie der Striatin-Proteine umfasst eine kleine hoch konservierte Gruppe eukaryotischer
Proteine, deren Vertreter aus so verschiedenen Organismen wie den filamentdsen Pilzen und dem
Mensch stammen. In Prokaryoten und Pflanzen existieren keine Homologe der Striatin-Proteine
(Benoist et al. 2006). Die Ursprungsmitglieder dieser Protein-Familie werden durch die drei
Saugerproteine Striatin, SG2NA und Zinedin représentiert, die nachfolgend im Detail beschrieben
werden.

Das 780 Aminosduren (AS) grof3e Striatin-Protein wurde erstmals in isolierten Synaptosomen aus
Rattenhirn gefunden, welche eine ungewohnlich hohe Adenylyl-Zyklase Aktivitidt aufwiesen
(Castets et al. 1996). Die Bezeichnung ergab sich aus der hohen Expression des Proteins im

Striatum, welches Teil der zum GroBhirn gehorenden Basalganglien ist.

Der Begriff Synaptosom bezeichnet die isolierte axonale Endigung einer Nervenzelle, an welche
noch die postsynaptische Membran gebunden ist. Ein Synaptosom steht somit als Synonym fiir
eine isolierte Synapse. Priparierte Synaptosomen werden bereits seit mehreren Jahrzehnten in der
Forschung bevorzugt fiir in vitro Studien des synaptischen Stoffwechsels eingesetzt (Whittaker
1993).

Die Adenylyl Cyclase ist ein integrales Membranprotein mit enzymatischer Aktivitit, welches im
Rahmen von G-Protein (GTP-bindendes Protein) gesteuerten Signaltrans-duktionsprozessen die
Synthese des sekundidren Botenstoffs cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) katalysiert
(Hurley 1999).

SG2NA (S/G; ,,nuclear antigen*, nukledres Antigen) wurde erstmals in einer Studie von Landberg

und Tan (1994) als Zielprotein von Autoantikdrpern entdeckt, welche aus dem Blutserum eines

Blut- und Lungenkrebs-Patienten gewonnen wurden.

Die Bildung von Autoantikorpern gegen autologe Tumor-assoziierte Antigene (,,tumor-
associated antigens*, TAA) in frithen Phasen der Karzinogenese wird als Immunantwort
des Organismus verstanden, welche dazu dient prdmaligne Schidigungen zu beseitigen.
Da TAAs und ihre spezifischen Autoantikdrper bereits in der asymptomatischen Phase der
Krebserkrankung aus dem Blutserum von Patienten isoliert und somit non-invasiv
analysiert werden konnen, stellen sie einen geeigneten Biomarker fiir die Krebs-
Fritherkennung dar. Viele wissenschaftliche Studien beschéftigen sich daher mit der
Identifizierung moglichst vieler TAAs und Autoantikdrper, welche bei bestimmten
Krebsarten spezifisch auftreten (Tan et al. 2009).

Die Namensgebung wurde aus der vornehmlichen Expression in der S- und G;-Phase des
Zellzyklus und der zunichst im Nukleus detektierten Lokalisierung des Proteins abgeleitet (Muro
et al. 1995). Spétere immunocytochemische Analysen und subzelluldre Zellfraktionierungs-

Studien konnten die nukledre Lokalisierung von SG2NA jedoch nicht bestétigen. Vielmehr wurde

deutlich, dass SG2NA ausschlie8lich im Cytoplasma und Membran-gebunden vorliegt (Baillat et
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al. 2001, Blondeau et al. 2003, Castets et al. 2000, Gaillard et al. 2006, Lu et al. 2004, Moreno et
al. 2001). Das SG2NA-Protein kommt in mindestens zwei Isoformen vor, welche durch
alternatives Spleilen entstehen. Die zunidchst isolierte Form SG2NAa umfasst 713 AS wéhrend
die grofere Isoform SG2NAB 797 AS enthilt (Castets et al. 2000, Muro et al. 1995). Eine Studie
von Sanghamitra et al. (2008) weist jedoch darauf hin, dass dariiber hinaus noch fiinf weitere
alternativ gespleifite [soformen des SG2NA-Proteins existieren, welche Gewebe-abhingig und zu
unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten exprimiert werden.

Der dritte Vertreter, das 753 AS groBe Protein Zinedin, wurde auf der Grundlage einer
» TBLASTN“-Suche mit der NCBI EST-Datenbank als Striatin- und SG2NA-homologes Protein
identifiziert (Castets et al. 2000).

Detaillierte Studien gaben Aufschluss dariiber, dass Striatin, SG2NA und Zinedin in
verschiedenen Bereichen des Sdugerhirns lokalisiert sind. Eine vermehrte Expression von Striatin
wurde im Striatum, olfaktorischen Tuberkel, Nucleus ruber, Nucleus subthalamicus und den
Kranialnerv-Motorkernen festgestellt (Salin et al. 1998). SG2NA wurde vorwiegend im Kleinhirn
(Cerebellum), trigeminalen und cochlearen Kern und im Hippocampus gefunden (Castets et al.
2000). Zinedin wurde primdr im Hippocampus, in der GroBhirnrinde (Cortex cerebri), im
Riechkolben (Bulbus olfactorius) und im Caudate-Putamen-Kern (dorsales Striatum) lokalisiert
(Benoist et al. 2008). Alle drei Proteine akkumulieren vorwiegend in den somato-dendritischen
Bereichen von Neuronen und dort insbesondere in den dendritischen Dornen exzitatorischer
Synapsen. In Axonen hingegen wurden die Proteine bisher nicht nachgewiesen (Benoist et al.
2008, Castets et al. 1996, Gaillard et al. 2006, Kachidian et al. 1998).

Dariiber hinaus wurden die Striatin-Proteine auch in Neuronen des peripheren Nervensystems und
in verschiedenen Gewebetypen wie beispielsweise Herz-, Muskel-, Nieren- oder Hoden-Gewebe
nachgewiesen (Blondeau et al. 2003, Moreno et al. 2000, Moqrich et al. 1998, Sanghamitra et al.
2008).

Die Proteine Striatin, SG2NA und Zinedin weisen eine charakteristische modulare Proteinstruktur
auf (Abb. 1A). Sie enthalten mehrere fiir die Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen
typische Dominen. Im N-terminalen Bereich der Proteine befindet sich ein Doménen-,,Cluster
bestehend aus Caveolin-Bindedomaéne, ,,coiled-coil“~-Motiv und Calmodulin-Bindedoméne. Der
C-Terminus ist durch ein ,,WD-repeat“-Motiv gepragt (Gaillard et al. 2001, Gaillard et al. 2006,
Bartoli et al. 1998). Diese vier Doménen sind in allen Proteinen der Striatin-Familie in der
gleichen Reihenfolge angeordnet und sind dariiber hinaus zwischen verschiedenen Spezies hoch

konserviert, was darauf hindeutet, dass Striatin-Proteine eine fundamentale Funktion erfiillen.
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A CV cC cm »~WD-repeats*“
I 1 EEEEEEEE
50 190 419
1 N TR LT B
66 207 353
I 1 NN
66 206 395
R — < >
95% Ahnlichkeit 85% Ahnlichkeit
B Membran
c Caveolin-Geriistdoméanen
Cav-1 (Hund) DGIWKASFTTFTVTKYWFYR AS 82-101
ce Cav-2 (Mensch) DKVWICSHALFEISKYVMYK AS 54-73
i ' Cav-2 (Ratte) DGVWRVSYTTFTVSKYWCYR AS 55-74

cm

C Calmodulin-Bindedoméanen
149 QNSQLMWKQGRQLLRQYL 166  Striatin
166 QNSQLTWKQGRQLLRQYL 183 SG2NA
165 ENSEL!WKEGRQLLRQYL 182 Zinedin

Abb. 1 Struktureller Aufbau von Proteinen der Striatin-Familie aus Sdugern. (A) Schematische
Darstellung der Striatin-Proteine mit der Anordnung der Protein-Protein-Interaktionsdominen (schwarze
Boxen). Das N-terminale Doménen-,,Cluster” bestehend aus Caveolin-Bindedoméne (cv), ,,coiled-coil“-
Motiv (cc) und Calmodulin-Bindedomine (cm) und das C-terminale ,,WD-repeat“-Motiv sind in den drei
Proteinen stark konserviert (95 % und 85 % Ahnlichkeit). Die AS-GréBen der Proteine sind angegeben
(verdndert nach Castets et al. 2000). (B) Cytoplasma/Membran-Topologie des Caveolin-Proteins. Durch
Palmitolyierung wird das Caveolin in der Membran verankert (gezackte Linien). Die Caveolin-
Bindedomine der Striatin-Proteine interagiert mit der Caveolin-Geriistdoméne (schraffierte Box). Die
Propeller-dhnliche-Struktur des Striatin C-Terminus und die gewundene Struktur des ,,coiled-coil*“~-Motivs
sind angedeutet. Die fiir die Interaktionen mit der Caveolin-Bindedomine obligate Sequenz der Caveolin-
Geriistdoméne ist fiir alle Mitglieder der Caveolin-Familie jeweils angegeben (verdndert nach Couet et al.
1997). (C) AS-Sequenzen der experimentell bestétigten Calmodulin-Bindedoménen von Striatin, SG2NA
und Zinedin. Jeweils abweichende AS sind unterstrichen (Castets et al. 2000).

Eine umfassende ,,BLAST“-Datenbanksuche ergab keine weitere Protein-Kategorie mit der
gleichen Domidnen-Anordnung, weswegen diese als spezifische Signatur von Proteinen der

Striatin-Familie angesehen werden kann (Benoist et al. 2006).
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Gaillard et al. (2001) bestétigte die Funktionalitdt der in Striatin, SG2NA und Zinedin enthaltenen
Caveolin-Bindedoménen. Das Motiv der Bindedoméine ist , OxPxxxxPxxd“, wobei , 0
aromatische und ,x* beliebige AS darstellen. Die Fahigkeit zur direkten Bindung von Caveolin-1
wurde experimentell durch ,,Pull-down‘“-Experimente nachgewiesen. Dariiber hinaus wurde die
inhibierende Wirkung von Ca®" auf die Interaktion gezeigt.

Caveoline sind 21-24 kDa groBle integrale Membranproteine. Der N- und C-terminale Teil des
Proteins befindet sich im Cytoplasma. Dieser cytoplasmatische Bereich von Caveolin enthilt ein
spezifisches Motiv, die Caveolin-Gerlistdoméne, welche eine Homodimerisierung des Proteins
aber auch cytoplasmatische Protein-Protein Interaktionen mit Lipiden (z. B. Cholesterol,
Glykosphingolipide) und mit Lipid-modifizierten Signalproteinen (z. B. G-Proteine, Src-Kinasen)
vermittelt (Dupree et al. 1993, Sargiacomo et al. 1995, Murata et al. 1995, Li et al. 19964, Li et al.
1996b). In Sdugern existieren drei Caveolin-Proteine. Couet et al. (1997) identifizierten jeweils
eine 20 AS lange Geriistdomédnen-Sequenz, welche obligat fiir die Interaktion mit der Caveolin-
Bindedoméne ist (Abb. 1B).

Caveoline bilden die Hauptstrukturkomponente der sogenannten Caveolae, welche
50-100 nm groBle Einstiilpungen der Plasmamembran darstellen (Fujimoto et al. 1998,
Simons und Toomre 2000). Caveolae werden als dynamische Mikrodoménen angesehen,
in welchen die spezifische Zusammenfiihrung bestimmter Signalmolekiile dazu dient
zellulire Signaltransduktionsprozesse in Abhingigkeit von Ca®" zu kompartimentalisieren
(Brazer et al. 2003, Murata et al. 2007, Pani und Singh 2009, Pike 2006). Dariiber hinaus
konnen durch die Bildung solcher Membranstrukturen Proteine in rdumliche Néhe
zueinander gebracht werden, die in unterschiedlichen Organellen lokalisiert sind, wie z. B.
Mitochondrien und endoplasmatisches Reticulum und somit eine direkte Kommunikation
zwischen verschiedenen Zellkompartimenten ermdglichen (Duchen et al. 2008). Es wird
postuliert, dass Membran-Mikrodoménen wie Caveolae und ihre strukturellen Verwandten
die ,,Lipid rafts* neben der Vermittlung von Signaltransduktionskaskaden eine wichtige
Rolle bei einer Vielzahl biologischer Prozesse wie beispielsweise Apoptose, virale
Infektion, Zelladhdsion, Organisation des Zytoskeletts oder Exo- und Endocytose spielen
(Brown und London 1998, Patel et al. 2008, Simons und Toomre 2000).

Ultrastrukturelle Studien von Petralia et al. (2003) demonstrierten eine Anreicherung von
Caveolin-1 in den dendritischen Dornen von Neuronen aus dem Hippocampus. Es wird daher
vermutet, dass Striatin-Proteine aus Sdugern durch ihre Interaktion mit Caveolin spezifisch an
Membran-Mikrodoménen in den dendritischen Dornen assoziiert und dort in Ca**-abhingige
Signaltransduktionsprozesse involviert sind (Benoist et al. 2006).

Die zweite N-terminale Doméne der Striatin-Proteine, das ,,coiled-coil“~-Motiv, scheint funktionell
zu der Lokalisierung der Proteine in den dendritischen Dornen beizutragen. Das ,,coiled-coil“-
Motiv besteht aus mindestens zwei o-Helices, welche umeinander zu einer Mehrfachhelix

gewunden sein konnen. Die ,,coiled-coil“-Domine ist eines der in Proteinen am héaufigsten
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identifizierten = Strukturmotive, welches die Homo- oder Hetero-Dimerisierung vieler
Gertistproteine vermittelt (Kammerer 1997, Lupas 1996, Yu 2002, Gonzalez et al. 1996). So
demonstrierten Gaillard et al. (2006) auch fiir die Proteine aus der Striatin-Familie eine Homo-
und Heterodimer-Bildung iiber das ,,coiled-coil“~-Motiv. Dariiber hinaus zeigten sie auf, dass die
Oligomerisierung die Voraussetzung fiir die Lokalisierung der Striatin-Proteine in den
dendritischen Dornen ist.

Ein weiterer Beleg fiir die Beteiligung von Striatin-Proteinen in Ca®’-abhingigen
Signaltransduktionswegen wurde {iber die funktionelle Bestitigung der Calmodulin-Bindedoméne
von Striatin, SG2NA und Zinedin erbracht (Abb. 1C). Die Bindung an Calmodulin wird {iber eine
amphipatische Helix vermittelt (Bartoli et al. 1998, Castets et al. 1996, Castets et al. 2000).
Calmodulin (CaM) ist ein ubiquitdres 17 kDa grofles Protein. Durch seine charakteristische
,helix-loop-helix‘“-Struktur (,,EF-hand“-Motiv) ist es zur Bindung von Ca’'-Ionen fahig. Die
Ca**-Bindung fiihrt zu einer Konformationsinderung des CaM, welche Protein-Protein-
Interaktionen und hierdurch die Regulation der Zielproteine ermdglicht (Chou et al. 2001). Durch
den Ca*"/CaM-Komplex aktivierte Proteine sind z. B. die bereits vorgestellte Adenylyl-Zyklase
und mehrere CaM-abhingige Kinasen. Die Regulation umfasst vielfdltige biologische Prozesse
wie Metabolismus, Apoptose, Muskelkontraktion, Kurzzeit- und Langzeitgedidchtnis, neuronales
Wachstum und Immunantwort (Colomer und Means 2007, Wayman et al. 2008, Witczak et al.
2008).

Wie aus Abbildung 1A hervorgeht sind die C-terminalen Bereiche der Striatin-Proteine jeweils
durch acht putative ,,WD-repeat“-Motive charakterisiert. Die ,,WD-repeat“-Protein-Familie
umfasst eine groffe Anzahl an Proteinen, welche vielfiltige Funktionen wie beispielsweise
Transkription,  Organisation des  Zytoskeletts, vesikuldre  Transportprozesse oder
Signalweiterleitung aufweisen (Smith et al. 1999). Das ,,WD-repeat“-Sequenzmotiv wurde
erstmals in der B-Untereinheit des retinalen G-Proteins Transducin aus dem Rind identifiziert
(Fong et al. 1986). Es zeichnet sich strukturell durch eine 40 AS lange konservierte Konsensus-
Sequenz aus, welche N-terminal von den AS Glycin (G) und Histidin (H) und C-terminal von den
AS Tryptophan (W) und Asparaginsdure (D) flankiert wird. N-terminal schlie3t sich ein weniger
stark konservierter Sequenzbereich variabler Lange an (Neer et al. 1994).

Rontgenstrukturanalysen ergaben, dass die ,,WD-repeats* rdumlich eine Propeller-dhnliche
Struktur einnehmen (Lambright et al. 1996, Sondek et al. 1996). Es wird davon ausgegangen, dass
diese Struktur als stabile Plattform fiir aufeinanderfolgende oder gleichzeitig stattfindende

Protein-Protein-Interaktionen dienen kann und ,,WD-repeat“-Proteine somit als Geriistproteine die
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Ausbildung multimerer Proteinkomplexe vermitteln. Innerhalb der groBen Familie der ,,WD-
repeat“-Proteine sind Striatin-Proteine bislang die einzigen bekannten Vertreter, welche
Calmodulin in Ca*"-abhingiger Weise binden kénnen (Benoist et al. 2006).

Neben den drei Striatin-Proteinen aus Sdugern wurden bisher insgesamt sieben homologe Proteine
aus filamentdsen Ascomyceten und Tieren beschrieben. Dazu gehdren das Protein PRO11 aus
dem homothallischen Ascomyceten Sordaria macrospora, HAM3 (Hyphenanastomose-Mutante
3) aus dem heterothallischen Ascomyeten Neurospora crassa, Fsrl aus den pflanzenpathogenen
Pilzen Fusarium verticillioides und Fusarium graminearum, StrA aus Aspergillus nidulans, CKA
(,,connector of kinase to AP-1°) aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und die beiden
durch alternatives SpleiBen hervorgebrachten Isoformen SG2NAo. und SG2NAo' aus dem
Goldfisch Carassius auratus (Chen et al. 2002, Ma et al. 2009, Poggeler und Kiick 2004, Shim et
al. 2006, Simonin et al. 2010, Wang et al. 2010, Yamamura und Shim 2008).

Diese Proteine zeigen den gleichen modularen Aufbau wie die Striatin-Proteine aus Sdugern.
Uberraschenderweise, konnte dariiber hinaus auch eine partielle funktionelle Konservierung
zwischen den Striatin-Proteinen aus Sdugern und filamentdsen Pilzen nachgewiesen werden. In
einer Komplementationsanalyse restaurierte eine eingebrachte Mus musculus striatin-cDNA den

Differenzierungsdefekt der S. macrospora prol1-Punktmutante (P6ggeler und Kiick 2004).

2.1 Die vielfiltigen Funktionen von Striatin-Proteinen

Die zelluldren Funktionen von Striatin-Proteinen in lebenden Organismen sind bisher nur wenig
verstanden, da insbesondere die gezielte molekularbiologische Modifizierung von Modell-
Organismen aus der Gruppe der hoheren Eukaryoten (z. B. Maus) diffizil bleibt. Die bisherigen
Erkenntnisse geben jedoch Aufschluss dariiber, dass Striatin-Proteine eine Schliisselfunktion in
einer Vielzahl von Prozessen spielen, deren Fehlregulation unter anderem zu ernsthaften
Beeintriachtigungen der Vitalitit fithren kann.

So wurde Striatin kiirzlich eine Beteiligung bei der Pathogenese der arrhythmogenen
rechtsventrikuldren Kardiomyopathie (ARVC) zugeschrieben, eine erbliche Herzerkrankung, die
fiir den plotzlichen Herztod verantwortlich gemacht wird. In der korrespondierenden Studie wurde
bei von ARVC betroffenen Hunden eine Deletion von 8 bp in der 3-UTR des striatin Gens
identifiziert, welche zu einer Mutation in der Stammschleifenstruktur der striatin mRNA und zu
einem jeweils verminderten Transkript- und Proteinlevel fiihrte (Meurs et al. 2010).

In einer Studie von Bartoli et al. (1999) wurde mit Hilfe einer Oligonukleotid-basierten Antisense-

Strategie die striatin Expression im Hirn der Ratte herunterreguliert und bei den entsprechenden
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Tieren eine Beeintrichtigung in der néichtlichen lokomotorischen Aktivitit und eine
Verminderung des Dendritenwachstums festgestellt.

Die Zerstorung der zu striatin homologen pilzlichen Gene FSRI aus F. graminearum, ham-3 aus
N. crassa und strA aus A. nidulans fiihrte in allen Organismen zum Verlust der Fertilitdt. Dartiber
hinaus konnte fiir F. graminearum eine reduzierte Virulenz und fiir N. crassa ein Verlust der
Féhigkeit zur vegetativen Zellfusion festgestellt werden (Shim et al. 2006, Simonin et al. 2010,
Wang et al. 2010, Yamamura und Shim 2008). Die S. macrospora prol1-Mutante, welche eine
Punktmutation im proll-Gen aufweist ist ebenfalls in der Ausbildung sexueller

Fortpflanzungsstrukturen gestort (Poggeler und Kiick 2004).

2.2 Interaktionspartner von Striatin-Proteinen und die Signalwege in denen sie wirken
2.2.1  Phocein/Mob3 — ein Protein aus der Mob-Familie

Einer der ersten in einem Hefe Two-Hybrid ,,Screen” identifizierten Interaktionspartner von
Striatin-Proteinen aus Rattus norvegicus war das 225 AS gro3e Protein Phocein/Mob3 (Baillat et
al. 2001). Studien zur Ko-Lokalisierung von Phocein/Mob3 und den Vertretern der Striatin-
Familie zeigten auf, dass die Proteine dasselbe Verteilungsmuster in den somato-dendritischen
Kompartimenten verschiedener Neuronen-Typen, insbesondere in den dendritischen Dornen,
aufwiesen. Die erstmals in der Hefe Two-Hybrid-Analyse gezeigte Interaktion wurde so auch auf
der subzelluldren Ebene bestétigt (Baillat et al. 2001, Bailly und Castets 2007, Haeberle et al.
2006).

Phocein/Mob3 gehort zu der Familie der Mob- (,,monopolar spindle-one-binder*) Proteine. Mob-
Proteine kommen konserviert von Béckerhefe bis Mensch in einer Vielzahl von Organismen vor
und zeichnen sich strukturell durch eine charakteristische Kern-Sequenz, die ca. 180-200 AS
lange sogenannte Mob-Domine aus (Baillat et al. 2001, Luca und Winey 1998, Ponchon et al.
2004).

Die Proteine der Mob-Familie werden nach zwei unterschiedlichen Klassifizierungen
verschiedenen Untergruppen zugeordnet. In dem Modell von Mrkobrada et al. (2006)
werden die Mob-Proteine basierend auf einem Homologie-Vergleich der konservierten
Mob-Doménen in den drei Untergruppen Mobl-dhnliche Proteine, Mob2-dhnliche
Proteine und Mob3-dhnliche Proteine zusammengefasst. Ausgehend von den Ergebnissen
phylogenetischer Analysen konnen Mob-Proteine nach dem Modell von Vitulo et al.
(2007) in finf verschiedene Untergruppen (Mobl, Mob2, Mob3, Mob4 und Mobp)
eingeordnet werden. Phocein wird in beiden Modellen der jeweils divergentesten Mob3-
Gruppe zugeordnet und daher auch als Mob3-Protein bezeichnet.

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae besitzt zwei Mob-Proteine, Mob1p und Mob2p, welche durch

die Interaktion mit Dbf-2-Kinasen die Beendigung der Mitose, die Zytokinese, die Septenbildung
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und die Steuerung der Zell-Polaritit regulieren (Hou et al. 2003, Hou et al. 2004, Lee et al. 2001,
Luca et al. 2001, Surana und Lim 2002). Ein Mob3-Homolog wird von der Hefe hingegen nicht
kodiert. Der filamentose Ascomycet N. crassa und die Fruchtfliege D. melanogaster weisen
jeweils vier und Homo sapiens sieben Mob-Proteine auf, von denen jeweils eines ein Mob3-
Protein reprasentiert (Maerz et al. 2009, Trammell et al. 2008, Chow et al. 2010).

In hoheren Eukaryoten interagieren die zu Moblp und Mob2p aus S. cerevisiae homologen
Proteine mit NDR (,,nuclear Dbf2-related*) Serin/Threonin Protein-Kinasen und sind hierdurch an
der Kontrolle des Zell-Zyklus, der Zellproliferation, der Tumor-Suppression und an apoptotischen
Prozessen beteiligt (Maerz et al. 2009, Ma et al. 2010, He et al. 2005, Devroe et al. 2004, Lai et al.
2005).

Mit Hilfe der Rontgenstruktur-Analyse konnte die Proteinstruktur von Mobl-Proteinen aus S.
cerevisiae, Xenopus laevis und H. sapiens aufgeklart werden (Mrkobrada et al. 2006, Ponchon et
al. 2004, Stavridi et al. 2003). Wie Abb. 2A am Beispiel des H. sapiens Mobl-Proteins zeigt,
beinhaltet die konservierte Mob-Domidne die Hauptstruktur-gebenden Elemente (neun Helices
und ein (3-,,hairpin® aus den zwei antiparallel angeordneten -Faltblittern S1 und S2). Das Protein
nimmt eine globuldre Struktur ein, die als Kernelement ein Biindel aus den vier langen Helices
H2, H4, H5 und H7 aufweist (Abb. 2B). Das Helixbiindel wird von den zwei kurzen Helices H3
und H6 und dem B-,hairpin“ flankiert und durch ein tetraedisch koordiniertes Zink-Atom
stabilisiert. Dariiber hinaus enthilt die Sequenz N-terminal der Kernstruktur die kurze Helix H1
und die Sequenz C-terminal der Kernstruktur die beiden kurzen Helices H8 und H9.

Vitulo et al. (2007) erarbeiteten basierend auf einem multiplen Sequenz-Alignment eine
Konsensus-Sequenz fiir die in Mob-Proteinen konservierte charakteristische Mob-Doméne.
Mob3-Proteine bilden wie erwihnt die divergenteste Untergruppe der Mob-Familie und weisen
daher im Vergleich zu den Proteinen der anderen Untergruppen eine relativ geringe Homologie zu
der Konsensus-Sequenz der Mob-Domine auf (Abb. 2A). Dennoch konnen sie zweifellos als
Proteine der Mob-Familie klassifiziert werden, da einige der wichtigsten strukturgebenden
Elemente wie die Helices 2 und 5, die beiden ,,Loops“ (Sequenzschleifen) L1 und L2, die
Sequenz und Position der B-Faltblitter und die Zink-Bindestelle bestehend aus jeweils zwei

Cystein- und Histidin-Resten zumindest teilweise konserviert sind.
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A H1 4 H2 H3 sz H4
Konsensus KHAFABAGS G- NIlSIE A| g EER TSAGPK LWADG KIKK IKCS‘PK IDLLED
Sc Mob1p I LWAFQ KGQP VSVSH ECLMR
Sc Mob2p V i SQ IDLAMT
Nc MOB1 - : v SSSACTAFTHT
Dm Mob1 - N ] EfHWADGLTVKKEIKCSAPKIDYLMUT
Dm Mob3 a t | v ENMLWADGDLYKKIZTALSEQKMIEHLMD
Hs Mob1B ) ( I EMHWADGTNIKKSIKCS/APKMIDYLMT
Hs Mob2A > ( il EMRWQDEHKFRKIETALSAPRY4MDL LMD
Hs Mob2B A \ EMRWQDDLKYKKITALP/APQNMMN L LD
Hs Mob2C I ( EMRWQDERQYRRIZAKLSAPRYMAL LMD
Nc MOB3 { v AT, CAVH---DAJEIKSCCAIDMCCHTHD
D
D

Dm Mob4 YIQBLIKRDPSNJELI[MH I v IALCAAH---KT|JKECPMIDMTRHT,
Hs Mob3  YIQENIRADCSNE /

H4 L2 H5 H6é H7 H8

Konsensus IEDQLNDEDLFPSKVGMPFPKN—FIQ—VCKK ILKNNAAAA BT MHHEFDE I LEMGA KESAILEVQEFNIMIDRKELAPIS® IERL
Sc Mob1p CQDQFDDESLFLSKVTGTFPEG—FIQRVIQP IRNRLFRV YR IY FNEILEFNL RiZFICLEFAQEFE LRPADFGPL VMEL 60 %
N D 1 Fl LP

DKIH IYLCAAH---KT|KECPRIDMTRHT

Sc Mob2p [IINNK KNLIJERKNGHBPIAPQOQ - FSR-DVQRMVQUERSRIA EDKIVHESL ST SFAKEFKISIDRKEMA P IESF 45 %

Nc MOB1 TATTT------ IRSFGNWARSH---------------————————— - - WSTPASS LSMSTTWQPARMFGDR--—----—--—---~- 30 %

Dm Mob1 QDQETLKIGPPKN FHS-SAKTHLKEINSNAIA BIfH OBETEVVTIMGE KiEISI FEVQEFNMIERRELAPMOAI DKL 79 %
v

Dm Mob3  ITETQISNNEAV)3J#v S T D\YPIIPKN - FIA - I SRKJSLT s0Naiisav BVy4I HEFDRIVSMGA Ki83y YFVQEFDUI SAKELE PIMOMUT SRT 64 %
Hs Mob1B  [[ivQDQIMssIE T LijdSK I G\4PIJPKN - FMS - VAK TRL KRS0 A4A BT V4H OBE D S VMOWQE 0TI FEVQEFNMIDRRELAPWOMAIEKL 81 %
Hs Mob2A [IITEAQISWNE DLI3JN VG T PIPKN - FLQ - T VRKJSL S SNasav By I HEFDR TAQYGS Ki¥3Y YFVKEFGMIDTKELE PMKMUTARM 64 %
Hs Mob2B [ITEVQIS\NEE I)3jsiC VGPIIPKN - FLQ - I CKKJSLC siNaiiaav BV I HEFDRVIVYIGA Ki83y YFVTEMNIDRKELE PMKMUT SRM 66 %
Hs Mob2C |IITEGLIS\IEE V)3jgifRVG\UPIFPEN - FQQ - VCTKLTV MIHBFDSILSYUGA Ki:83Y YEIREFS@VDORELEPMRHUTERT 61 %
Nc MOB3 ANTYTNPKY QISR F F{YDTHDKNLALRHLVNJSF REEAH HV8IA FOMRSVFWAYEG) KTVCDHFKTLQHENFQLPPEAEGHESTA 21 %
Dm Mob4  GAACLIYSNKYJI#SRVSIEKES - - - - SVTKLGS|CRINAP:E83S A FHERR I FDEFEA TEVTKYNLMSKENLIVPINGENAA-- 26 %
Hs Mob3  GAACLIYSNKYIIFSRVSIKES - - - - SVAKLGS|{CR;884:883S A/ FHERQI FDEYEN TEEVMKYNLMSKDNLIVPILEE ONSV 26 %

B

Abb. 2 Struktureller Aufbau von Proteinen aus der Mob-Familie. (A) Die AS-Sequenzen der Mob-
Doménen verschiedener Proteine aus der Mobl- und Mob3-Gruppe wurden mit der Konsensus-Sequenz
der Mob-Doméne in einem multiplen Alignment verglichen (verdndert nach Vitulo et al. 2007). Die drei
unteren Sequenzen représentieren jeweils das Phocein/Mob3-Homolog des angegebenen Organismus. Die
prozentuale Sequenz-Identitit der jeweiligen Mob-Doméne zu der Konsensus-Sequenz ist fiir jedes Protein
rechts angegeben. Schwarz hinterlegte AS sind in allen verglichenen Sequenzen konserviert, dunkelgrau
hinterlegte AS in mind. 10 und hellgrau hinterlegte AS in mind. 8 Sequenzen. Die Cystein- und Histidin-
Reste der Zink-Bindestelle sind rot markiert. Die experimentell nachgewiesene Anordnung der
Strukturelemente des Mobl-Proteins aus H. sapiens ist iiber dem Alignment angegeben (Erlduterungen
siche Textfluss). Abkiirzungen: Sc-Saccharomyces cerevisiae, Nc-Neurospora crassa, Dm-Drosophila
melanogaster, Hs-Homo sapiens. Accession-Nummern und Angabe der in dem Alignment verwendeten
Proteinbereiche + Gesamtlidnge der Proteine: Sc Moblp (NP _012160.2) AS 129-311 (314), Sc Mob2p
(NP_116618.1) AS 99-278 (287), Nc MOB1 (XP_956516.2) AS 33-149 (149), Dm Mobl (NP_651041.3)
AS 30-211 (219), Dm Mob3 (NP_609364.1) AS 33-183 (220), Hs Mob1B (NP_060691.2) AS 30-210
(216), Hs Mob2A (NP_570719.1) AS 33-215 (217), Hs Mob2B (NP_079037.3) AS 32-214 (216), Hs
Mob2C (NP_958805.1) AS 32-214 (216), Nc MOB3 (XP_962316.2) AS 91-274 (598), Dm Mob4
(NP_610229.1) AS 42-217 (223), Hs Mob3 (NP_056202.2) AS 42-219 (225). (B) Dreidimensionale
Ansicht der Tertidrstruktur des Mob1-Proteins aus H. sapiens (Stavridi et al. 2003).

Insgesamt scheinen die Mob3-Proteine im Vergleich zu den Mob-Proteinen der anderen
Untergruppen jedoch unterschiedliche zelluldre Aufgaben zu iibernehmen, da sie neben den

bestehenden strukturellen Unterschieden andere Interaktionspartner aufweisen.
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Neben der eingangs erwéhnten Interaktion des Sduger Mob3-Proteins mit den Vertretern der
Striatin-Familie konnten als weitere Interaktionspartner von Mob3 die Nukleosid-Diphosphat
Kinase (NDPK), Epsl5 (,epidermal growth factor receptor substrate 15°) und Dynamin I
identifiziert werden. Da diese Proteine nachweislich eine Rolle in der Endocytose und bei dem
vesikuldren Transport spielen, wird dem Mob3 Protein ebenfalls eine Funktion in diesen
biologischen Prozessen zugeschrieben (Baillat et al. 2002). Ob die Vermittlung von Endocytose
und vesikuldrem Transport liber eine Protein-Komplexbildung erfolgt an der auch die Proteine der
Striatin-Familie beteiligt sind oder ob diese Prozesse unabhéngig hiervon reguliert werden, muss

jedoch in zukiinftigen Studien noch eindeutig verifiziert werden.

Die Endocytose dient der Aufnahme extrazellulirer Néhrstoffe und der Regulierung
Rezeptor-vermittelter extrazelluldrer Signale durch die Internalisierung von Liganden,
Rezeptoren und assoziierten Membranproteinen (Mellman 1996). Bei der Clathrin-
vermittelten Endocytose wird durch die Anlagerung der Clathrin-Triskelions das
Einstlilpen der Membran und die Bildung eines Vesikels induziert. Nach der Abschniirung
des Vesikels bildet das polygonale Clathrin-Gitter die Hiille des Vesikels. Bei der
Entstehung der Vesikel spielen auch Aktin-Filamente eine entscheidende Rolle. Fiir die
Bindung des Clathrin-Gitters an die Plasmamembran und die Selektion der Proteinfracht
(Cargo) sind Adaptor-Protein (AP)-Komplexe notwendig (Ohno 2006, Kaksonen et al.
2006). Der heterotetramere AP-Komplex besteht aus zwei groen Untereinheiten und den
zweli kleinen Untereinheiten p und 6 (Ohno 2006, Boehm und Bonifacino 2001). Jede der
Untereinheiten erfiillt eine spezifische Funktion. Der kleinen Untereinheit ¢ wird eine
stabilisierende Funktion innerhalb des AP-Komplexes und eine Beteiligung bei der Cargo-
Auswahl zugedacht (Collins et al. 2002).

In anderen FEukaryoten wurden bislang keine Interaktionspartner von Mob3-Proteinen
identifiziert. Funktionelle Studien ergaben, dass das Mob3-Homolog DMob4 aus D. melanogaster
in die Anordnung der Spindelfasern, die Ausbildung von Synapsen, den axonalen Transport in
Neuronen und die zelluldre Organisation der Mikrotubuli involviert ist (Schulte et al. 2010,
Trammell et al. 2008). Dariiber hinaus wurde fiir das homologe Protein MOB3 in N. crassa eine
Beteiligung bei der Fusion vegetativer Zellen und bei der sexuellen Differenzierung

nachgewiesen. In derselben Studie wurde auerdem gezeigt, dass diese Funktion unabhéngig von

der Aktivitit des NDR-Kinase-Signalwegs ist (Maerz et al. 2009).

2.2.2  Die Protein-Phosphatase 2A (PP2A)

Als weiterer Interaktionspartner von den Proteinen der Striatin-Familie aus Sdugern konnte die
Protein-Phosphatase 2 A (PP2A) identifiziert werden. In biochemischen Studien wurde gezeigt,
dass die A/C-Untereinheit von PP2A stabile Protein-Komplexe mit Striatin und SG2NA in

Abwesenheit von B, B’ oder B’ Untereinheiten ausbildet (Moreno et al. 2000). Die Assoziierung
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der Proteine ist dabei unabhéngig von der Methylierung der katalytischen Untereinheit C (Yu et
al. 2001).

PP2A ist eine multifunktionale heterotrimere Serin/Threonin-Phosphatase, welche aus einer
strukturellen Untereinheit A, einer katalytischen Untereinheit C und einer regulatorischen
Untereinheit B besteht (Berndt 2003). PP2A ist in eine Vielzahl zelluldrer Prozesse, wie
DNA-Replikation, Transkription, Translation, neuronale Signaliibertragung, Zell-Zyklus-
Regulation und Zell-Teilung involviert (Janssens und Goris 2001, Lechward et al. 2001).
Die Ausiibung dieser vielfédltigen und unterschiedlichen Funktionen wird durch die
Interaktion der heterodimeren A/C-Form von PP2A mit einer Vielzahl regulatorischer
Untereinheiten (B, B’ und B’’) ermoglicht, welche die Phosphatase innerhalb der Zelle zu
spezifischen Mikrodoménen und/oder Signal-Komplexen dirigieren und die Aktivitdt der
Phosphatase modulieren (Moreno et al. 2000). Die katalytische Untereinheit C wird in post-
translationalen Modifikationen phosphoryliert oder methyliert und insbesondere die
Methylierung ist entscheidend fiir die Assoziierung mit der regulatorischen B-Untereinheit
(Yuetal. 2001).
Dartiber hinaus fiihrte die Inhibierung von PP2A durch Okadainsdure zu einem starken Anstieg
der Phosphorylierung von Striatin und SG2NA, was darauf hindeutet, dass beide Proteine
Substrate von PP2A darstellen. Striatin und SG2NA wurden daher als neue Subklasse
regulatorischer B-Untereinheiten von PP2A vorgeschlagen (Moreno et al. 2001).
Mit Hilfe detaillierter biochemischer Analysen konnten kiirzlich im sogenannten STRIPAK-
Komplex (,,striatin-interacting phosphatase and kinase*) weitere Proteine identifiziert werden,
welche an der Striatin bzw. SG2NA/PP2A-Komplexbildung beteiligt sind (Goudreault et al.
2009). Dazu gehoren Phocein/Mob3, die bislang uncharakterisierten Proteine STRIP1 und
STRIP2 (,,striatin-interacting proteins 1 und 2*), CCM3 (,,cerebral cavernous malformation 3”)
und alle Mitglieder der ,,Germinal Center Kinase III1“-Familie der Ste20-Kinasen. Dariiber hinaus

bildet der STRIPAK-Komplex jeweils zusitzlich eine Interaktion mit CTTNBP2 (,.cortactin-

binding protein 2°) und SLMAP (,,sarcolemmal membrane-associated protein®) aus.

Eine CCM3-Genmutation bewirkt, dass im Gehirn abnormal geformte Blutgefdfle mit
einer diinnen und pordsen Gefialwand ausgebildet werden. In der Folge kann dies zu
einem Gehirnschlag fithren, welcher haufig tddlich verlduft (Bergametti et al. 2005, Guclu
et al. 2005).
Die Beteiligung von Phosphatasen und Kinasen in dem STRIPAK-Komplex, sowie die Tatsache,
dass STRIPAK zusitzliche Interaktionen mit funktionell verschiedenen Proteinen eingeht, weist
darauf hin, dass es sich hierbei um einen Multiprotein-Signalkomplex handelt, welcher

unterschiedliche Signalwege steuert. Die genauen Regulationsmechanismen des STRIPAK-

Komplexes aus Sdugern und die resultierenden Zell-Antworten sind jedoch génzlich unbekannt.
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Einige der STRIPAK-Komponenten sind auch in der Hefe S. cerevisiae konserviert und bilden
den sogenannten Far-Komplex. Dieser scheint wahrend der sexuellen Paarung an der Steuerung
des Pheromon-induzierten Gj-Zellzyklus-Arrests beteiligt zu sein (Kemp und Sprague 2003).
Auch in filamentdsen Pilzen wurden Homologe STRIPAK-Komponenten identifiziert, auf die in
1V Diskussion ndher eingegangen wird.

2.2.3  ERa - Ostrogen-vermittelte nicht-genomische und genomische Signalwege

Eine weitere interessante Beteiligung von Striatin und SG2NA wurde bei der nicht-genomischen
und genomischen Regulation der Ostrogen-vermittelten Signalweiterleitung gefunden. Wie Lu et
al. (2004) zeigten, wird bei der nicht-genomischen Signalweiterleitung der Ostrogen-Rezeptor
ERa durch die Interaktion mit Striatin im Bereich von Mikrodoménen an die Plasmamembran
assoziiert. Dabei dient Striatin gleichzeitig als Gerlistprotein, welches eine Komplexbildung
zwischen ERa und der G-Protein-Untereinheit Gai vermittelt. Nachfolgend werden die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)- und Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K)/Akt-Kinase-
Signalwege induziert, welche wiederum die membran-assoziierte endotheliale NO-Synthase
(eNOS) aktivieren. Dieser Ostrogen-vermittelte nicht-genomische Signalweg trigt zu der
Regulation der arteriellen Erweiterung der BlutgefiBe bei. Bei der genomischen
Signalweiterleitung bewirkt die Komplexbildung von ERa, PP2A und einer alternativ gespleifiten
Form von SG2NA die Dephosphorylierung von ERa und der Rezeptor wird dadurch in seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor gehemmt (Tan et al. 2008).

224 Die Rolle von Striatin-Proteinen bei der Zell-Adhéasion
Kirzlich wurde eine Interaktion von Striatin-Proteinen mit dem multifunktionalen
Tumorsupressor des Wnt-Signalweges Adenomatous polyposis coli (APC) identifiziert (Breitman

et al. 2008).

Der Wnt-Signalweg steuert essentielle Abldufe wéhrend der Embryogenese. Dabei
ibernimmt APC durch die Forderung des proteasomalen Abbaus von B-Catenin eine
inhibierende Funktion, da hierdurch die B-Catenin-abhingige Transkription spezifischer
Zielgene verhindert wird (Cadigan und Nusse 1997). APC {ibernimmt auflerdem eine
Schliisselfunktion bei der Tumor-Suppression. Mutationen in dem APC-Gen werden mit
der Entwicklung von Dickdarm-Tumoren in Zusammenhang gebracht (Polakis 2000).

Breitman et al. (2008) zeigten, dass die Interaktion zwischen dem ,,WD-repeat“-Motiv von

Striatin und dem ,,Armadillo-repeat® von APC erfolgt, ein ca. 40 AS langes Sequenzmotiv,



I Einfiihrung 14

welches eine aus zwei o-Helices bestehende ,hairpin“-Konformation einnimmt und ein
spezialisiertes Motiv fiir Protein-Protein-Interaktionen darstellt (Hatzfeld 1999).

Dariiber hinaus zeigten Striatin und APC eine Aktin-abhédngige Ko-Lokalisierung in den Zell-
Zell-Kontaktstellen (,tight junctions®) von Epithelzellen, was darauf hindeutet, dass der
Striatin/APC-Komplex an der Vermittlung der Zell-Zell-Adhésion beteiligt ist (Breitman et al.
2008).

Auch das zu Striatin homologe CKA aus D. melanogaster scheint eine wichtige Rolle bei der
Zell-Zell-Adhésion zu spielen. Chen et al. (2002) demonstrierten, dass CKA vermutlich als
Gertistprotein im Zuge einer MAPK-Signalkaskade einen Komplex mit der JUN-N-terminalen
Kinase (DJNK; auch BSK, ,basket), der Kinase HEP (,,hemipterous*) und den
Transkriptionsaktivatoren DJUN und DFOS bildet und so die SchlieBung des dorsalen Riicken-
Epithels im Verlauf der Embryogenese koordiniert.

2.2.5 Die Rolle von Striatin-Proteinen bei der Virus-Assemblierung

Sleeman und Baron (2005) zeigten in Hefe Two-Hybrid und Ko-Immunoprizipitationsstudien
eine Interaktion zwischen Striatin und der katalytischen Untereinheit ,,L“ der RNA-abhingigen
RNA-Polymerase des Rinderpest-Virus (RPV). Die Polymerase besteht aus zwei Untereinheiten,
dem Phosphoprotein (P) und dem groBlen Protein (L). Es wird vermutet, dass das Protein L als
multifunktionelles Enzym alle katalytisch notwendigen Prozesse wihrend der viralen RNA-
Synthese iibernimmt (Horikami et al. 1994). Daneben wurden auch einige Wirts-Proteine
identifiziert, die fiir die virale RNA-Synthese notwendig sind. Dazu gehdren Tubulin, Aktin,
Profilin (ein Aktin-bindendes Protein), Translations-Elongationsfaktor la, Dynein und
verschiedene Hitzeschock-Proteine (Moyer et al. 1990, De et al. 1993, Burke et al. 2000, Das et
al. 1998, Qanungo et al. 2004, Poisson et al. 2001, Zhang et al. 2002a). Es wurde auBlerdem
gezeigt, dass die Phosphorylierung der RPV P-Untereinheit durch die Casein-Kinase II (CK2) die
Polymerase-Aktivitdt reguliert (Kaushik und Shaila 2004). CK2 und PP2A bilden in Zellen
selbstregulierende Komplexe und es wurde daher hypothetisiert, dass das Geriistprotein Striatin
iiber die Interaktion mit L die Phosphatase PP2A und die Kinase CK2 in rdumliche Nihe zu der
Untereinheit P bringt und so die Aktivitit der Polymerase reguliert wird (Heriche et al. 1997,
Sleeman und Baron 2005).

Abbildung 3 fasst die vorgestellten Interaktionspartner und die Funktionen der Proteinkomplexe

in denen Striatin-Proteine wirken zusammen.



I Einfiihrung 15

extrazellular

gRauugng
i RN
2 =

intrazellular

D, . Virus-
/ o Assemblierung
Endocytose
Vesikel-
Transport

4

\ / \
iati

-------------
. L
. .
.
.
S
*

STRIP 1/2 &

L2%%
«
ey,

.
.
.
--------

Signaltransduktion

Abb. 3 Ubersichtsmodell der Funktionen von Striatin-Proteinkomplexen. Erklirungen im Textfluss.
PM-Plasmamembran (verdndert nach Benoist et al. 20006).

Es wird deutlich, dass Striatine vermutlich als Geriistproteine die Assemblierung vielféltiger
Signalkomplexe vermitteln und so die Voraussetzung fiir die Regulierung verschiedener zelluldrer
Prozesse schaffen. Der in Abbildung 3 dargestellte Wirkungsort von Striatin-Komplexen ist eine
der zahlreichen spezialisierten Mikrodoménen (Caveolae) der Plasmamembran. Es ist jedoch
nicht auszuschlieBen, dass Striatine in Abhdngigkeit von der funktionellen Zielsetzung auch an

den Membranen anderer Zellorganellen Signalkomplexe organisieren.
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3  Sordaria macrospora — Ein Hyphenpilz als Modell-Organismus zur

Erforschung molekularer Differenzierungsprozesse

Filamentdse Ascomyceten sind ideale multizellulire Modell-Organismen fiir die Erforschung
molekularer Mechanismen, welche entwicklungsbiologische Differenzierungsprozesse steuern.
Als echte Eukaryoten enthalten sie Zellkerne und Mitochondrien und verfiigen zudem {iber eine
dhnliche genetische Ausstattung wie hohere Eukaryoten. Wihrend der sexuellen Reproduktion
durchlaufen filamentdse Pilze einen hochkomplexen Differenzierungsprozess: an einem
gleichformig gestalteten Myzel werden multizelluldre dreidimensionale Fruchtkdrper gebildet
(Poggeler et al. 2006a). Auf der zelluldren Ebene unterliegt diesem Differenzierungsprozess ein
komplexes Wechselspiel molekularer Komponenten, von denen eine Vielzahl in hoheren
Eukaryoten konserviert ist (Poggeler und Kiick 2004, Xiang et al. 2002, Maerz et al. 2009).

Die Analyse des filamentosen Ascomyceten S. macrospora (Familie Sordariaceae, Unterklasse
Pyrenomycetidae) als Modellorganismus bietet mehrere Vorteile (Engh et al. 2010, Kiick et al.
2009). Der Pilz ist nicht infektios, ldsst sich unter Laborbedingungen einfach kultivieren und
weist mit sieben Tagen einen kurzen Lebenszyklus auf. Das Genom ist mit 39,5 Mb relativ klein
und die Genomsequenz vollstindig sequenziert, wodurch sich der Organismus sehr gut fiir
genetische Analysen eignet (Nowrousian et al. 2010, Walz und Kiick 1995, Esser 1982).
AulBlerdem sind viele aktuelle molekularbiologische Methoden fiir S. macrospora gut etabliert,
wie z. B. Transformation, Konstruktion von Gen-Deletionsstimmen, RNA-Interferenz (RNA1)-
Studien oder Fluoreszenz-Mikroskopie (Poggeler et al. 2003, Poggeler und Kiick 2006, Nolting et
al. 2009, Walz und Kiick 1995).

S. macrospora ist nah verwandt mit dem Modell-Organismus N. crassa, aber im Gegensatz zu
diesem heterothallischen, selbststerilen Pilz ist S. macrospora homothallisch und selbstfertil, was
bedeutet, dass kein Kreuzungspartner flir die sexuelle Fortpflanzung notwendig ist. Dariiber
hinaus produziert S. macrospora ausschlieBlich meiotische Ascosporen. Asexuelle Sporen, wie
z. B. Konidien bei N. crassa, fehlen (Esser 1982). Der Pilz eignet sich deswegen besonders zur
Untersuchung von Genen, die in den sexuellen Differenzierungsprozess involviert sind, da
rezessive, die Fruchtkorperentwicklung betreffende Mutationen ohne vorherige Kreuzung mit
einem Kreuzungspartner erkannt werden koénnen und es keine Uberlagerung von sexuellen und
asexuellen Entwicklungsprogrammen gibt.

Der Lebenszyklus von S. macrospora beginnt mit dem Auskeimen einer Ascospore zu einem
gleichformig gestalteten Myzel (Abb. 4). Nach ca. drei Tagen wird die sexuelle Entwicklung mit

der Bildung der weiblichen Gametangien (Ascogone) eingeldutet. Diese werden von sterilen
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Hyphen umhiillt und differenzieren so zunichst zu Vor-Fruchtkdrpern (Protoperithezien), welche
nach ca. sieben Tagen zu den komplex strukturierten Fruchtkorpern (Perithezien) ausgereift sind.

Die Perithezien enthalten schlauchféormige Asci mit jeweils acht linear angeordneten Ascosporen.
Diese werden ausgeschleudert und wachsen nach der Keimung zu einem neuen Myzel heran

(Esser 1982).

Sordaria
macrospora

Abb. 4 Der Entwicklungszyklus von S. macrospora (verindert nach Rathke).

S. macrospora wird seit langem als Modell-Organismus fiir konventionelle genetische Studien
und fiir die molekularbiologische Analyse der Fruchtkorperentwicklung genutzt. So konnten
bereits verschiedene S. macrospora-Mutanten charakterisiert werden, die in der Entwicklung von
den Protoperithezien zu den Perithezien gestort sind (pro-Mutanten) und eine per-Mutante, welche

einen Defekt bei der vollstindigen Reifung der Perithezien aufweist.

Neben 45 pro- und 44 per-Mutanten, existieren von S. macrospora auch die sogenannten
asc- und pile-Mutanten. Die asc-Mutanten weisen einen Arrest in der ersten Stufe der
Ascogonenbildung auf. Die ausgebildeten Ascogone besitzen im Vergleich zu dem wt-
Stamm jedoch hidufig eine entartete Struktur. Die asc-Mutanten sind steril und
Protoperithezien werden nie ausgebildet. Interessanterweise zeigen nur fiinf aus den iiber
100 Stimmen der S. macrospora Mutanten-Kollektion einen asc-Phinotyp. In den pile-
Mutanten ist die rdumliche Anordnung der Perithezien gestort. Die Perithezien werden
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hiufig stapelartig iibereinander gebildet. Es wurden 16 Mutanten mit diesem Phénotyp
identifiziert, welche jedoch eine genetische Instabilitit aufweisen (Kiick et al. 2009).

Die korrespondierenden Gene kodieren fiir funktionell diverse Proteine: die Untereinheit einer
ATP-Citrat-Lyase (per5-Mutante), eine Isopropylmalat-Dehydrogenase (Enzym der Leucin-
Biosynthese) (pro4-Mutante), einen C6-Zinkfingertranskriptionsfaktor (prol-Mutante), ein
putatives Transmembranprotein (pro22-Mutante), ein ,,Woronin-body*“-assoziiertes Protein
(pro40-Mutante), ein ER-assoziiertes Protein (pro41-Mutante) und schlieBlich das zu Striatin
homologe Protein PRO11 (proll-Mutante) (Engh et al. 2007, Kiick 2005, Masloff et al. 1999,
Masloff et al. 2002, Nowrousian et al. 1999, Nowrousian et al. 2007, Poggeler und Kiick 2004,
Rech et al. 2007).

Die proll-Mutante wurde bereits ausfiihrlich charakterisiert (Péggeler und Kiick 2004). Im
nachfolgenden Kapitel werden die weiterfiihrenden Analysen, welche im Rahmen dieser Arbeit

bearbeitet werden sollten, erldutert.

4  Experimentelle Zielsetzung

Durch chemische Mutagenese mit Ethyl-Methansulfonat (EMS), wurde die S. macrospora
Mutante proll generiert, welche auf der Stufe der Protoperithezien-Entwicklung arretiert ist. Die
Komplementationstransformation der proll-Mutante mit einer Cosmidbank fithrte zu der
Identifizierung und Isolierung des Entwicklungsgens proll (Poggeler et al. 1997, Poggeler und
Kiick 2004). Der ORF des proll-Gens weist 2716 bp auf und ist von drei Introns (69 bp, 54 bp
und 55 bp) unterbrochen. Das aus der proll-cDNA abgeleitete PRO11-Protein umfasst 845 AS.
Ein Sequenzvergleich ergab eine signifikante Homologie von PRO11 zu den Striatin-Proteinen
aus Sdaugern. PROI11 zeigt den gleichen strukturellen Aufbau wie die Proteine der Striatin-
Familie. Im N-Terminus von PROI11 konnte ein ,,coiled-coil“-Motiv und eine Calmodulin-
Bindedoméne vorhergesagt werden. Der C-terminale Teil des Proteins wird durch sieben ,,WD-

repeats‘ charakterisiert (P6ggeler und Kiick 2004) (Abb. 5).
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Abb. 5 Schematische Darstellung des PRO11-Proteins aus S. macrospora. Oben ist das native PRO11-
Protein und unten die verkiirzte PRO11-Version in der prol 1-Mutante dargestellt, welche auf Grund einer
Punktmutation eine verkiirzte Linge von 545 AS aufweist. Abkiirzungen: cc-,,coiled-coil“-Motiv
(schwarze Box), cm-putative Calmodulin-Bindedoméne (weille Box).

Bei der Behandlung mit EMS entstehen durch die Induktion von Basenfehlpaarungen hiufig
Punktmutationen in Form von GC- zu AT-Transitionen (Ashman 1992). So ergab auch die
Sequenzierung des proll-Lokus in der proll-Mutante, dass eine GC-/AT-Transition zu der
Kodierung eines Stopp-Codons (TGA) anstelle eines Tryptophan-Rests (TGG) zu einer
verkiirzten 545 AS grofen PRO11-Version fiihrt (P6ggeler und Kiick 2004).

Wie Abb. 5 verdeutlicht, wird hierdurch das PRO11-Protein nur noch bis zum zweiten ,,WD-

repeat™ vollstindig gebildet.

Als einer der ersten Interaktionspartner von Striatin-Proteinen aus Sdugern wurde das Protein
Phocein/Mob3 identifiziert (Baillat et al. 2001). In einer vorangegangenen Arbeit konnte das
Homolog Smmob3 bereits aus S. macrospora isoliert und kloniert werden (Bernhards 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit Hilfe einer Hefe Two-Hybrid Studie untersucht werden, ob

auch in S. macrospora eine Interaktion der homologen Proteine PRO11 und SmMOB3 vorliegt.

Ein weiterer Schwerpunkt sollte auf der Untersuchung der Beteiligung von PRO11 und SmMOB3
bei der sexuellen Entwicklung von S. macrospora liegen. Bislang gibt es kaum Erkenntnisse {iber
die Regulation von proll und Smmob3 wihrend des Lebenszyklus von S. macrospora. Beide
Gene werden nur schwach exprimiert, so dass die Transkripte in Northern-Analysen nicht
nachgewiesen werden konnten (Pdggeler und Kiick 2004, Bernhards 2005). Im Rahmen dieser
Arbeit sollte daher zur Untersuchung der transkriptionellen Expression von proll und Smmob3
die Real-Time Analyse zum FEinsatz kommen, die eine sehr sensitive Erfassung von
Transkriptmengen erlaubt (Valasek und Repa 2005).

Um zu untersuchen, ob SmMOB3 genauso wie PROI1 einen Einfluss auf die sexuelle

Entwicklung ausiibt, sollte das Smmob3-Gen in dem S. macrospora Aku70-Stamm mittels
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homologer Rekombination durch eine Hygromycin-Resistenz-Kassette ersetzt und so funktionell

ausgeschaltet werden.

Transformierte DNA integriert in S. macrospora wihrend der nicht-homologen Reparatur
von DNA-Doppelstrangbriichen durch den NHEJ-Komplex (,,non-homologous end
joining®) vornehmlich ektopisch in das Genom (Pdggeler und Kiick 2006). An der
Ausbildung des NHEJ-Komplexes sind unter anderem die Proteine Ku70 und Ku80
beteiligt (Walker et al. 2001). In dem Aku70-Stamm wurde das ku70-Gen durch eine
Nourseothricin-Resistenzkassette ersetzt. Nicht-homologe DNA-Integrationsereignisse
werden daher unterbunden und in den Aku70-Stamm transformierte DNA wird zu mehr als
85 % homolog in das Genom integriert (Poggeler und Kiick 2006).
Wie beschrieben, ist die proll-Punktmutante auf der Entwicklungsstufe der
Protoperithezienbildung arretiert. Ein grofer Teil des PRO11-Proteins (545 AS) wird in der
Mutante noch gebildet. Es sollte daher die Auswirkung einer gesamten Deletion des prol/-Gens
auf die sexuelle Entwicklung durch die Erstellung eines proll-Knockout-Stamms untersucht
werden. Weiterhin sollten die erstellten Knockout-Stimme in Komplementationsstudien fiir die
Expression verschiedener Smmob3- und proll-Verkiirzungskonstrukte eingesetzt werden, um
Aufschluss tiber funktionell wichtige Bereiche der korrespondierenden SmMOB3- und PRO11-
Proteine zu gewinnen. Es sollte auflerdem mit Hilfe von Kreuzungsexperimenten -eine
Smmob3/prol I-Doppeldeletionsmutante generiert werden und eine morphologische Untersuchung
des Phénotyps erfolgen.
In Sdugern existieren verschiedene durch alternatives Spleilen hervorgebrachte Versionen von
Striatin-Proteinen, welche in unterschiedlichen Geweben und auch zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Entwicklung eine Funktion erfiillen. Es sollte daher analysiert werden, ob proll
ebenfalls alternativ gespleiit wird und wie sich eine solche Variante funktionell auf die
Entwicklung von S. macrospora auswirken konnte.
Ein anderer Teil der Arbeit sollte sich mit der Identifizierung weiterer Interaktionspartner von
PROI11 und SmMOB3 beschiftigen. Hierzu sollten beide Proteine in einem Hefe Two-Hybrid
»Screen einer S. macrospora und N. crassa cDNA-Bank als Kdderproteine eingesetzt werden.
Von den identifizierten Interaktionspartnern sollte ein Protein ausgewihlt und in weiterfiihrenden
Analysen wie z. B. durch die Erstellung einer Deletionsmutante, funktionell ndher charakterisiert
werden.
Abschlieflend sollte eine Analyse der intrazelluldren Lokalisierung von PRO11 und SmMOB3
erfolgen Dazu sollten die Proteine mit dem rot fluoreszierenden Protein (DsRed) oder dem griin
fluoreszierenden Protein (GFP) fusioniert und die Lokalisierung in S. macrospora mittels

Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.
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II1 MATERIAL UND METHODEN
1 Material

1.1 Stamme

In Tabelle 1 sind die in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten Stimme und deren geno- bzw.
phéanotypische Charakteristika aufgelistet.

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Stimme
Bezeichnung Charakteristika Referenz

ESCHERICHIA COLI

SURE el4"(McrA’) A(merCB-hsdSMR-mrr)171, Agilent (Santa Clara, USA)
endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB
rec] sbcC umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F’,
proAB, lacl"”ZAM15 Tnl10 (Tet")]*

MACHI1 ArecA1398 endAl tonA ®80AlacM15 Invitrogen (Carlsbad, USA)
AlacX74 hsdR(rg” mg )

SACCHAROMYCES CEREVISIAE

PJ69-4A MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- (James et al. 1996)
200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1-HIS3,
GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ

PJ69-4a MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- (James et al. 1996)
200, gal4A, gal80A, LYS2::GALI1-HIS3,
GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- (James et al. 1996)
200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1-HIS3,
GAL2-ADE2, URA3::MELI1-lacZ, MEL1

AH109-Nc AH109 transformiert mit der N. crassa (Seiler, unverofttl.)
cDNA-Bank

SORDARIA MACROSPORA

wt S17736, Wildtyp k-hell Stammsammlung'

fus-1 S23442, Mutation im Gen fus, braune Stammsammlung'
Ascosporen

2 S67813, Mutation im Gen r, rosa Stammsammlung1
Ascosporen

Aku70 S66001, Aku70::nat; nat", fertil (PSggeler und Kiick 2006)

proll S24117, Mutation im Gen prol I, steril (Poggeler und Kiick 2004)

prol1/r2 ESI aus Kreuzung prol1 x r2, steril Stammsammlung'

prol M8871, Mutation im Gen prol, steril (Masloff et al. 1999)

ASmmob3 ASmmob3::hph, ESI; hyg", steril (Bernhards und Poggeler’)

ASmmob3/fus-1 ASmmob3.::hph/fus, ESI aus Kreuzung (Bernhards und Poggeler’)
ASmmob3 x fus-1; hyg®, steril

ASmmob3 MOB3FL* ASmmob3 + pMob3FL; hyg", nat®, fertil (Bernhards und Poggeler’)

ASmmob3 MOB3N* ASmmob3 + pMob3N; hyg®, nat®, fertil (Bernhards und Poggeler’)

ASmmob3 MOB3C*™ ASmmob3 + pMob3C; hyg"®, nat®, steril (Bernhards und Poggeler’)

ASmmob3 MOB3MmFL® ASmmob3 + pMob3MmFL; hyg", nat®, steril (Bernhards und Poggeler’)

wt_trpC-PRO11si* wt + pl1si; nat®, steril (Bernhards und Poggeler’)

wt_trpC-MOB3si* wt + pMob3si; nat®, steril (Bernhards und Poggeler’)

proll_trpC-MOB3si* prol1l + pMob3si; nat®, steril (Bernhards und Poggeler’)

ASmmob3_trpC-PRO11si*"  ASmmob3 + pProl 1si; hyg®, nat®, steril (Bernhards und Poggeler’)
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Bezeichnung Charakteristika Referenz
SORDARIA MACROSPORA

ASmmob3_gpd-MOB3**
wt_gpd-MOB3*

ASmmob3_gpd-
MOB3:DsRED*
Aproll

Aprol 1/fus-1

Aproll PRO11FL*
Aproll_PRO11mut®
Aproll PROTINI*
Aproll PROTIN2®
Aproll_PROIIN3®
Aproll PROTIN4®
Aproll_gpd-PRO11°
wt_gpd-PRO11*
Aproll_PRO11cDNA®
Aproll PRO11:DsRed*
ASm9375

ASm9375/12

ASm9375/Aprol1

ASm9375/ASmmob3

wt_gpd-DsRed*
wt_gpd-DsRed:SKL*

wt_gpd-Cas:DsRed*"

wt_ccgl-Lifeact:TagRFP*

ASmmob3 + pMob3oex; hyg®, nat, fertil
wt + pMob3oex; hyg", nat®, fertil
ASmmob3 + pMob3DsRed; hyg®, nat®, fertil

Aproll::hph, ESI; hyg®, steril
Aproll::hph/fus, ESI aus Kreuzung Aprol1l

x fus-1; hyg", steril

Aprol1 + pl1FL; hyg", nat®, fertil
Aprol1 + pl1lmut; hyg®, nat®, steril
Aprol1+ pl1IN1; hyg®, nat®, steril
Aproll + p11N2; hyg®, nat®, steril
Aproll + p11N3; hyg®, nat®, steril
Aprol1 + p11N4; hyg®, nat®, steril
Aprol1 + plloex; hyg®, nat®, fertil
wt + plloex; hyg®, nat®, fertil

Aprol1 + pl1cDNA; hyg®, nat®, fertil
Aproll + p11DsRed; hyg®, nat®, fertil
ASm9375::hph, ESI, hyg", fertil
ASm9375::hph/r2, ESI aus Kreuzung

ASm9375 x 12; hyg", fertil

Aproll::hph/ASm9375::hph, ESI; hygX,

fertil

ASmmob3::hph/ASm9375: :hph, ESI; hyg",

fertil

wt + pRHNI; nat®

wt + pDsRed-SKL; nat®
wt + pMito-DsRed; nat®

wt + pAL4-Lifeact

(Bernhards und Poggeler’)
(Bernhards und Poggeler’)
diese Arbeit

(Bloemendal et al.™)
diese Arbeit

(Bloemendal et al.™)
(Bloemendal et al.”)
(Bloemendal et al.”)
(Bloemendal et al.™)
(Bloemendal et al.™")
(Bloemendal et al.™")
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

(Elleuche und Poggeler
2008)

(Elleuche und Poggeler
2009)

diese Arbeit

NEUROSPORA CRASSA
wt

wt

Amob3
Amob3_MOB3FL*
Amob3 _MOB3N*'
Amob3_MOB3C*

Wildtyp; 74-OR23-1 Mat A
Wildtyp; ORS-SL6 Mat a
hph::mob-3A

Amob3 + pMob3FL; hyg®, nat®
Amob3 + pMob3N; hyg®, nat®
Amob3 + pMob3C; hyg®, nat®

(Maerz et al. 2009)
(Maerz et al. 2009)
(Maerz et al. 2009)
(Seiler, unverdfftl.)
(Seiler, unverofitl.)
(Seiler, unverofitl.)

'Stammsammlung des Lehrstuhls Allgemeine und Molekulare Botanik, Ruhr-Universitit Bochum.
"Manuskript eingereicht zur Veroffentlichung.

“"Manuskript in Vorbereitung.

+ transformiert mit dem angegebenen Plasmid.
Die verwendeten Abkiirzungen und Symbole sind dem Abkiirzungsverzeichnis zu entnehmen.
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1.2 Plasmide

Tabelle 2 zeigt die verwendeten und konstruierten Plasmide mit den jeweiligen Charakteristika. Die zur
Plasmid-Konstruktion verwendeten Ausgangsvektoren sind in Fett-Druck dargestellt. Darunter sind die mit
dem jeweiligen Ausgangsvektor hergestellten Plasmide aufgelistet. Es ist zusétzlich angegeben, fiir welche

Experimente die Plasmide verwendet worden sind.

Tab. 2: Auflistung der verwendeten und konstruierten Plasmide

Plasmid

Charakteristika/Insert

Referenz

SUBKLONIERUNG/SEQUENZIERUNG

pDrive

pJetl.2/blunt

lacZa zur Blau/Weil3-Selektion von
Transformanten, amp®, kan®
letales Gen eco47IR zur Selektion von

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Fermentas (St. Leon-Rot,

Transformanten, amp" Deutschland)
HEFE TWO-HYBRID
pAD-GAL4-2.1 LEU2, GAL4-AD, amp® Stratagene
pGADT7 LEU2, GAL4-AD, amp® Clontech (Mountain View,

USA

pAK2 857 bp prol1 5’-cDNA in pQE31 (Pégéeler und Kiick 2004)
pB-al ges. Sm Smta-1 cDNA in pGBDU-C1 (Jacobsen et al. 2002)
pA-Al ges. Sm SmtA-1 cDNA in pGAD-C1 (Jacobsen et al. 2002)
pGBDU-C3 URA2, GAL4-BD, amp® (James et al. 1996)
pBl1-aal-110 5"-Bereich der prol1 cDNA (»AS 1-110) (Bloemendal et al.™)
pGBDU-C1 URA2, GAL4-BD, amp" (James et al. 1996)

pBl1l-aal-215
pBl11-aal-281
pB11-aa282-845
pBMob3-aal-144
pBMob3-aal-345
pGAD-C1
pAll-aal-281
pAl1-aa282-845
pAMob3-aal-345

5’-Bereich der proll cDNA (»AS 1-215)
5’-Bereich der prol1 cDNA (»AS 1-281)
3’-Bereich der prol1 cDNA (»AS 282-845)
5’-Bereich der Smmob3 cDNA (»AS 1-144)
5’-Bereich der Smmob3 cDNA (»AS 1-345)
LEU2, GAL4-AD, amp®

5’-Bereich der proll cDNA (»AS 1-281)
3’-Bereich der prol1 cDNA (»AS 282-845)
5’-Bereich der Smmob3 cDNA (»AS 1-345)

(Bloemendal et al.”)
(Bloemendal et al.™)
(Bloemendal et al.™")
(Bloemendal et al.”")
(Bloemendal et al.™)
(James et al. 1996)

(Bloemendal et al.”)
(Bloemendal et al.™)
(Bloemendal et al.™")

KNOCKOUT

pCB1003
pRS426
pMob3ko

pllko

p9375ko

hph, amp®

URA2, amp®

671 bp Smmob3 5’-Bereich inkl. UTR und 930
bp Smmob3 3’-Bereich getrennt durch sph

704 bp proll 5'-und 735 bp proll 3’-UTR
getrennt durch Aph

985 bp Sm9375 5’-UTR und 680 bp Sm9375 3'-
Bereich inkl. UTR getrennt durch Aph

(Carroll et al. 1994)
(Christianson et al. 1992)
(Bernhards und Poggeler’)

(Bloemendal et al.**)

diese Arbeit

KOMPLEMENTATION/UBEREXPRESSION

p1783-1
pEHNI1-nat
pMob3MmFL
pRSnat
pMob3FL

Pgpd, TtrpC, hph, egfp, amp®

Pgpd, TtrpC, nat, amp"

ges. Mm Mob3 cDNA ORF (»AS 1-225)
URA2, nat, ampR

ges. Smmob3 gDNA ORF (»AS 1-663) inkl. 663

bp 5-UTR

(Poggeler et al. 2003)
Kiick, unverofitl.
(Bernhards und Poggeler’)
(Klix et al. 2010)
(Bernhards und Poggeler’)
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Plasmid

Charakteristika/Insert

Referenz

KOMPLEMENTATION/UBEREXPRESSION

pMob3N Smmob3 gDNA ORF 5’-Bereich (»AS 1-264) (Bernhards und Poggeler’)
inkl. 663 bp 5-UTR

pMob3C Smmob3 3’-Bereich (»AS 324-663) reguliert (Bernhards und Poggeler’)
durch 663 bp Smmob3 5'-UTR

pMob3oex ges. Smmob3 gDNA ORF (»AS 1-663) reguliert  (Bernhards und Poggeler’)
durch Pgpd und TtrpC

pl1FL ges. prol I gDNA ORF (»AS 1-845) inkl. 704 bp (Bloemendal et al.”)
5’-UTR und 735 bp 3" UTR

pllmut proll gDNA ORF 5’-Bereich (»AS 1-545) inkl.  (Bloemendal et al.”")
704 bp 5'-UTR

plINI proll gDNA ORF 5’-Bereich (»AS 1-414) inkl.  (Bloemendal et al.”)
704 bp 5'-UTR

plIN2 proll gDNA ORF 5'-Bereich (»AS 1-281) inkl.  (Bloemendal et al.”)
704 bp 5°-UTR

plIN3 proll gDNA ORF 5’-Bereich (»AS 1-180) inkl. (Bloemendal et al.”)
704 bp 5'-UTR

plIN4 proll gDNA ORF 5'-Bereich (»AS 1-120) inkl.  (Bloemendal et al.”™)
704 bp 5'-UTR

plloex ges. proll gDNA ORF (»AS 1-845) reguliert diese Arbeit
durch. Pgpd und TtrpC

pl1cDNA ges. prol I cDNA ORF (»AS 1-845) inkl. 704 bp diese Arbeit
5'-UTR und 735 bp 3" UTR

LOKALISIERUNG

pRHNI gpd, trpC, nat, DsRed, amp" (Janus et al. 2007)

pMito-DsRed
pDsRed-SKL

pAL4-Lifeact

cas2 MTS fusioniert mit DsRed, reguliert durch
Pgpd und TtrpC

DsRed fusioniert mit SKL, reguliert durch Pgpd
und TtrpC

Lifeact fusioniert mit 7agRFP reguliert durch
PCCGI, nat, ampR

(Elleuche und Poggeler 2009)
(Elleuche und Poggeler 2008)

(Berepiki et al. 2010)

pRSnat URA2, nat, amp" (Klix et al. 2010)
pMob3DsRed ges. Smmob3 gDNA ORF (»AS 1-663) fusioniert diese Arbeit
mit DsRed, reguliert durch Pgpd und T#rpC
pllnatDsRed ges. proll gDNA ORF (»AS 1-845) fusioniert  diese Arbeit
mit DsRed, reguliert durch 704 bp proll 5'-UTR
RNAI
pS-NAT1 PtrpC und TtrpC, Mo cutinase Intron 2, natl- (Janus et al. 2007)
Gen reguliert durch Pgpd, amp®
pProl1si 471 bp des proll gDNA ORFs (Bernhards und Poggeler’)
pMob3si 500 bp des Smmob3 gDNA ORFs (Bernhards und Poggeler’)

Die verwendeten Abkiirzungen und Symbole sind dem Abkiirzungsverzeichnis zu entnehmen.
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1.3 Oligonukleotide (Primer)

In Tabelle 3 sind die Primer aufgefiihrt, die als PCR- oder Sequenzierungsstartermolekiile
eingesetzt wurden. Es ist jeweils die Primer-Sequenz in 5°-3’-Richtung und die spezifischen
DNA-Positionen an welche die Primer binden, angegeben. Es wird zusétzlich benannt bei

welchen Experimenten die Primer eingesetzt wurden.

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5°-3’) Position
SEQUENZIERUNG
Smphol-14 GGCAGTGCCCTGACTACTGTT Smmob3 1101 bis 1121
GAL4-T7 AATACGACTCACTATAGGGCTCTA pAD-GAL4-2.1 922 bis 899
Smphol_Orf-r GGAGAGCTTAGAGGAAGCGACAT Smmob3 23 bis 1
NCUI11371 r GAGCATCGTCGTCGTAGTCCAT NCU1137122bis 1
Nc9375-f ATGCCGGTTGAAACAGCGAGGG NCU09375 136 bis 157
Nc9375-r GGTTGTGGCGGTCATAGAGCACAT NCU09375 690 bis 667
Nc9376C-f CCAACAGCTCTCTTACGGCTT NCU09376 1117 bis 1137
Sm9375Nr2 ACATACTTTACAGGACAGCAGGC SMU09375 290 bis 268
Sm9375Cf2 TTCGTGATCTGGAGCCGGACGTGTCGC SMU09375 743 bis 769
Nc9374Nr AGGAGTGCGCGTATGCCACCAGCAATG NCU09374 2520 bis 2494
Sm9375-cDNAf2 ATGGCAAGCCTTTGTGCTTTCC SMU09375 -10 bis 13
Sm9375-cDNAr  AATCAGAGAAGACCTGACACCG SMU09375 982 bis 961

HEFE TWO-HYBRID

prol1-24 ATCGCTGGTAAGACTGCTCCAG proll 770 bis 749
prol1-31 CGTCGACATGGGCACCAACGGCGTTCATG proll 1 bis 23
T
prol1-132 GTCGACAACTCCCTTCTCTTTACCACC proll 400 bis 380
prol1-34 CGTCGACCCCATGGAGCGTTCGTCTAGA  proll 947 bis 967
prol1-35 CCTGCAGCTACCTCGCATACACCTTGACC proll 2717 bis 2694
AT
Smphol-11 GTCGACTCGCTTCCTCTAAGCTCTCCT Smmob3 4 bis 24
Smpho1-13 GTCGACAACAGTAGTCAGGGGACTGCC — Smmob3 1121 bis 1101
KNOCKOUT
phol-5f GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG — UH pRS426 1920 bis 1948
GGAATCGAGCGAACTTTACA Smmob3 -177 bis-158
phol-5r CCAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC UH hph 29 bis 1
CCCAACAATGAGGTTATTGC Smmob3 494 bis 475
phol-3f GAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAAC — UH hph 1386 bis 1414
AGCACAGCGAACACAAGAGG Smmob3 2748 bis 2762
phol-3r GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC ~ UH pRS426 2197 bis 2169
CTAGTCCACCTTTGGGGCCT Smmob3 2078 bis 2059
KNOCKOUT
phol-14f CCCCGACATATCGAATCCAGC Smmob3 -225 bis -205
phol-2r CCCCTAATGATGCCTCTACGC Smmob3 2166 bis 2146
phol-15f AGGACCAACACGAGGCGGCAT Smmob3 1059 bis 1079
prol1-5f GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG — UH pRS426 1920 bis 1948
TCCTTCTCCAACGACACTGT proll -704 bis -685
prol1-5¢ CCAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC UH hph 29 bis 1
AGTTGTGCGGTTGTCGTTGG proll -1 bis -20
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Bezeichnung

Sequenz (5°-3°)

Position

KNOCKOUT
prol1-3f

prol1-3r

proll-21
proll-kor
prol1-28
ko9375_5f

ko9375 5r
ko9375 3f
ko9375 3r

ko9375 4f
ko9375 2r
Sm9375Nr
hph-f
hph-r
trpCl1

hph3

GAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGTTAAC
ACGCTTCGAGAGGATGGGGA
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
AGATATGATTTGGTTCTCGC
AAGCGCGCTTGCCAGTCGCTGC
ACGATCAGCCTCGGAAAGACCGC
CCCGCCATCGACCGACCACCTC
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
GGTCTCTGCTGCGAACCTTT
CCAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC
GACGGCAAATCTGTATTGCTT
GAGTAGATGCCGACCGGGAACCAGITAAC
ACGGCCACAGCCGCCAGCGG
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
TTCGTTGTCAGTCTAGATGG
AGGTACAAGTAGTCGGCGTGC
AAAAGAAGTAATGGGGAGCTAGC
GTTGATGCTAATTGCCCTCGC
GTTAACTGATATTGAAGGAGCATTTTTGG
GTTAACTGGTTCCCGGTCGGCATCTACTC
GATCCGCCTGGACGACTAAACC
ACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG

UH hph 1386 bis 1414
proll 2733 bis 2752

UH pRS426 2197 bis 2169
proll 3467 bis 3448
proll -783 bis -762

proll 3586 bis 3564
proll 2331 bis 2310

UH pRS426 1920 bis 1948
Sm9375 -986 bis -967

UH hph 29 bis 1

Sm9375 -1 bis -21

UH hph 1386 bis 1414
Sm9375 855 bis 874

UH pRS426 2197 bis 2169
Sm9375 1535 bis 1516
Sm9375 -1123 bis -1103
Sm9375 1627 bis 1605
Sm9375 129 bis 109

hph 1 bis 29

hph 1414 bis 1386

hph 94 bis 73

hph 1363 bis 1386

KOMPLEMENTATION/UBEREXPRESSION/LOKALISIERUNG

pho5f 2

pho5r 2
phodom2 r

phodom3 f
Mmpho-f
Mmpho-r
phoORF-f
phocDNA-2r
phocDNA-3f

phoORF-r
pRSGPDf2

phorevGPD
phofGFP
phofDsRed
pRSGFPrev
prolldomplus-r

prolldom-r

GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
GTCGTGGATCACACAAACGT
GATGGTTCTTCGCTCTCTGAGC
CCAAAAATGCTCCTTCAATATCAGTTAAC
AGGAAGCTGGAAGTTCTCGT
GCATCGCGCTCAGAGAGCGAAGAACCATC
ATGAGGACCAACACGAGGCG
CCATGGTCATGGCGGAGGGGACGGC
GGATCCTCATGCTTCACTTTCCCC
ATGTCGCTTCCTCTAAGCTCTC
AGGAAGCTGGAAGTTCTCGT
ATGAGGACCAACACGAGGCG
GTCCACCTTTGGGGCCTGCT
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
GTACAGTGACCGGTGACTCT
AGCCGAGGAGAGCITAGAGGAAGCGACAT
TAGCTGTTAGTCAAGCTGCG
CTGTCGCTGAGCAGGCCCCAAAGGTGGAC
ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA
CTGTCGCTGAGCAGGCCCCAAAGGTIGGAC
ATGGCCTCCTCCGAGGACGT
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
TCGAGTGGAGATGTGGAGTG
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
TTATCATGCCTTCTGTTGAA
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
TTACTATCTAGACGAACGCT

UH pRS426 1920 bis 1948
Smmob3 -664 bis -645
Smmob3 -1 bis -22

UH pRS426 2197 bis 2169
Smmob3 878 bis 859

UH Smmob3 -29 bis -1
Smmob3 1056 bis 1075

Mm mob3 1 bis 17

Mm mob3 672 bis 655
Smmob3 1 bis 22

Smmob3 878 bis 859
Smmob3 1056 bis 1075
Smmob3 2075 bis 2056

UH pRS426 1920 bis 1948
Pgpd/p1783-1 2748 bis 2767
UH Smmob3 29 bis 1
Pgpd/p1783-1 3604 bis 3585
Smmob3 2047 bis 2075
egfp/p1783-1 3627 bis 3646
UH Smmob3 2047 bis 2075
DsRed/pRHN1 2913 bis 2932
UH pRS426 2197 bis 2169
TtrpC/p1783-1 5137 bis 5118
UH pRS426 2197 bis 2169
proll 1366 bis 1353

UH pRS426 2197 bis 2169
proll 967 bis 954
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Bezeichnung Sequenz (5°-3°) Position
KOMPLEMENTATION/UBEREXPRESSION/LOKALISIERUNG
prolldoml-r GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC UH pRS426 2197 bis 2169
TTACTATGTAACCATCAAAT proll 664 bis 651
prolldoml-1-r GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC UH pRS426 2197 bis 2169
TTACTACTTGTTATCC proll 430 bis 421

prol 1-ORF-f ATGGGCACCAACGGCGTTCATGT
prol 1cDNA-r-mut GACAGCGTCAGTATGGCCATCTAGG

prol IcDNA-plus- TGCCTTCTGTTGAAGAGACCC
r
prol 1cDNA-r TCTAGACGAACGCTCCATGGG

prol 1cDNA-1Ir TGTAACCATCAAATAAGTAAACTCAGCTT

GGC
prol1cDNA-1-1r CTTGTTATCCTCCGCCTCGGC
prol 1-ORF-r CCTCGCATACACCTTGACCATGC

prol1-ORF-r2 CTACCTCGCATACACCTTGAC
pRS42611GPDr2  AATGAGACATGAACGCCGITTGGTGCCCAT

pro 111 bis 23
proll 1759 bis 1735
proll 1366 bis 1346

proll 967 bis 947
proll 664 bis 633

proll 430 bis 410
proll 2714 bis 2692
proll 2717 bis 2697
UH proll 29 bis 1

TAGCTGTTAGTCAAGCTGCG Pgpd/p1783-1 3604 bis 3585
prol 1 TrpC r TTGATGATTTCAGTAACGTTAAGTGGATC UH T#rpC/p1783-1 4397 bis 4369
CTACCTCGCATACACCTTGA proll 2717 bis 2698
TtrpC_F GATCCACTTAACGTTACTGAAATCATCAA TtrpC/p1783-1 4369 bis 4398
A
prol1-5r2 AATGAGACATGAACGCCGTTGGTGCCCAT proll 29 bis 1
prol1-3f2 ACGGCATGGTCAAGGTGTATGCGAGGTA  proll 2689 bis 2717
G
prol13fDsRed GAGACGGCATGGTCAAGGTGTATGCGAGG  UH proll 2686 bis 2714
ATGGCCTCCTCCGAGGACGT DsRed/pRHNI1 2913 bis 2932
INTRONANALYSE
prol112r AGACAGGATAACAAAGTTGTGC proll 499 bis 478
RNAi
pho-sense-f CTCGAGAGGACCAACACGAGGC Smmob3 1058 bis 1074
pho-sense-r AAGCTTGTTGCCTGGCTGTATTAC Smmob3 1559 bis 1542

pho-antisense-f GGGCCCAGGACCAACACGAGGC
pho-antisense-r AGATCTGTTGCCTGGCTGTATTAC
11-sense-f2 CTCGAGGGAGCCCCTAACGAAGCT
11-sense-r AAGCTTCCAGTCGGGGGTTTCA
11-antisense-f2 GGGCCCGGAGCCCCTAACGAAGCT
11-antisense-r AGATCTCCAGTCGGGGGTTTCA

Smmob3 1059 bis 1074
Smmob3 1559 bis 1542
proll 545 bis 562
proll 1015 bis 1000
proll 545 bis 562
proll 1015 bis 1000

REAL-TIME PCR

pholfrodo-f CTTCTGGGTCTGCCAATGAT
pholfrodo-r CTCTTGGGCGGTGTTTGTAT
prollfrodo-f GTTCTGGTCCCTCGAAACAA
prol1frodo-r ACCTCGCATACACCTTGACC
SSU-f ATCCAAGGAAGGCAGCAGGC
SSU-r TGGAGCTGGAATTACCGCG

Smmob3 1678 bis 1697
Smmob3 1910 bis 1891

proll 2564 bis 2583

proll 2715 bis 2696

Nc gDNA SC8 93867 bis 93886
Nc gDNA SC8 94028 bis 94046

Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen sind unterstrichen. In Fett-Druck sind zusitzlich
eingefiigte Nukleotide gekennzeichnet. In Kursiv-Druck sind Primer-Uberhidnge (UH) fiir die homologe

Rekombination in Hefe gekennzeichnet.

Verwendete Abkiirzungen und Symbole sind dem Abkiirzungsverzeichnis zu entnehmen.
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1.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Adenin (MP Biomedicals, Solon, USA), Agar-Agar (Roth, Karlsruhe, Deutschland), Agar-Agar SERVA
high gel-strength (Serva, Heidelberg, Deutschland), Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland),
Ameisensdure (Merck, Darmstadt, Deutschland), Amicon Ultra (Millipore, Billerica, USA), 3-
Aminotriazol (Merck), Ammoniumchlorid (VWR International, Darmstadt, Deutschland), Ampicillin
(AppliChem, Darmstadt, Deutschland), Arginin (AppliChem), Biotin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
Borsdure (Roth), Bromphenolblau (Merck), BSA Pentax Fraction V (Serva), Calciumchlorid (J. T. Baker,
Deventer, Niederlande), CDTA (1,2-Diaminocyclohexantetra-Saure) (Sigma-Aldrich), Chloroform
(Merck), Citronensdure (Roth), CSM-ADE-HIS-LEU-URA (MP Biomedicals), DAPI (4'-6-Diamidino-2-
phenylindol) (AppliChem), Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) (Fermentas), Dextranblau (Sigma-
Aldrich),  Dimethylformamid = (Merck), @ DTT  (1,4-Dithiothreitol)  (AppliChem), = EDTA
(Ethylendiamintetraessigsdure) (Roth), Eisen(Il)-ammoniumsulfat (Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland),
Eisen(Il)-chlorid (Roth), Elektroporationskiivetten (VWR International), Ethanol (VWR International),
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich), Essigsdure (Roth), Ficoll (GE Healthcare, Solingen Deutschland),
Formaldehyd (Roth), Formamid (VWR International), Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas),
GeneScreen Hybridization Transfer Membrane (PerkinElmer Lifesciences, Wellesley, USA), Glasperlen
0,25-0,5 mm (Roth), Glukose (AppliChem), Glycerin (VWR International), Hefeextrakt (Oxoid,
Cambridge, UK), Hefe-Stickstoftbasis ohne Aminosduren (BD Biosciences, San Jose, USA), HEPES (4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonséure) (Roth), Histidin (MP Biomedicals), Hygromycin B
(Calbiochem, San Diego, USA), IPTG (Isopropyl-B-D-galaktopyranosid) (AppliChem), Isopropanol
(AppliChem), Kaliumacetat (Merck), Kaliumchlorid (AppliChem), Kaliumnitrat (Merck),
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck), Kaliumhydroxid (Roth), Kupfersulfat (Roth), Leucin (MP
Biomedicals), Lithiumacetat (Roth), LP Strip Tubes 0,2 ml (Biozym), Magnesiumsulfat-7-hydrat (Roth),
Maismehl (Miihle Levers Bochum, Deutschland), Malzextrakt (Brau-Partner Kling, Heilbronn,
Deutschland), = Mangan(Il)-chlorid-Tetrahydrat ~ (Roth), = Mangansulfat  (Roth), ¥ MOPS  (3-
Morpholinopropansulfonsdure) (AppliChem), Natriumacetat (Roth), Natriumchlorid (AppliChem),
Natriumdihydrogenphosphat (Merck), Natriumhydrogenphosphat (J. T. Baker), Natriumhydroxid (Sigma-
Aldrich), Natriummolybdat-2-hydrat (Riedel-de Haén), Nitrozellulose-Membranfilter (Schleicher &
Schuell, Dassel, Deutschland; Millipore), Nourseothricin (clonNat) (Werner-BioAgents, Jena,
Deutschland), Optical Flat Cap Strips (Biozym), PEG (Polyethylenglycol) 6000 (Sigma-Aldrich), Phenol
(AppliChem), Polyvinylpyrrolidon (Serva), RNA Loading Dye (2x) (Fermentas), Rontgenfilme (Fujifilm,
Tokio, Japan), Saccharose (VWR International), Salzsdure 37% (Roth), SDS (Natriumdodecylsulfat)
(Roth), Sephadex G50 (GE Healthcare), Sorbitol (Roth), Sterilfilter 0,45 um (VWR International),
Tetrazyklin (Sigma-Aldrich), Tris (Tris-Hydroxy-methyl-Aminomethan) (Roth), Tris/HCI (Roth), Trizol
(Invitrogen), Trypton/Pepton aus Casein (Roth), Uracil (MP Biomedicals), Verstirkerfolie (Kodak X-
omatic Regular) (Sigma-Aldrich), Wasserstoffperoxid 30% (H,0O,) (Merck), Whatmanpapier (Schleicher &
Schuell) X-Gal (5-Bromo-5-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid) (AppliChem), Zinkchlorid (Riedel-de
Haén), Zinksulfat-Heptahydrat (Roth)

1.4.1 Radiochemikalien
(0P)dCTP spez. Aktivitit 110 Tby/mmol (= 3000Ci/mmol) (GE Healthcare)

14.2  Kits

CloneJET PCR Cloning Kit (Fermentas), DECAprime™II Random Priming DNA Labeling Kit (Ambion,
Foster City, USA), GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas), HiSpeed Plasmid Midi Kit (Qiagen),
HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen), Omniscrip RT Kit (Qiagen), QIAGEN PCR Cloning Kit (Qiagen),
QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen), QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen), QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), qPCR Mastermix for SYBR Greenl (Eurogentec,
Liittich, Belgien), Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas),

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Basel, Schweiz)
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143 Enzyme

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (Fermentas), DNAse I (Fermentas), Glucanex (Schliessmann,
Schwibisch Hall, Deutschland), Klenow-Fragment (Roche), Lysozym (Serva), MolTaq DNA Polymerase
(Molzym, Bremen, Deutschland), Phusion®Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo,
Finnland), Restriktionsendonukleasen (Fermentas), Ribonuklease A (Roth), T4 DNA Ligase (Fermentas)

1.5 Nihrmedien

E. coli

LB 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl, pH 7,2; Festmedium mit 1,5 % Agar-Agar
Zur Selektion Zusatz von Ampicillin (100 pg/ml)
Fiir die ,,Blau/WeiB3*-Selektion Zugabe von 0,2 mM IPTG (Stock-Lsg. 0,1 M in A. dest) und 0,004
% X-Gal (Stock-Lsg. 2 % in Dimethylformamid)

SOC 20 mM Glukose, 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,, pH 7,5

S. cerevisiae

YPD 2 % Trypton, 1 % Hefeextrakt, 2 % Glukose, pH 5,8; Festmedium mit 2 % Serva-Agar

YPDA YEPD + 0,003 % Adenin, pH 6,5

SD 0,67 % Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosduren, 2 % Glukose, 0,064 % CSM-ADE-HIS-LEU-
URA (0,002 % L-Methionin, je 0,005 % L-Arginin HCIl, L-Isoleucin, L-Lysin HCI, L-
Phenylalanin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, 0,008 % L-Asparaginsaure, 0,01 % L-Leucin, L-Threonin,
0,014 % L-Valin), pH 5,8; Festmedium mit 2 % Serva-Agar
Selektion von Transformanten auf Medium ohne Uracil und/oder ohne L-Leucin
Reportergenanalyse auf Medium ohne Uracil, ohne L-Leucin und ohne L-Histidin zuziiglich 20
mM bzw. 50 mM 3-AT, auf Medium ohne Uracil, ohne L-Leucin und ohne Adenin und auf
Medium ohne Uracil, ohne L-Leucin, ohne L-Histidin und ohne Adenin

S. macrospora

BMM 0,8 % Malzextrakt in Maismehlextrakt (25g/1), pH 6,5; Festmedium mit 1,5 % Agar-Agar
Zur Selektion von Transformanten Zugabe von 110 U/ml Hygromycin B und/oder 50 pg/ml
Nourseothricin, zur Férderung der Keimung Zugabe von 0,5 % Natriumacetat

SWG 1x Westergaard's (0,1 % KNOs, 0,1 % KH,PO,, 0,05 % MgSO,4 x 7H,0, 0,01 % NaCl, 0,01 %
CaCl,, 0,01 % Spurenelemente-Stammlosung (5 % CgHgO; x H,O, 5 % ZnSO4 x 7H,0, 1 %
Fe(NH,4),(S04)2 x 6 H,0, 0,25 % CuSO, x 5 H,0, 0,05 % MnSO, x H,0, 0,05 % H;BOs, 0,05 %
Na,MoO, x 2 H,0, 1 % Chloroform) 0,02 % Chloroform), 2 % Glukose, 0,1 % Arginin, 0,1 %
Biotin-Stammlésung (0,01 % in 50 % EtOH), pH 6,5; Festmedium mit 1,5 % Agar-Agar, zur
Selektion von Transformanten sieche BMM

CMS 1 % Glukose, 0,2 % Trypton, 0,2 % Hefeextrakt, 0,15 % KH,PO,, 0,05 % KCI, 0,05 % MgSO,,
0,37 % NH4Cl, 10,8 % Saccharose, 0,01 % Spurenelemente-Losung (10 mg/l ZnSO,, 10 mg/l
Fe(II)Cl,, 10 mg/l MnCl,), pH 6,5; Festmedium mit 2 % Agar

1.6 Nihrmedien

Adenin-Stammlésung 0,002 % Adenin in A. dest

BD1 50 mM Glukose, 10 mM CDTA, 25 mM Tris/HCI, 0,2 % Lysozym
BD2 0,4 M NaOH + 2 % SDS (1:1)

BD3 3 M Kaliumacetat, 1,8 M Ameisensiure

Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl, pH 12-13

Denhardt’s (50x) 10 mg/ml Ficoll, 10 mg/ml Polyvinylpyrrolidon, 10 mg/ml BSA
DNA-Stopperlosung (5x) 20 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 50 % Glycerin
dANTP-Mix (10 mM) jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in A. dest
EtBr-Stammlosung 10 mg/ml Ethidiumbromid in A. dest

Histidin-Stammlésung 0,002 % Histidin in A. dest

Leucin-Stammlésung 0,003 % Leucin in A. dest
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S. m. Lysepuffer 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, 2 % SDS, pH 8,0
MOPS-Puffer (10x) 0,2 M MOPS, 50 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7,0
Neutralisierungspuffer 2 M NaCl, 1 M Tris/HCI, pH 5,5

Protoplastenpuffer (PPP) 13 mM Na,HPO,, 45 mM KH,PQO,, 0,6 M KCI, pH 6,0
Sonden-Stopperlésung Dextranblau in 0,2 % SDS, 0,2 M EDTA

SSPE (20x) 3,6 M NaCl, 20 mM Natriumphosphat, 20 mM EDTA, pH 7,4
TBE (10x) 1 M Tris/HCI, 1 M Borsdure, 20 mM EDTA, pH 8,3

TE(D) 10 mM Tris, I mM EDTA, pH 7,5

TPS 1 M Sorbit, 80 mM CaCl,, pH 7,4

Uracil-Stammlosung 0,002 % Uracil in A. dest

Vorhybridisierungspuffer 5 x Denhardt’s, 50 % Formamid, 5 x SSPE, 0,6 % SDS
Waschpuffer 25 % 20 x SSPE, 0,2 % SDS

2  Methoden

Im Folgenden nicht ndher aufgefiihrte, grundlegende molekularbiologische Methoden wurden nach
Sambrook et al. (2001) durchgefiihrt.

2.1 Kulturbedingungen von E. coli, S. cerevisiae und S. macrospora-Stimmen

Fiir die Klonierung und Vermehrung rekombinanter Plasmide wurden die E. coli Stimme SURE und
MACHI1 verwendet und nach Standard-Anzuchtbedingungen bei 37°C auf LB-Festmedien oder in LB-
Schiittelkulturen bei 200 rpm inkubiert (Sambrook et al. 2001).

Fiir die Two-Hybrid-Experimente wurden die S. cerevisiae-Stimme PJ-69-4A und PJ-69-4a genutzt und
bei 30°C auf YEPD- und SD-Festmedien oder in YEPD- und SD-Schiittelkulturen (180 rpm) kultiviert
(James et al. 1996). Der S. cerevisiae Stamm AH109, welcher mit der N. crassa cDNA-Bank transformiert
worden war, wurde im Rahmen des Two-Hybrid-,,Screens, wie unter /I Material und Methoden, 2.23.2
beschrieben, kultiviert.

Fiir die Anzucht von S. macrospora Staimmen wurde festes oder fliissiges Maismehl-Medium (BMM) oder
Fruktifikationsmedium (SWG) verwendet (Esser 1982, Elleuche und Poggeler 2008). Die Inkubation
erfolgte bei 27°C unter Dauerlicht. Fiir die Isolierung von gDNA wurden die S. macrospora-Stimme in
Petrischalen mit fliissigem BMM-Medium, dem ggf. entsprechende Antibiotika zugefiigt waren, fiir 3-4 d
kultiviert. Zur Isolierung von RNA wurden die S. macrospora-Stimme fiir 3-7 d entweder in Petrischalen
mit 30 ml fliisssigem BMM (Induzierung der sexuellen Entwicklung) oder in Erlenmeyerkolben mit 100 ml
flissigem BMM, welche bei 130 rpm geschiittelt wurden (Induzierung des vegetativen Wachstums),
angezogen. Eine Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten Stédmme ist in Tabelle 1
aufgefiihrt.

2.2 Kreuzung von S. macrospora-Stimmen

Zur Kreuzung wurden jeweils zwei ca. 0,25 cm? groBe mit S. macrospora-Stimmen iiberwachsene Agar-
Blockchen einander gegeniiberliegend auf BMM- oder SWG-Festmedium in Petrischalen angeimpft und 7-
21 d inkubiert. Nach ca. 4 d waren die beiden Myzelien bis zur Mitte der Petrischale gewachsen und
bildeten Hyphenanastomosen aus. Im weiteren Verlauf der sexuellen Entwicklung wurden vermehrt in
dieser Kontaktzone Kreuzungsperithezien ausgebildet. Zur Isolierung von Einzelsporen wurden die
Kreuzungsperithezien auf Préparationsagar (6 % Agar-Agar in A. dest) gedffnet und zur Forderung der
Keimung mit einer sterilen Nadel auf BMM+Natriumacetat-Medium iiberfiihrt.

2.3 Vorbereitung und Transformation von E. coli und S. cerevisiae

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli SURE-Zellen wurde eine mit Tetrazyklin (12,5 pg/ml)
versetzte 100 ml LB-Hauptkultur (HK) bis zu einer ODgo von 0,5-0,6 angezogen. Nach 30 min Inkubation
auf Eis wurden die Zellen geerntet (w 15 min, 4500 rpm, 4°C) und das Zellpellet 2x mit kaltem A. dest
(100 ml und 50 ml) und 1x mit 20 ml kaltem 10 % Glycerin gewaschen. Das Zellpellet wurde in 0,2 ml
10 % Glycerin resuspendiert und jeweils in 40 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
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anschliefend bei -80°C gelagert. Die Transformation mittels Elektroporation erfolgte in 0,2 cm Kiivetten in
dem ,,Eppendorf Electroporator 2510 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 2,5 kV (Song et al. 1993).
Die transformierten E. coli-Zellen wurden in 1 ml SOC aufgenommen und auf LB-Festmedium mit den
entsprechenden Antibiotika selektioniert.

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter £. coli SURE-Zellen wurde der Stamm wie oben beschrieben
kultiviert und das Zellpellet nach der Zellernte (w 10 min, 5000 rpm, 4°C) in 6 ml 0,1 M CaCl,-Lésung
resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert und in 4 ml 0,1 M CaCl,/15 %
Glycerin-Losung geldst. AnschlieBend wurden die Zellen in Aliquots von 200 pl schockgefroren und bei
-80°C gelagert. Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli MACH1-Zellen erfolgte nach dem Protokoll
von Hanahan et al. (1991). Fiir die Transformation der chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurden die
Aliquots 10 min auf Eis aufgetaut und dann 20 min mit der zu transformierenden DNA auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock bei 42°C fiir 90 sek wurden die Zellen 1 min auf Eis gekiihlt, mit 600 pl LB
versetzt und anschlieBend 45 min bei 750 rpm und 37°C inkubiert. Die Selektion von Transformanten
erfolgte auf LB-Festmedium mit den entsprechenden Antibiotika.

Zur Herstellung elektrokompetenter S. cerevisiae PJ-69-4A oder PJ-69-4o-Zellen wurde eine 100 ml
YEPD- oder SD-HK bis zu einer ODgyy von 1,3-1,6 angezogen. Nach der Zellernte (w 10 min, 5000 rpm,
4°C) wurde das Zellpellet in 16 ml A. dest, 2 ml TE(D) und 2 ml 0,1 M Lithiumacetat gelost und 45 min
bei 100 rpm und 30°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml 1 M DTT erfolgte eine Inkubation von 15 min
bei 100 rpm und 30°C. AnschlieBend wurden die Zellen 2x mit A. dest (100 ml, 50 ml) und 1x mit 5 ml
1 M Sorbitol gewaschen und in 50-100 pl 1 M Sorbitol aufgenommen. Die Zellen wurden zu 40 pl
aliquotiert und sofort fiir die Transformation verwendet. Die Transformation mittels Elektroporation
erfolgte in 0,2 cm Kiivetten in dem ,,Eppendorf Electroporator 2510 (Eppendorf) bei 1,5 kV (Becker und
Lundblad 2001). Die transformierten S. cerevisiae-Zellen wurden in 800 pl 1 M Sorbitol aufgenommen
und auf SD-Medium mit den entsprechenden Zusétzen selektioniert.

Es wurden jeweils 100 ng Plasmid-DNA fiir die Transformationen von E. coli und S. cerevisiae eingesetzt.

2.4 Protoplastierung und Transformation von S. macrospora

Die Protoplastierung von S. macrospora wurde verdndert nach Pdggeler et al. (1997) durchgefiihrt.
S. macrospora-Kulturen wurden 3 d in fliissigem BMM angezogen und das geerntete Pilzmyzel in
Glucanex-Losung (20 mg/ml PPP) mind. 90 min bei 100 rpm und 27°C protoplastiert. Die Protoplasten
wurden mittels einer Fritte (PorengroBe 1) auf Eis von den Myzelresten getrennt, 1x mit PPP gewaschen
(™ 3 min, 4400 rpm, 4°C) und der Protoplasten-Titer auf 2 x 10° Zellen/ml TPS eingestellt. Die
Transformation erfolgte verdndert nach Skatrud et al. (1987). 100 pul Protoplasten-Suspension wurden mit
20 pg DNA fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul PEG 6000-Losung (25 % in TPS) und
einer Inkubation von 20 min bei RTmp wurde der Transformationsansatz auf CMS-Festmedium
ausplattiert.

Die Selektion erfolgte nach 4-24 h durch Uberschichten des CMS-Mediums mit Topagar (0,8 M NaCl,
0,8 % Agar-Agar), welcher Hygromycin B (550 U/ml) und/oder Nourseothricin (250 pg/ml) enthielt.

Nach mehrtigiger Inkubation wurden die Transformanten auf BMM mit Hygromycin B und/oder
Nourseothricin {iberfiihrt.

2.5 Priparation von Nukleinsiuren
2.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und S. cerevisiae

Plasmid-DNA wurde mittels Mini- und Midi-Préparation aus E. coli-Zellen isoliert. Mini-Praparationen
erfolgten mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit und dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit nach Angaben der
Hersteller oder nach einer modifizierter Vorschrift von Birnboim und Doly (1979). Hierbei wurde eine
E. coli 5 ml LB-Ubernachtkultur geerntet (W 5 min, 5000 rpm, RTmp), aufeinanderfolgend mit je 200 pl
der Losungen BD1, BD2 und BD3 versetzt und der anschlieBend gewonnene Uberstand (v 10 min,
13.000 rpm, 4°C) mit Ribonuklease A (10 pg/ml) fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Es wurden dann 750 pl
kaltes Isopropanol hinzugegeben und die DNA fiir mind. 20 min bei -20°C gefillt. Die DNA wurde
pelletiert, mit 70% EtOH gewaschen und nach dem Trocknen unter dem Abzug oder in dem ,,eppendorf
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Concentrator 5301 (Eppendorf) in 30 pul A. dest aufgenommen. Midi-Praparationen erfolgten mit dem
HiSpeed Plasmid Midi Kit und dem QIAGEN Plasmid P/us Midi Kit nach Vorschrift des Herstellers.

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit und dem
GeneJET Plasmid Miniprep Kit nach verdnderter Vorschrift der Hersteller. Zur Isolierung homolog
rekombinierter Plasmide wurden die entsprechenden Hefe-Transformanten mit A. dest von dem
Selektionsmedium gewaschen, vereinigt und geerntet (w 5 min, 12.000 rpm RTmp). Zur Isolierung der
S. macrospora cDNA-Bank pAD-GAL4-2.1 und N. crassa cDNA-Bank pGADT7 Plasmid-DNA aus den
Hefe-Transformanten wurden diese in einer 10 ml SD-Ubernachtkultur angezogen und 1,5 ml von dieser
Kultur geerntet (w 5 min, 12.000 rpm, RTmp). Die Zellpellets wurden mit 250 ul Puffer P1 (QIAprep Spin
Miniprep Kit) bzw. 250 pl Resuspension Solution (GeneJET Plasmid Miniprep Kit) und dem gleichen
Volumen Glasperlen (0,25-0,5 mm) versetzt und 5 min gevortext, um die Zellwand zu zerstdren.
Weiterfolgend wurde nach der Vorschrift der Hersteller verfahren.

2.5.2  Isolierung von genomischer DNA und RNA aus S. macrospora

Die Isolierung von genomischer DNA aus S. macrospora-Staimmen erfolgte mittels Phenol/Chloroform-
Extraktion nach einer Vorschrift von Lecellier und Silar (1994) oder abgewandelt mit Hilfe einer
Natriumacetat/Isopropanol-Féllung. Hierzu wurde das geerntete Pilzmyzel mit 600 pl Lysepuffer versetzt
und 3x jeweils 30 sek gevortext und 30 sek in fliissigen Stickstoff getaucht. Nachfolgend wurde der Ansatz
30 min bei 70°C inkubiert und 2 min gevortext. AnschlieBend wurden 400 pl einer 3 M Natriumacetat-
Losung hinzugegeben und nach 10 min Inkubation bei -20°C der Uberstand gewonnen (v 10 min,
13.000 rpm, RTmp). Dieser wurde mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt und die DNA nach
einer Inkubation von 10 min bei RTmp pelletiert und mit 70 % EtOH gewaschen. Die genomische DNA
wurde anschlieBend unter dem Abzug getrocknet und in 40-60 ul A. dest geldst.

Die Isolierung von RNA wurde verdndert nach Elleuche und Péggeler (2009) durchgefiihrt. Das Pilzmyzel
wurde nach der Emte in fliissigem Stickstoff zu Pulver gemoérsert und mit 1 ml Trizol versetzt. Der durch
Zentrifugation (i 10 min, 13.000 rpm, 4°C) gewonnene Uberstand wurde mit 0,2 ml Chloroform gemischt
und zu 500 pl des erneut gewonnenen Uberstandes, das gleiche Volumen Isopropanol hinzugegeben. Nach
einer Inkubation von 10 min bei RTmp wurde die RNA pelletiert, mit 75 % EtOH gewaschen, unter dem
Abzug getrocknet und in 120 pl A. dest fiir 30 min bei 1000 rpm und 60°C geldst.

2.6 Hydrolyse und Ligation von Nukleinsiuren

DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen in Ansétzen mit einem Volumen von 10-80 pul nach Hersteller-
Angaben hydrolysiert. Fiir die Ligation von Nukleinsduren wurde T4 DNA Ligase, das QIAGEN PCR
Cloning Kit und das CloneJET PCR Cloning Kit nach Angaben der Hersteller verwendet. Zur Vermeidung
von Selbstligationen wurden Plasmide nach der Hydrolyse und vor der Ligationsreaktion ggf. mit Calf
Intestine Alkaline Phosphatase nach Hersteller-Angaben dephosphoryliert.

2.7 Natriumacetat-Fiallung und Mikrodialyse

Zur Fillung von DNA aus wéssrigen Losungen, wurde die Probe mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-
Losung und dem 3-fachen Volumen Ethanol versetzt. Nach Inkubation fiir 10 min bei -70°C wurde die
DNA pelletiert (w 10 min, 13.000 rpm, 4°C), mit 70 % EtOH gewaschen und nach dem Trocknen unter
dem Abzug in dem gewiinschten Volumen A. dest aufgenommen. Die Entfernung von Salzen aus
Reaktionsansédtzen (z.B. nach einer Ligation) erfolgte durch Mikrodialyse. Dazu wurde die Probe fiir
30 min auf einem Mikrodialysefilter (0,02 um Porengrofle) gegen A. dest inkubiert.

2.8 Gelelektrophorese von Nukleinsiuren und Gelextraktion
28.1 DNA

DNA-Fragmente wurden mit 1x DNA-Stopperldsung versetzt und in 1 % 1x TBE-Agarosegelen in
horizontalen Elektrophorese-Apparaturen (Gibco, Karlsruhe, Deutschland; Mupid, Tokio, Japan) bei einer
elektrischen Spannung von 5-15 V/cm aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente 1x TBE (Gibco-
Apparatur) oder 0,5x TBE (Mupid-Kammer). Als Groenstandard wurde der Gene Ruler DNA Ladder Mix
verwendet. Die DNA wurde nach 10-20 min Inkubation in Ethidiumbromid (1 pg/ml) unter UV-Licht
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sichtbar gemacht. Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit oder
das Silica Bead DNA Gel Extraction Kit verwendet.

2.8.2 RNA

RNA-Fragmente wurden in 1,2 % Ix MOPS-Agarosegelen mit 5 % Formaldehyd in horizontalen
Elektrophorese-Apparaturen (Gibco, Mupid) bei 80-100 V aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente 1x
MOPS. Vor der Auftragung auf das Gel wurde die RNA 1:1 mit Ethidiumbromid-haltigem 2x RNA
Loading Dye versetzt und fiir 10 min bei 65°C inkubiert. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde
die RNA unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.9 Radioaktive Markierung von Nukleinsiuren

Zur Herstellung von radioaktiven Sonden wurden DNA-Fragmente entweder nach Feinberg und
Vogelstein (1983) mit Klenow-Polymerase und unspezifischen Startermolekiilen oder nach Vorschrift des
Herstellers mit dem DECAprime™II Random Priming DNA Labeling Kit mit [o’**P]JdCTP markiert. Nach
der enzymatischen Reaktion wurden iiberschiissige Nukleotide durch Gelfiltration {iber Sephadex G-50-
Saulen abgetrennt.

2.10 Southern-Blotverfahren und Hybridisierung

Hydrolysierte und gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde nach jeweils 30 min Inkubation des
Agarosegels in Denaturierungs- und Neutralisierungspuffer mittels Kapillarblot auf eine GeneScreen
Hybridization Transfer Membrane iibertragen und durch UV-Bestrahlung im ,,Bio-Link® BLX* (Biometra,
Gottingen, Deutschland) nach Herstellerangaben an die Membran fixiert. Nach 1 h Inkubation der
Membran bei 37°C in Vorhybridisierungspuffer erfolgte die Hybridisierung mit der **P-markierten DNA-
Sonde iiber Nacht bei 37°C. Unspezifisch gebundene DNA wurde durch Waschpuffer bei 40-60°C
entfernt. Nach dem Trocknen der Membran folgte die Exposition von Rontgenfilmen mit Verstarkerfolie
fiir 1 d bis 3 Wochen.

2.11 Oligonukleotidsynthese und Sequenzierung

Die Synthese von Oligonukleotiden wurde als Auftragsarbeit von der Firma Eurofins MWG Operon
(Ebersberg, Deutschland) durchgefiihrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 3
zusammengefasst. DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) oder
dem Gottinger Genom Labor (Georg-August Universitit Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt.

2.12 PCR und Kolonie-PCR

Die PCR wurde zur Vervielfaltigung von definierten DNA und cDNA-Abschnitten genutzt (Mullis und
Faloona 1987). Die Amplifikationen wurden in den ,,eppendorf Mastercycler epgradient S (Eppendorf)
oder ,,iCycler” (BioRad, Hercules, USA) PCR-Maschinen unter Verwendung der Phusion®Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase, MolTaq DNA Polymerase und des HotStarTaq Master Mix Kit nach Hersteller-
Angaben verwendet. Die Kolonie-PCR wurde zur Detektion rekombinanter Vektorkonstrukte nach
Ligation und Transformation in E. coli-Zellen eingesetzt. Fiir die Kolonie-PCR wurde ausschlieBlich die
MolTaq DNA Polymerase nach modifizierter Herstellerangabe verwendet. Ein Reaktionsansatz (12,5 ul
Gesamtvolumen) enthielt: 10,47 pl A. dest, 1,25 pl 10x PCR reaction buffer, 0,25 pul dNTPs (10 mM),
0,25 pl Primer 1 (10 mM), 0,25 pl Primer 2 (10 mM), 0,03 ul Tag-Polymerase (0,15 U).

Als Matrize wurde anstelle von DNA eine transformierte E. coli-Kolonie mit einem sterilen Zahnstocher
direkt in den Reaktionsansatz gegeben.

2.13 cDNA Synthese und quantitative Real-Time PCR

Zum Abbau enthaltener gDNA wurde die aufgearbeitete RNA aus den S. macrospora-Stimmen
({1l Material und Methoden, 2.5.2) zundchst nach Angaben des Herstellers mit DNAse I behandelt. Die
reverse Transkription erfolgte danach mit dem Omniscript RT Kit oder dem Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit nach Hersteller-Vorschrift. Es wurden 2 pug RNA als Matrize eingesetzt. Die
quantitativen Real-Time PCR-Experimente wurden mind. 2x in Triplikaten mit 2 biologisch unabhingigen
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Proben in einem ,,Mastercycler” ep realplex (Eppendorf) unter Verwendung des gPCR Mastermix for
SYBR Greenl durchgefiihrt (Poggeler et al. 2006b). Mit der Primer-Kombination pholfrodo-f/pholfrodo-r
wurde ein 233 bp Fragment des Smmob3 Gens und mit prol1frodo-f/prol1frodo-r 152 bp des proll Gens
amplifiziert. Die Amplifikation eines 180 bp Fragments kodierend fiir die kleine rRNA Untereinheit mit
den Primern SSU-f and SSU-r diente als Referenz fiir die Normalisierung der Ct-Werte. Die Signifikanz
wurde mit der Anwendung ,,REST* ermittelt (Pfaffl et al. 2002).

2.14 Analyse von Nukleotid- und Aminosiuresequenzen

Zur Planung von Plasmid-Klonierungsstrategien und Restriktionen wurde das Programm ,,Clone Manager
7 verwendet. Aus Sequenzierungen erhaltene DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm ,,Chromas*
(Version 1.42) analysiert. Revers-komplementire Sequenzen wurden mit dem Programm ,Reverse
Complement™ (http://www.ualberta.ca/~stothard/javascript/rev_comp.html) erstellt (Stothard 2000).
Promotor-Sequenzen wurden mit dem ‘“Promoter Predictor” (http://www.fruitfly.org/seq  tools/
promoter.html) vorhergesagt (Reese 2001). AS-Sequenzen wurden mit dem Programm ,,Translate” des
,»EXPASy Proteomics Server* (http://www.expasy.org.html) aus cDNA-Sequenzen abgeleitet. Das putative
Molekulargewicht, der isoelektrische Punkt, die AS-Zusammensetzung, sowie Phosphorylierungs-Stellen
von SmMOB3, PRO11 und Sm9375 wurden mit den Programmen ,,ProtParam” und ,,NetPhos” des
»EXPASy Proteomics Server” bestimmt (Gasteiger et al. 2005, Blom et al. 1999). Sekundirstruktur-
Vorhersagen erfolgten iiber den ,,PSIPRED Server” (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Bryson et al.
2005). Nukleotid- und Proteinsequenzen von SmMOB3-, PRO11- und Sm9375-Homologen aus anderen
Organismen wurden aus den Datenbanken des ,,NCBI*“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) oder durch
BLAST-Suche der beim ,,Broad Institute® (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/fgi/) hinterlegten
sequenzierten Pilz-Genome bezogen (Altschul et al. 1997). Multiple Protein-Sequenzvergleiche wurden
mit dem Programm ,,ClustalX* erstellt (Thompson et al. 1997) und mit der Anwendung ,,GeneDoc*
grafisch dargestellt. Der Grad der Identitit zwischen zwei Sequenzen wurde mit dem Programm
»LALIGN® berechnet (http://www.ch.embnet.org) (Huang und Miller 1991). N-terminale konservierte
,coiled-coil“-Motive und Calmodulin-Bindedomédnen von Striatin-Proteinen aus verschiedenen
Organismen wurden mit dem Programm ,,Paircoil* (ExPASy) und unter zu Hilfenahme der ,,Calmodulin
Target Database® (http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb) vorhergesagt (Berger et al. 1995, Yap et al.
2000). Die Caveolin-Bindedoménen wurden durch eine manuelle Sequenzanalyse im Vergleich zu der
experimentell bestétigten Caveolin-Bindedoméne des Sauger-Striatins bestimmt (Gaillard et al. 2001). Mit
den Programmen ,,SignalP* und ,,big-PI Predictor* des ,,ExPASy Proteomics Server* wurde eine putative
Signalsequenz und eine GPI-Ankerstelle im Sm9375 Protein vorhergesagt (Bendtsen et al. 2004,
Eisenhaber et al. 1998). Informationen zu den in den Two-Hybrid ,Screens” identifizierten
Interaktionspartnern wurden durch BLAST-Suche in den Datenbanken des ,NCBI“ oder in der
swaccharomyces Genome Database® (http://www.yeastgenome.org) bezogen.

2.15 Isolierung und Sequenzierung der Gene Smmob3 und Sm9375

Das Smmob3-Gen wurde in einem Hochdurchsatz-PCR-,,Screening” einer geordneten S. macrospora
Cosmid-Bank und einem PCR-,,Screen® einer S. macrospora cDNA-Bank mit den Primern Smphol-14
und GAL4T7 amplifiziert (Nolting und Poggeler 2006b, Poggeler et al. 1997). Die Subklonierung der
erhaltenen Fragmente in pDrive und anschlieBende Sequenzierung ergab eine Smmob3 ORF-Lange von
2078 bp und eine 212 bp 3°-UTR. Eine 716 bp Smmob3 5'-UTR wurde unter Verwendung von
S. macrospora gDNA als Matrize in einer PCR mit den Primern NCU11371 Orf-r und Smphol Orf-r
amplifiziert und nach Subklonierung in pDrive sequenziert. Die Primer-Sequenz NCU11371_Orf-r wurde
aus einem konservierten Sequenz-Bereich des N. crassa ORFs NCU11371 abgeleitet. Die S. macrospora
Smmob3 Nukleotid-Sequenz wurde unter der ,,Accession Nummer FN995002 in der EMBL-Datenbank
hinterlegt.

Zur Isolierung des Gens Sm9375 wurde zunidchst ein 710 bp Sm9375-Fragment aus S. macrospora gDNA
mit den aus dem N. crassa ORF NCU09375 abgeleiteten Primern Nc9375-f und Nc9375-r amplifiziert.
Nach Subklonierung des Fragments in pDrive und Sequenzierung wurden mit den erhaltenen
Sequenzdaten die Sm9375-spezifischen Primer Sm9375Nr2 und Sm9375Ct2 generiert. Diese wurden in
PCR-Reaktionen zusammen mit den aus den N. crassa ORFs NCU(09376 und NCU(09374 abgeleiteten
Primern Nc9376C-f und Nc9374Nr genutzt, um ein jeweils 1630 bp (Nc9376C-f/Sm9375Nr2) und 1850
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bp (Sm9375C{2/Nc9374Nr) Fragment des Sm9375-Lokus zu amplifizieren. Beide Fragmente wurden nach
der Subklonierung in den pDrive Vektor sequenziert. Zusammengefasst konnten mit den erhaltenen
Sequenzdaten eine Sm9375 ORF-Liange von 980 bp und eine 1123 bp Sm9375 5'-UTR und 647 bp 3'-UTR
bestimmt werden.

2.16 Herstellung von S. macrospora Knockout-Stimmen

Alle in dieser Arbeit hergestellten Gen-Deletionskonstrukte basieren auf Plasmiden, welche mittels
homologer Rekombination in S. cerevisiae konstruiert wurden (Colot et al. 2006). Hierbei wurde ein Teil
des 5'- und 3’-Bereiches des jeweiligen Gens mit Primern amplifiziert, welche jeweils 29 bp-Uberhiinge zu
dem Plasmid pRS426 und zu der hph-Kassette aufwiesen (Christianson et al. 1992). Der mit EcoRI/Xhol-
linearisierte pRS426 Vektor wurde zusammen mit dem jeweils amplifizierten 5’-Genbereich, 3'-
Genbereich und der amplifizierten sph-Kassette in den S. cerevisiae-Stamm PJ69-4A eingebracht und hier
durch homologe Rekombination zu einem Fusionskonstrukt, bestehend aus dem 5°- und 3’-Bereich des
jeweiligen Gens getrennt durch die #Aph-Kassette, zusammengefiigt. Die Selektion der Hefe-
Transformanten erfolgte auf SD-Medium ohne Uracil.

Fiir die Erstellung des Plasmids pMob3ko wurden die Primerkombinationen phol-5f/phol-5r und phol-
3f/phol-3r zur Amplifikation eines 671 bp 5'- und 930 bp 3’-Bereiches des Smmob3-Gens verwendet.
Analog hierzu wurde fiir das Plasmid p11ko ein 704 bp 5°- und 735 bp 3’-flankierender Bereich des prol -
ORFs mit den Primerkombinationen proll-5f/prol1-5r und proll-3f/proll1-3r amplifiziert. Fiir das
Plasmid p9375ko wurde ein flankierender 986 bp 5'- und ein 681 bp 3'-Sm9375-Bereich mit den Primern
ko9375 5f/k09375 5r und ko9375 31/ko9375 3r amplifiziert. Als Matrize in diesen PCR-Reaktionen
diente S. macrospora wt gDNA. Die fiir die homologen Rekombinationen jeweils verwendete 1414 bp
hph-Kassette wurde mit der Primerkombination hph-f/hph-r aus dem Plasmid pCB1003 amplifiziert
(Carroll et al. 1994).

Die Plasmide pMob3ko, p11ko und p9375ko wurden nach der homologen Rekombination aus S. cerevisiae
isoliert (/I Material und Methoden, 2.5.1) und dienten jeweils als Matrize zur Amplifikation der 3015 bp
Smmob3-, 2853 bp proll- und 3081 bp Sm9375-Deletionskassette mit den Primerkombinationen phol-
Sf/phol-3r, prol1-5f/prol1-3r und ko9375 5f/ko9375 3r. Die Deletionskassetten wurden jeweils in den
S. macrospora-Stamm Aku70 transformiert (Poggeler und Kiick 2006).

Die erfolgreiche homologe Integration der Deletionskassetten in den Smmob3-, prol1- und Sm9375-Lokus
der nach der Transformation erhaltenen Primértransformanten wurde durch PCR-Analyse mit den
Primerkombinationen phol-14f/phol-2r, prol1-21/prol1-kor und k09375 41/ko9375 2r verifiziert. Von
den experimentell bestdtigten fertilen Primértransformanten wurden homokaryotische ESIs gewonnen,
deren Wachstum auf Hygromycin- und Nourseothricin-haltigem BMM-Medium getestet wurde. Nur
solche ESIs, die auf dem Selektionsmedium wachsen konnten, wiesen den jeweils gesuchten
ASmmob3::hyg/Aku70::nat-, Aprol1::hyg/Aku70::nat- und ASm9375::hyg/Aku70::nat-Genotyp auf. Durch
eine anschlieBende Kreuzung der ESIs mit der Farbspor-Mutante fus-1 oder r2 wurde der Aku70::nat-
Genhintergrund ausgekreuzt und die resultierenden Knockout-Stimme ASmmob3::iyg, Aproll::hyg und
ASm9375::hyg abschlieBend durch eine PCR-Analyse bestétigt. Der ASmmob3-Stamm wurde zusétzlich
durch Southern Blot Analyse verifiziert.

2.17 Herstellung von S. macrospora RNAi- und Doppel-Knockout-Stimmen

Fiir die Klonierung der RNAi-Vektoren pMob3si und pProl1si wurde zunéchst jeweils ein 500 bp ,,sense*-
und ,,antisense*“-Fragment des Smmob3 und des proll ORFs mit den Primerkombinationen pho-sense-
f/pho-sense-r, pho-antisense-f/pho-antisense-r und 11-sense-f2/11-sense-r, 11-antisense-f2/11-antisense-r
unter Verwendung von wt gDNA als Matrize amplifiziert. Durch die Primer-Uberhinge wurden in der
PCR-Reaktion Xhol/HindllI-Restriktionsschnittstellen an die ,sense“-Fragmente und Apal/Bglll-
Restriktionsschnittstellen an die ,antisense“-Fragmente angefiigt. Die Amplifikate wurden zur
Sequenzierung in pDrive subkloniert und nach Exzision mit Xhol/Hindlll und Apal/Bg/ll in ,;sense- und
»antisense“-Orientierung in den Vektor pS-NAT1 kloniert (Janus et al. 2007). Die Vektoren pMob3si und
pProl1si wurden anschlieBend in den S. macrospora wt transformiert. Vektor pProl1si wurde zusitzlich in
den ASmmob3-Stamm und Vektor pMob3si in die proll-Mutante transformiert. Die Selektion der
erhaltenen Transformanten wt trpC-MOB3si®®, wt trpC-PRO11si*, ASmmob3 trpC-PRO11si*" und
proll trpC-MOB3si*" erfolgte auf Nourseothricin-haltigem BMM-Medium. Zur Uberpriifung einer
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erfolgreichen Herunterregulierung der Smmob3- und proll-Transkriptmengen wurden die
Expressionslevel beider Gene in den Transformanten durch quantitative Real-Time PCR analysiert.

Zur Herstellung eines S. macrospora ASm9375/ASmmob3- und ASm9375/Aprol1-Doppelknockout-
Stamms wurde der ASm9375-Stamm jeweils mit dem ASmmob3-fus-1- und Aproll-fus-1-Stamm
gekreuzt. AnschlieBend wurden ESIs aus den rekombinanten Kreuzungs-Perithezien isoliert und deren
Wachstum auf Hygromycin-haltigem-Medium getestet. Hygromycin-resistente ESIs wurden durch PCR-
Analyse mit den Primerkombinationen phol-14{/phol-2r und ko9375 4f/ko9375 2r auf den gesuchten
ASm9375/ASmmob3 und mit den Primern proll-21/proll-kor und k09375 4{/ko9375 2r auf den
gesuchten ASm9375/Aprol1 Doppelknockout-Genotyp tiberpriift.

2.18 Komplementationsanalyse

Mit Ausnahme des Plasmids pMob3MmFL wurden alle Komplementationsvektoren basierend auf dem
Vektor pRSnat mittels homologer Rekombination in S. cerevisiae konstruiert (Colot et al. 2006). Der
Vektor pRSnat ist ein Derivat des Plasmids pRS426. Er enthélt das Nourseothricin-Resistenz vermittelnde
natl Gen unter der Kontrolle des #rpC Promotors aus A. nidulans (Klix et al. 2010). Alle zur Konstruktion
der Komplementationsvektoren verwendeten DNA-Fragmente wurden mit der Phusion®Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase amplifiziert. Durch die in den PCR-Reaktionen verwendeten Primern erhielten
einige Amplifikate fiir die homologe Rekombination benédtigte 29 bp Uberhiinge, deren Spezifititen in
Tabelle 3 angegeben sind. Die Amplifikate wurden zusammen mit dem Xhol-linearisierten pRSnat-Vektor
in den PJ69-4A-Stamm eingebracht. Die Selektion der Hefetransformanten und Isolierung der homolog
rekombinierten Komplementationsvektoren erfolgte wie bereits beschrieben. Nach der Transformation der
Komplementationsvektoren in S. macrospora und N. crassa wurden alle Transformanten auf
Nourseothricin-haltigem BMM-Medium selektioniert und einer morphologischen Analyse unterzogen (//
Material und Methoden, 2.19).

2.18.1 Herstellung von Smmob3-Komplementationskonstrukten

Zur Konstruktion des Plasmids pMob3MmFL wurde der Ausgangsvektor pEHN1-nat verwendet, welcher
das nat! Gen unter der Kontrolle des gpd-Promotors und #7pC-Terminators aus A. nidulans tragt (Kiick,
unverdfftl.). Die fiir das Maus Voll-Léngen Phocein (AS 1-225) kodierende cDNA wurde mit den Primern
Mmpho-f/Mmpho-r, welche jeweils eine Ncol- und BamHI-Restriktionsschnittstelle aufwiesen,
amplifiziert und nach Subklonierung in pJetl.2/blunt sequenziert. AnschlieBend wurde das Fragment mit
Ncol/BamHI aus pJetl.2/blunt geschnitten und in den pEHN1-nat Vektor kloniert. Die Maus cDNA wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. H. Hahn (Abtl. Molekulare Entwicklungsgenetik, Georg-August
Universitat Gottingen) zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Herstellung der Vektoren pMob3FL und pMob3N wurde das Voll-Langen Smmob3 und eine C-
terminal verkiirzte Version des Gens inklusive der putativen Smmob3 Promotor-Region in einer PCR mit
den Primer-Paaren pho5f 2/phol-3r and pho5f 2/phodom2 r unter Verwendung von S. macrospora wt
gDNA als Matrize amplifiziert. Vektor pMob3FL kodiert fiir das gesamte SmMOB3 (AS 1-663) und
pMob3N fiir die ersten 264 Aminosduren des Proteins. Fiir die Konstruktion von pMob3C wurden die
putative Smmob3 Promotor-Region und der fiir den C-Terminus des Proteins kodierende Bereich (AS 324-
663) unabhéngig voneinander mit den Primerkombinationen pho5f 2/pho5r 2 und phodom3 f/ phol-3r
aus S. macrospora wt gDNA amplifiziert. Nach der Transformation der Vektoren in ASmmob3 wurde die
korrekte Expression der Plasmide in den resultierenden Transformanten-Stimmen ASmmob3 MOB3FL,
ASmmob3 MOB3N*', ASmmob3 MOB3C*" und ASmmob3 MOB3MmFL® iiberpriift. Hierzu wurde die
Gesamt-RNA aus den Transformanten isoliert und nach der reversen Transkription die jeweils
synthetisierte cDNA als Matrize in einer PCR-Analyse eingesetzt. Dabei wurden die Primerkombinationen
phoORF-f/phoORF-r fiir die cDNA-Priiparation aus ASmmob3 MOB3FL®, phoORF-f/phocDNA_2r fiir
ASmmob3 MOB3N®", phocDNA_3f/phoORF-r fiir ASmmob3 MOB3C*" und Mmpho-f/Mmpho-r fiir
ASmmob3 MOB3MmFL®" verwendet. Die Plasmide pMob3FL, pMob3N and pMob3C wurden auBerdem
in den N. crassa-Stamm Amob-3 transformiert. Hieraus resultierten die Transformanten Amob-
3 MOB3FL*, Amob-3_MOB3N*" und Amob-3_MOB3C*. Die Transformation und Analyse der N. crassa
Stamme wurden von Herrn Dr. S. Seiler (Abtl. Molekulare Mikrobiologie und Genetik, Georg-August
Universitat Gottingen) durchgefiihrt.
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Um die Auswirkung einer Uberexpression des Smmob3-Gens zu testen wurde der Vektor pMob3oex
konstruiert, in welchem das Voll-Langen Smmob3 unter Kontrolle des konstitutiv exprimierten gpd-
Promotors und #7pC-Terminators aus A. nidulans steht. Der Smmob3-ORF wurde aus S. macrospora wt
gDNA mit den Primern phoORF-{/phoORF-r amplifiziert. Die gpd- und #rpC-Fragmente wurden unter
Verwendung des Plasmids pl1783-1 als Matrize mit den Primern pRSGPDf2/phorevGPD und
phofGFP/pRSGFPrev in einer PCR-Reaktion hergestellt. Die Transformation von pMob3oex in ASmmob3
und den WT resultierte in der Transformante ASmmob3_gpd-MOB3°' und den wt_gpd-MOB3*".

2.18.2 Herstellung von prol I-Komplementationskonstrukten

Fiir die Herstellung der Vektoren p11FL, pl IN1, pl11N2, pl 1N3 und p11N4 wurde das Voll-Léngen proll
und verschiedene C-terminal verkiirzte Versionen des Gens inklusive der putativen proll Promotor-
Region in einer PCR mit wt gDNA als Matrize mit den Primer-Paaren proll-5f/proll-3r, proll-
Sf/prolldomplus-r, proll-5f/prolldom-r, proll-5f/prolldoml-r wund proll-5f/prolldoml-1-r
amplifiziert. Die Vektoren kodieren in der angegebenen Reihenfolge fiir die AS 1-845, 1-414, 1-281, 1-180
und 1-120 des PRO11-Proteins. Nach der Transformation der Plasmide in Aproll wurden die Stimme
Aproll PROI1FL*, Aproll PROTINI1®, Aproll PROT1IN2, Aproll PRO1IN3*"  und
Aproll_PRO11N4* erhalten. Fiir die Herstellung des Vektors pl1mut wurde gDNA der prol1-Mutante
als Matrize in einer PCR-Reaktion mit den Primern prol1-5f/prol1-3r eingesetzt. Durch die im prol1-Gen
enthaltene Punktmutation kodiert der resultierende Vektor pl1mut fiir AS 1-545 des PRO11-Proteins. Die
Transformation von pllmut in Aproll resultierte in der Transformante Aproll PROI11mut®. Nach der
Transformation wurde die korrekte Expression der Plasmide wie fir die SmMOB3-
Komplementationsstimme  beschrieben {iberpriift. Hierzu wurden die Primer-Kombinationen
prol1-ORF-f/prol11-ORF-r2 (Aproll_PRO11FL*), prol1-ORF-f/prol IcDNA-r-mut ~ (Aproll
PRO11mut™), proll-ORF-f/prol1cDNA-plus-r  (Aproll PRO1INI1°"), proll1-ORF-f/prol 1cDNA-r
(Aproll PROI1IN2*),  prol1-ORF-f/prol1cDNA-1r  (Aproll PRO11IN3*") und  proll-ORF-
f/prol 1cDNA-1-1-r (Aprol1 PRO11N4*") verwendet.

Um die Auswirkung einer Uberexpression des proll-Gens zu testen wurde der Vektor pl1loex konstruiert,
in welchem das Voll-Liangen proll unter Kontrolle des gpd-Promotors und des #pC-Terminators aus
A. nidulans steht. Der proll-ORF wurde aus S. macrospora wt gDNA mit den Primern
prol1-ORF-f/prol 1 TrpC_r amplifiziert. Die gpd- und #pC-Fragmente wurden unter Verwendung des
Plasmids p1783-1 als Matrize mit den Primern pRSGPDf2/pRS42611GPDr2 und TrpC_F/pRSGFPrev in
einer PCR-Reaktion hergestellt. Das plloex-Plasmid wurde in den wt und den Aproll-Stamm
transformiert, woraus die Stimme wt gpd-PRO11°" und Aprol1 gpd-PRO11°" resultierten.

Zur Uberpriifung des Einflusses einer alternativ gespleiBten PRO11-Variante auf die sexuelle Entwicklung
wurde der Vektor pl1cDNA generiert. Dieser enthdlt den gesamten proll cDNA-ORF, welcher mit den
Primern prol1-ORF-f/prol1-ORF-r2 aus wt cDNA amplifiziert wurde, unter Kontrolle der putativen proll
Promotor- und Terminator-Sequenz. Diese wurden mit den Primer-Paaren prol1-5f/prol1-5r2 und prol1-
3f2/prol1-3r aus wt gDNA amplifiziert. Die Transformation von pl1cDNA in Aproll resultierte in dem
Stamm Aproll PRO11cDNA®,

2.19 Morphologische Analyse von S. macrospora-Stammen

Phinotypische Ubersichtsaufnahmen von S. macrospora-Stimmen erfolgten mit einer ,,Canon PowerShot
A 620 Digitalkamera nach 7 d Inkubation auf SWG-Festmedium. Alle Aufnahmen von Perithezien
wurden nach 7-10 d Inkubation der S. macrospora-Stimme auf SWG-Festmedium mit dem ,,Keyence
Digital Mikroskop VHX-500F“ mit dem Objektiv ,,VH-Z20R RZx20-x150*“ (Keyence, Osaka, Japan)
gemacht. Fiir die Dokumentation der verschiedenen sexuellen Entwicklungsstadien wurden die
S. macrospora-Stamme fiir 3-7 d auf Objekttragern kultiviert, welche mit einer diinnen Schicht SWG-
Festmedium iiberzogen waren und anschlieBend unter dem Lichtmikroskop analysiert (/I Material und
Methoden, 2.22).

Fiir die phénotypische Charakterisierung des N. crassa wt und Amob-3 wurden die Stdmme wie bereits
beschrieben kultiviert und analysiert (Maerz et al. 2009). Die sexuelle Entwicklung der N. crassa
Komplementationsstimme wurde 3 Wochen nach der Fertilisierung mit wt Konidien analysiert und
dokumentiert.
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Alle nachfolgend beschriebenen Experimente wurden mind. zweifach mit mind. zwei biologisch
unabhingigen Proben durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der Ascogon- und Protoperithezien-Anzahl
wurden die S. macrospora-Stimme 5 d auf mit SWG-Festmedium beschichteten Objekttrigern angezogen.
Von jedem Objekttriger wurden 4 x 0,25 cm’ groBe Bereiche ca. 1-2 cm hinter der Wuchsfront
herausgeschnitten und die Ascogon- bzw. Protoperithezien-Anzahl unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt.
Zur Bestimmung der Perithezien-Anzahl wurden die S. macrospora-Stamme 7 d in Petrischalen mit SWG-
Festmedium kultiviert und die sich auf '/s der Fliche (~ 8 cm?) befindenden Perithezien ausgezahlt.

Die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit und des Trockengewichts wurden wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt (Nowrousian und Cebula 2005, Nolting und Péggeler 2006a).

Das Wachstum von S. macrospora-Stammen unter Stress-induzierenden Bedingungen wurde auf SWG-
Festmedium mit Zusatz von 0,1 M NaCl oder KCl, 0,4 M Sorbitol, 0,01 % oder 0,03 % H,O, und 0,003 %
SDS getestet. Die fototechnische Dokumentation der morphologischen Phinotypen der S. macrospora-
Stamme auf dem Stress-induzierenden Medium erfolgte mit einer ,,Canon PowerShot A260“
Digitalkamera nach 7-10 d.

2.20 Analyse von Hyphenfusionen

Fiir die Untersuchung der Fusionsfahigkeit wurden jeweils zwei der zu testenden S. macrospora-Stimme
gekreuzt (I Material und Methoden, 2.2). Die entstandene Kreuzungsfront wurde ausgeschnitten, alle sich
darauf befindenden Perithezien gedffnet und die Anzahl der Kreuzungsperithezien unter einem ,,Stemi
2000-C* Binokular (Zeiss, Jena, Deutschland) bestimmt. Als Kreuzungsfront wurde ein Bereich von
0,5 cm jeweils rechts und links der Kreuzungslinie der beiden S. macrospora-Stimme definiert. Die
Versuche wurden zweifach mit zwei biologisch unabhéngigen Proben durchgefiihrt.

2.21 Lokalisierungsstudie von SmMOB3 und PRO11

Die fiir die Lokalisierungsstudie eingesetzten Plasmide pMob3DsRed und p11natDsRed basieren auf dem
Vektor pRSnat und wurden mittels homologer Rekombination in Hefe hergestellt (I Material und
Methoden, 2.16 und 2.18). Der Vektor pMob3DsRed enthidlt das Smmob3-DsRed-Fusionsgen unter der
Kontrolle des gpd-Promotors und #7pC-Terminators aus A. nidulans. Zur Konstruktion des Plasmids wurde
der gpd-Promotor mit der Primerkombination pRSGPDf2/phorevGPD und das DsRed-Gen zusammen mit
dem #rpC-Terminator mit den Primern phofDsRed/pRSGFPrev unter Verwendung von pRHN1 Plasmid-
DNA als Template amplifiziert. Der gesamte Smmob3-ORF ohne Stopp-Codon wurde in einer PCR-
Reaktion mit den Primern phoORF-{/phoORF-r aus wt gDNA amplifiziert.

Das Plasmid pl1natDsRed enthélt das proll-DsRed-Fusionsgen unter der Kontrolle der putativen proll
Promotor-Region. Zur Amplifikation des proli-Fragments aus wt gDNA wurde die Primerkombination
prol1-5f/prol1-ORF-r und fiir das DsRed-Fragment prol13fDsRed/pRSGFPrev unter Verwendung von
pRHNI1 als Matrize verwendet. Die Plasmide pMob3DsRed und pl1natDsRed wurden in ASmmob3 bzw.
Aprol1 transformiert, woraus die Stimme ASmmob3 gpd-MOB3:DsRED und Aprol1 PRO11:DsRed™
resultierten. Die Stimme ASmmob3 gpd-MOB3:DsRED" und Aproll PRO11:DsRed™ waren fertil,
daraus konnte auf eine korrekte Expression der transformierten Plasmide geschlossen werden. Um die
Lokalisierung der Fusionsproteine ndher eingrenzen zu konnen wurden Zellorganellen unterschiedlich
sichtbar gemacht. Die Zellkerne wurden mit DAPI nach Hersteller-Angaben angefdarbt. Die Peroxisomen
wurden in dem Stamm wt_gpd-DsRed:SKL*" durch die Expression eines DsRed-SKL Fusionsproteins
spezifisch angefirbt. Das SKL (Serin/Lysin/Leucin)-Tripeptid ist eine peroxisomale Zielsequenz (Elleuche
und Poggeler 2008). In dem Stamm wt gpd-Mito:DsRed* wurden die Mitochondrien durch die
Expression des DsRed-Gens fusioniert mit der mitochondrialen Zielsequenz des cas2-Gens sichtbar
gemacht (Elleuche und Poggeler 2009). Die Fusionsproteine bzw. die mit DAPI gefirbten Zellkerne
wurden durch geeignete Fluoreszenz-Anregung unter dem Mikroskop sichtbar gemacht (/I Material und
Methoden, 2.22).

2.22 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Durchlicht- und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden mit einem ,,Axiolmager M1 Mikroskop
(Zeiss) unter Verwendung einer ,,Photometrics CoolSNAP HQ2“ Kamera (Roper Scientific, Tucson, USA)
aufgenommen. Zur Detektion der Fluorophor-Fusionsproteine wurden die Chroma-Filtersidtze 49000
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(DAPI; Anregungs-/Emittionsfilter D350/50/ET460/50, Strahlteiler T400Ip) und 49005 (DsRed;
Anregungs-/Emittionsfilter ET545/30/ET620/60, Strahlteiler T570Ip) und eine ,,X-cite 120 PC*“-Lampe
(EXFO, Ontario, Kanada) verwendet. Die fotografischen Aufnahmen wurden mit der ,,MetaMorph
Software (VisitronSystems, Puchheim, Deutschland) und ,,Adobe Photoshop CS2* bearbeitet.

2.23 Analyse von Protein-Protein-Interaktionen
2.23.1 Hefe Two-Hybrid-Analyse der Proteine PRO11 und SmMOB3

Die Hefe Two-Hybrid Experimente wurden mit dem pGBDU/pGAD-Vektorsystem und dem S. cerevisiae-
Stamm PJ69-4A durchgefiihrt (James et al. 1996). Zur Konstruktion der Vektoren pBl1-aal-281 und
pAll-aal-281 wurde ein 857 bp proll-5° cDNA-Fragment mit Sa/l/Psfl aus dem Vektor pAK2
geschnitten und in die mit Sa/l/Pstl-linearisierten Vektoren pGBDU-C1 and pGAD-C1 kloniert (Poggeler
und Kiick 2004). Die resultierenden Vektoren kodieren jeweils fiir AS 1-281 des PRO11 Proteins. Ein 3'-
verkiirztes 653 bp proll-5" cDNA-Fragment wurde mit der Primerkombination prol1-31 und prol1-24
unter Verwendung des Vektors pBl1-aal-281 als Matrize amplifiziert und in pDrive zur Sequenzierung
subkloniert. AnschlieBend wurde das Fragment aus pDrive mit Sall/Pstl freigesetzt und in den mit
Sall/Pstl-restringierten Vektor pGBDU-CI inseriert. Der resultierende Vektor pB11-aal-215 kodiert fiir
AS 1-215 des PRO11-Proteins. Fiir eine weitere 3'-Verkiirzung des prol1-5" cDNA-Fragments wurde ein
349 bp Amplifikat mit Sa/I-Uberhingen in einer PCR-Reaktion mit den Primern pro11-31/pro11-132 unter
Verwendung von cDNA aus einer wt-Préparation als Matrize generiert. Nach Subklonierung und
Sequenzierung wurde das Fragment mit Sa/l aus pDrive geschnitten und in den Sa/l-linearisierten pGBDU-
C3 kloniert. Der resultierende Vektor pB11-aal-110 kodiert fiir PRO11 AS 1-110.

Fiir die Herstellung der Vektoren pB11-aa282-845 und pAl1-aa282-845 wurde ein 1728 bp proll-3’
cDNA-Fragment mit Sall/PsfI-Uberhiingen durch die Verwendung der Primer prol1-34 und prol1-35
amplifiziert. Nach Subklonierung und Sequenzierung wurde das Sal/l/Pstl-freigesetzte Fragment in die
Sall/Pstl-restringierten pGBDU-C1 und pGAD-C1 Vektoren kloniert. Die resultierenden Vektoren
kodieren fiir AS 282-845 des PRO11 Proteins.

Fiir die Konstruktion der Smmob3 Two-Hybrid Plasmide wurde ein 1038 bp 5'-Smmob3 cDNA-Fragment
mit der Primerkombination Smphol-11/Smphol-13 (jeweils Sall-Uberhang) aus wt cDNA amplifiziert.
Nach Subklonierung in pDrive und Sequenzierung wurde das Sa/l-restringierte Fragment in die Sa/l-
linearisierten pGBDU-C1 und pGAD-C1 Vektoren kloniert. Die entstandenen Plasmide pBMob3-aal-345
und pAMob3-aal-345 kodieren fiir AS 1-345 des SmMOB3 Proteins. Vektor pBMob3-aal-144, welcher
ein 3 -verkiirztes 435 bp 5'-Smmob3 cDNA-Fragment enthdlt, wurde durch PstI-Hydrolyse des Vektors
pBMob3-aal-345 und anschlieBender Selbstligation generiert. Die Selektion, der Test auf Transaktivierung
und die Two-Hybrid-Analyse mit den nach der Transformation der Two-Hybrid Vektoren erhaltenen Hefe-
Stammen wurden wie von Jacobsen et al. (2002) beschrieben durchgefiihrt.

2.23.2 Hefe Two-Hybrid-Screen einer S. macrospora und N. crassa cDNA-Bank mit
PRO11 und SmMOB3 als Kéderprotein

Zur Identifizierung von Interaktionspartnern der Proteine PRO11 und SmMOB3 wurde eine Hefe Two-
Hybrid-Analyse mit einer S. macrospora cDNA-Bank, wie von Nolting und Péggeler (2006b) beschrieben,
durchgefiihrt. Als Koder wurden die Vektoren pBl1l-aal-110, pB11-aa282-845 und pBMob3-aal-144,
welche fiir die unter /I Material und Methoden, 2.23.1 angegebenen PRO11- und SmMOB3 Protein-
Teilstiicke kodieren, jeweils zusammen mit der cDNA-Bank in PJ69-4A transformiert. Die cDNA-Bank
Plasmide, welche fiir die identifizierten Interaktionspartner kodierten, wurden isoliert, zur Vermehrung in
E. coli transformiert und nach Birnboim und Doly (1979) aufgearbeitet. Zur eindeutigen Identifizierung der
S. macrospora cDNA-Bank Plasmide wurde eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurden die
aufgearbeitete Plasmid-DNA und die eingesetzten Kdder-Plasmide mit den Restriktionsendonukleasen
EcoRI und Xhol hydrolysiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Alle Ansétze, die ein anderes
Bandenmuster aufwiesen als die restringierten Kdderplasmide, wurden sequenziert und die erhaltenen
Sequenzdaten einem BLAST-Sequenzvergleich unterzogen.

Es wurde zusétzlich eine artiibergreifende Two-Hybrid Analyse mit den oben genannten S. macrospora
Kodern und einer N. crassa cDNA-Bank durchgefiihrt, welche freundlicherweise von Dr. S. Seiler (Abtl.
Molekulare Mikrobiologie und Genetik, Georg-August Universitit Gottingen) zur Verfiigung gestellt
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wurde. Die N. crassa cDNA-Bank wurde mit dem ,,Matchmaker Library Construction & Screening Kit*
(Clontech) konstruiert und lag bereits in dem S. cerevisiae-Stamm AH109 (AH109-Nc¢) vor. Die Koder-
Plasmide wurden in den S. cerevisiae-Stamm PJ69-4a transformiert und die resultierenden Hefestimme
durch Paarung (,,Mating*) mit AH109-Nc mit der N. crassa cDNA-Bank zusammengebracht. Fiir das
Mating der Hefestimme wurde jeweils eine 5 ml Kultur der Koder-Stimme (1x10° Zellen/ml) mit einer
1 ml Kultur von AH109-N¢ (2x10” Zellen/ml) in 45 ml 2x YPDA fiir 20-24 h bei 30-50 rpm und 30°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (v 10 min, 4500 rpm, RTmp), in 10 ml 0,5x YPDA
resuspendiert und in Aliquots von je 200 pl auf SD-Festmedium ohne Uracil, Leucin, Histidin und Adenin
selektioniert. Die Identifizierung der Genbank-Plasmide aus den Hefe-Transformanten erfolgte durch
Restriktionsanalyse mit EcoRI/Xhol und die Plasmide wurden anschlieBend wie oben beschrieben
sequenziert und analysiert.

2.24 Sicherheitsmafinahmen

Gentechnische Experimente der Sicherheitsstufe 1 wurden nach den Richtlinien des Gentechnikgesetzes
(GenTG) vom 16.12.1993 (zuletzt gedndert durch Art. 12 G v. 29.7.2009 1 2542) durchgefiihrt.
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III ERGEBNISSE

1  Funktionelle Charakterisierung des S. macrospora Proteins SmMOB3

1.1 8. macrospora kodiert fiir ein Phocein/Mob3-Homolog

Wie in der Einfiihrung beschrieben interagieren die Proteine der Striatin-Familie aus Sdugern mit
dem Protein Phocein. Um eine Interaktion der homologen Proteine aus S. macrospora zu
analysieren, wurde zunichst das zu phocein homologe Gen Smmob3 aus S. macrospora isoliert.
In N. crassa kodiert NCU07674 fiir das Phocein/Mob3 Homolog MOB3, welches an der
vegetativen Zellfusion, der Fruchtkorperbildung und Ascosporogenese beteiligt ist (Maerz et al.
2009). Die Genome der beiden filamentdsen Ascomyceten N. crassa und S. macrospora weisen
einen hohen Grad an Syntenie auf. Die durchschnittliche Nukleinsdure-Identitdt innerhalb der
Exons betrigt 89,5 % (Nowrousian et al. 2004). Der 2078 bp Smmob3-ORF und 212 bp der
zugehorigen 3'-UTR wurden daher wie beschrieben (/I Material und Methoden, 2.15), mit von
N. crassa NCU(07674 abgeleiteten Primern unter Verwendung einer geordneten S. macrospora
Cosmid-Bank und einer S. macrospora cDNA-Bank als Matrize in einer PCR-Reaktion
amplifiziert (Daten nicht gezeigt) (Nolting und Poggeler 2006b, Poggeler et al. 1997). Dariiber
hinaus konnte eine 716 bp Smmob3 5'-UTR unter Verwendung von S. macrospora gDNA aus
dem Wildtyp-Stamm (wt) als Matrize amplifiziert und anschlieBend sequenziert werden. Mit
dem ,Promotor Prediction program” wurde ein Transkriptionsstart 336 Nukleotide
stromaufwérts des putativen Smmob3 ATG-Start-Codons vorhergesagt (Reese 2001). Die
flankierenden Sequenzbereiche des putativen Start-Codons zeigen eine starke Ahnlichkeit zu
Translationsinitiations-Stellen anderer S. macrospora Gene (Poggeler 1997). Der Smmob3
cDNA-ORF wurde mit den Primern phoOFR-f/phoORF-r aus einer S. macrospora cDNA-Bank
amplifiziert und sequenziert. Durch den Vergleich der genomischen und der cDNA-Sequenz
konnte ein 86 bp Intron zwischen den Nukleotid-Positionen 217 und 302 des Smmob3 ORFs
identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Das abgeleitete SmMOB3 Protein besteht aus 663
Aminosduren (AS). Das Molekulargewicht wurde mit 72 kDa und der putative isoelektrische
Punkt mit 4,6 vorhergesagt.

Eine BLAST-Datenbank-Suche ergab, dass nah verwandte Organismen von S. macrospora wie
z. B. der filamentose Ascomycet Chaetomium globosum und entfernter verwandte filamentose
Pilze wie Magnaporthe grisea und F. graminearum, sowie Tiere in ihren Genomen ein
homologes Mob3-Protein kodieren. Dagegen weisen hemiascomycetische Hefen kein Mob3-

Protein auf.
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Die Mob3 Proteine der in dem multiplen Proteinalignment verglichenen Organismen (Abb. 6A)
weisen die hochste Identitdt in der AS-Sequenz der konservierten Mob-Doméne auf, welche ca.

180-200 AS umfasst (Abb. 6B).

l\ *k * * * % *
Sm: SSPRLPSPPPAPEIQ 6-20 Sm: RTNTRRHIKSSPSVGSALTTV 325-345
Nc: SSPRLPSPPPAPEIQ 6-20 Nc: RTNTRRHIKSSPSVGSAVTTV 329-349
Mg: SSPRLPSPPPPAEIQ 7-21 Mg: RTSTRRHIRSSPSTGSAVTTV 325-345
Cg: SSPRLPSPPPPAEIQ 6-20 Cg: RTNTRRHIKSSPSTGSAVTTV 311-331
Fg: SSPRLPSPPPAAEIQ 6-20 Fg: RTNTRRHIRSSPSTGSAVTTV 309-329
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Abb. 6 Multipler Sequenzvergleich von Mob3 Proteinen aus filamentosen Ascomyceten und Tieren.
(A) Der weille Pfeil repriasentiert das S. macrospora SmMOB3 Protein mit der konservierten Mob-
Doméne und den beiden konservierten Ascomyceten-spezifischen N- und C-terminalen Doménen (graue
Boxen). Das Sequenz-Alignment wurde mit dem Programm ClustalX berechnet und mit der Anwendung
GeneDoc dargestellt. Schwarz hinterlegte AS sind in allen verglichenen Protein-Sequenzen konserviert,
AS, die in mind. sieben Sequenzen konserviert sind, sind dunkelgrau markiert und in hellgrau hinterlegt
sind AS, welche in mind. fiinf Sequenzen konserviert sind. Striche symbolisieren, dass die angegebenen
AS anderer Organismen in dieser Sequenz nicht enthalten sind. Die AS Region, die fiir das Alignment
verwendet wurde ist jeweils auf der rechten Seite angegeben. Sterne iiber dem Alignment kennzeichnen
die vorhergesagten, in S. macrospora, N. crassa und M. grisea konservierten Serin- und Threonin
Phosphorylierungsstellen. Die putative SH3-Bindedoméne ist durch eine Klammer und die Sequenz-
Region mit Homologie zu der -Untereinheit des Clathrin Adaptor Komplexes durch schwarze Linien in
Fettdruck markiert. Die konservierten Cys2-His2 Zn Bindestellen sind durch schwarze Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Abkiirzungen und Accession-Nummern: Sm-Sordaria macrospora (FN995002), Nc-
Neurospora crassa (XP_328380.1), Mg-Magnaporthe grisea (MG07095.4), Cg-Chaetomium globosum
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(weiter zu Abb. 64)

(XP_001223910.1), Fg-Fusarium graminearum (FGSG 05101.2), Ce-Caenorhabditis elegans
(NP_498798.2), Dm-Drosophila melanogaster (NP_610229.1), Mm-Mus musculus (NP_079559.2). (B)
Die Mob-Dominen aller in (A) dargestellten Sequenzen wurden paarweise verglichen und die
resultierenden AS-Identitdten in % angegeben.

Interessanterweise sind die AS-Sequenzen der MOB3 Proteine der filamentdsen Pilze im
Vergleich zu denen der Tiere fast dreimal ldnger, da sie zusétzliche N- und C-terminale
Sequenzbereiche aufweisen. Innerhalb dieser zusétzlichen Sequenzen konnten zwei konservierte,
Ascomyceten-spezifische Doménen identifiziert werden (Abb. 6A). Abgesehen von diesen
Bereichen ist die Sequenzdhnlichkeit zwischen den pilzlichen MOB3-Proteinen in den
zusétzlichen N- und C-terminalen Bereichen mit 46-96 % bzw. 19-65 % gering. Da Mob3-
Proteine wie beschrieben vermutlich eine Funktion in groBen Proteinkomplexen mit
Serin/Threonin Protein Phosphatasen und Kinasen einnehmen (Goudreault et al. 2009), wurden
mogliche Phosphorylierungsstellen in dem SmMOB3 Protein mit dem Programm ,,Netphos*
bestimmt (Blom et al. 1999). Es wurden 36 von 52 Serin- und 21 von 57 Threonin-Resten in
SmMOB3 als putative Phosphorylierungsstellen vorhergesagt, von welchen die meisten in der
konservierten N- bzw. C-terminalen Doméne lagen (Daten nicht gezeigt).

Es wurden zusidtzlich die putativen Phosphorylierungsstellen fiir die MOB3 Proteine aus M.
crassa und M. grisea vorhergesagt und mit denen von SmMOB3 verglichen. Es stellte sich
heraus, dass sieben putativ phosphorylierte Serin- und fiinf Threonin-Reste in allen drei
Organismen konserviert waren und sich vornehmlich in der konservierten N- und C-terminalen
Region und der Mob-Doméne befanden (Abb. 6A).

Wie Abb. 6A zeigt, weisen die pilzlichen MOB3-Proteine eine putative Cys2-His2 Zn-
Bindestelle auf, welche in den Proteinen der Mob-Familie konserviert ist (Stavridi et al. 2003,
Vitulo et al. 2007). Dariiber hinaus zeigen auch alle pilzlichen MOB3-Proteine, wie fiir das
homologe Protein aus Siugern beschrieben, einen Sequenzabschnitt mit Ahnlichkeit zu der o-
Untereinheit des Clathrin-Adaptor Komplexes [(I, L, V, M) (I, L, V, M) YRxxxxLYF] und zu
einer SH3-Bindedomine des Typs ,,PxxDY*. Beide Sequenzmotive finden sich typischerweise
in Proteinen, welche an der Endozytose und an vesikuldren Transportprozessen beteiligt sind

(Baillat et al. 2001).
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1.2 Expressionsanalyse der beiden S. macrospora Gene Smmob3 und proll

Das Expressionsmuster der beiden Gene Smmob3 und proll wihrend des Lebenszyklus von
S. macrospora wurde mit Hilfe von quantitativen Real-Time PCR Experimenten analysiert.
Unter den gegebenen Laborbedingungen begann die sexuelle Entwicklung drei Tage nach dem
Animpfen einer S. macrospora-Kultur mit der Bildung der Ascogone. Diese entwickelten sich
nach vier bis fiinf Tagen zu den Vorfruchtkorpern (Protoperithezien) und nach sieben Tagen zu
reifen Fruchtkorpern (Perithezien), aus welchen die Ascosporen geschleudert wurden.

Die Transkript-Level von Smmob3 und proll 1im Wildtyp unter vegetativen
Wachstumsbedingungen wurden mit der Expression beider Gene unter sexuellen

Wachstumsbedingungen am 3., 4., 5., 6. und 7. Tag der Entwicklung bestimmt (Abb. 7).

10-
Smmob3 pro11

log10 ratio sex vs veg Wachstum

3d 4d 5d 6d 7d 3d 4d 5d 6d 7d

Abb. 7 Quantitative Real-Time PCR Analyse der Gene Smmob3 und proll. Die Expression der Gene
Smmob3 und proll wurde im wt unter sexuellen und vegetativen Wachstumsbedingungen (logl0 ratio
sex vs veg Wachstum) zu den angegebenen Zeitpunkten der sexuellen Entwicklung (3-7d) verglichen.
Die gezeigten Expressionsraten sind Mittelwerte aus mind. zwei biologisch unabhéngigen Proben, welche
jeweils dreifach gemessen wurden. Die Sterne kennzeichnen die mit der Anwendung ,,REST* ermittelte
Signifikanz der erhaltenen Werte (Pfaffl et al. 2002). Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken
angegeben.

Wie Abb. 7 zeigt, war die Expression der Gene Smmob3 und proll wihrend der sexuellen
Entwicklung dhnlich reguliert. Die Expression beider Gene war an allen sieben Tagen
hochreguliert, insbesondere jedoch in der spédten Phase (6. Tag) der sexuellen Differenzierung.
Fiir prol1 konnte dariiber hinaus auch in der frithen Phase (3. Tag) der sexuellen Entwicklung

eine signifikante Hochregulierung des Transkripts bestimmt werden.
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1.3 Two-Hybrid Studie der Proteine SmMOB3 und PRO11 aus S. macrospora

In einem Hefe Two-Hybrid ,,Screen* mit dem R. norwegicus Striatin Protein als Kdder wurde
Phocein als Interaktionspartner identifiziert (Baillat et al. 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher eine Two-Hybrid Analyse durchgefiihrt, um eine

Interaktion der homologen Proteine SmMOB3 und PROI11 aus S. macrospora nachzuweisen

(siehe 1l Material und Methoden, 2.23.1).

In der Hefe Two-Hybrid Analyse wird das eine auf Interaktion zu untersuchende Protein
(Koder) an die Bindedomédne des GAL4-Transkriptionsfaktors aus der Hefe S. cerevisiae
fusioniert und das andere (Beute) an die GAL4-Aktivierungsdoméne. Beide Doménen
sind getrennt voneinander nicht in der Lage, die Transkription zu aktivieren (Keegan et
al. 1986). Koder und Beute werden in einen S. cerevisiae-Stamm eingebracht, welcher
mehrere Reportergene (z.B. lacZ, his3, ade2) unter der Kontrolle verschiedener gal-
Promotoren enthélt. Ein funktionelles ga/4-Gen ist in dem Stamm nicht vorhanden. Bei
einer Interaktion zwischen Koder- und Beuteprotein, wird der GAL4-
Transkriptionsfaktor funktionell rekonstruiert, so dass die Transkription der Reportergene
aktiviert wird. Der Nachweis der Interaktion kann auf entsprechenden Selektionsmedien,
die z. B. kein Adenin enthalten erbracht werden (James et al. 1996).

Fir die Analyse wurden verschiedene SmMOB3- und PROI11-Two-Hybrid Konstrukte

eingesetzt, um die fiir die Interaktion wichtigen Protein-Doménen zu bestimmen (Abb. 8).

A -ural-leu -ural/-leu/-ade

BD11N/ BD11N/
AD

BD11C/ BD11C/
AD AD11C

AD
B PRO11 AS 1-845 SmMOB3 AS 1-663
ob
[ cc cm 123 4567 T oeoens |
AS 1-110 55] AS 282-845 AS 1-144
EEIE BD{1 23 456 _]]ﬂﬂ
BD11N/ AS 1-281 BD11C/ AS 1-345 SOMOES AS 282-845

AD11N ADMOB3 |AD | Vob | AD11C |AD |1 2 3 4567

Abb. 8 Interaktion der Proteine SmMOB3 und PRO11 aus S. macrospora. (A) Hefe Two-Hybrid
Analyse der Proteine SmMOB3 und PRO11. Die eingesetzten Plasmid-Kombinationen sind im Schema
links dargestellt. Obere Zeilen: GAL4-BD-Fusionsproteine (BD11N, BD11C, BDMOB3), untere Zeilen:
GAL4-AD-Fusionsproteine (AD11IN, AD11C, ADMOBS3). Grau hinterlegte Plasmid-Kombinationen
fiihrten in den Transformanten zur Reportergen-Aktivierung. Wachstumstest der Hefe-Transformanten
fiir den Nachweis der erfolgreichen Transformation der jeweiligen pB-/ pA-Derivat-Kombination auf




I Ergebnisse 46

(weiter zu Abb. 84)

Medium ohne Uracil und Leucin (-ura/-leu; Mitte) und fiir die Reportergenanalyse auf Medium ohne
Uracil, Leucin und Adenin (-ura/-leu/-ade; rechts). Positivkontrolle: Wachstum einer Hefe-Transformante
mit Plasmid-Kombination pB-al und pA-Al (al/Al). Negativkontrollen: Wachstum von Hefe-
Transformanten mit dem jeweiligen Smmob3 bzw. proll pB-Derivat und dem pA-, Leervektor” (AD).
Abkiirzungen: al: pB-al; Al: pA-Al; AD: pGAD-C1; BDI11IN: pBll-aal-110; BD11C: pB11-aa282-
845; BDMOB3: pBMob3-aal-144; ADI1IN: pAll-aal-281; ADI11C: pAll-aa282-845; ADMOBS3:
pAMob3-aal-345. (B) Schematische Darstellung der im Two-Hybrid System detektierten Interaktionen.
Die obere Illustration zeigt die Voll-Langen Proteine SmMOB3 und PRO11. Die putative ,,coiled-coil“-
Domiéne (cc) und Calmodulin-Bindedoméne (cm) im N-Terminus, sowie die Positionen der sieben ,,WD-
repeats” im C-Terminus von PROI11 sind durch graue Boxen markiert. Fiir die Beschreibung der
Dominen von SmMOB3 siehe Abb. 6. Das untere Schema zeigt die SmMOB3- und PRO11-Protein-
Versionen, die miteinander interagierten.

Die zwei N-terminalen SmMOB3-Kd&derproteine beinhalteten die AS 1-345 (pBMob3-aal-345)
und 1-144 (pBMob3-aal-144) und die drei N-terminalen PRO11-Kd&derproteine bestanden aus
AS 1-281 (pBll-aal-281), 1-215 (pBl1l-aal-215) und 1-110 (pBll-aal-110). Es wurde
zusitzlich eine C-terminale Version des PRO11-Kdderproteins mit AS 282-845 (pB11-aa282-
845) konstruiert. Die Konstrukte wurden vor ihrer Verwendung in der Two-Hybrid Analyse auf
Transaktivierungsaktivitit getestet. Die flir die Kdder-Proteine kodierenden Plasmide pBMob3-
aal-345, pB11-aal-281 und pB11-aal-215 zeigten Selbstaktivierung in der Reportergen-Analyse
und wurden daher fiir die Experimente nicht eingesetzt (Daten nicht gezeigt).

Wie aus Abb. 8A und 8B hervorgeht, konnte eine Interaktion des C-Terminus von PROI11,
welcher das ,,WD-repeat“-Motiv umfasst, mit dem N-terminalen Teil von SmMMOB3 (AS 1-345),
welcher die konservierte N-terminale Ascomyceten-spezifische Domédne und die Mob-Doméne
beinhaltet, nachgewiesen werden. Ebenso interagierte eine verkiirzte N-terminale Version von
SmMOB3 (AS 1-144) mit dem C-Terminus von PRO11.

Dartiber hinaus zeigte sich eine Homodimerisierung der N-terminalen Region des PROI11-
Proteins, welche die putative ,,coiled-coil“-Doméne enthielt.

Als Positivkontrolle wurde in der Two-Hybrid Analyse die bereits beschriebene Interaktion der

Kreuzungstyp-Proteine SMTA-1 und SMTa-1 genutzt (Jacobsen et al. 2002).
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1.4 Konstruktion eines S. macrospora Smmob3 Knockout-Stamms

Um die Funktion von SmMMOB3 in dem homothallischen Ascomycet S. macrospora aufzukléaren,
wurde der Stamm ASmmob3 generiert, in welchem das Smmob3 Gen grofBitenteils durch eine
Hygromycin-Resistenz-Kassette (hph-Kassette) ausgetauscht und somit funktionsunfihig
gemacht wurde (/I Material und Methoden, 2.16). Die resultierende Deletion umfasst ein 654 bp
Fragment des Smmob3 Gens, welches fiir mehr als die Hélfte der konservierten Mob-Doméne
und fiir die konservierte Ascomyceten-spezifische C-terminale Doméne kodiert (Abb. 9A).

Nach der Transformation der Smmob3-Deletionskassette in den Aku70 Stamm konnten vier
heterokaryotische fertile Hygromycin- und Nourseothricin-resistente Primértransformanten
isoliert werden, welche sowohl Kerne des ASmmob3::aph/Aku70::nat, als auch des
Smmob3/Aku70::nat  Genotyps enthielten. Die homologe Integration der Smmob3-
Deletionskassette in den Primértransformanten wurde durch PCR-Analyse bestétigt (Daten nicht
gezeigt). Der Smmob3/Aku70::nat-Hintergrund in der ASmmob3-Primirtransformante wurde
durch die Kreuzung mit der Farbspormutante fus-1 und durch die anschlieBende Isolierung von
Einzelsporen entfernt und der resultierende homokaryotische ASmmob3::Aph Stamm
(ASmmob3), welcher einen sterilen Phinotyp aufwies, einer klassischen genetischen Analyse
unterzogen. Hierbei zeigte die Analyse von 15 geordneten Tetraden eine Mendelsche 4:4
Segregation des sterilen Phanotyps von ASmmob3. Dariiber hinaus war die Segregation der
Sterilitdt gleichzeitig mit der Hygromycin-Resistenz verbunden, was darauf hindeutete, dass die
Deletion des Smmob3-Gens urséchlich fiir den sterilen Phinotyp war.

Der ASmmob3-Stamm wurde auerdem durch PCR- und Southern Blot-Analyse bestétigt (Abb.
9B und 9C). In der PCR-Analyse wurden Primer-Kombinationen gewihlt, welche entweder
spezifisch aus ASmmob3 gDNA den Smmob3 5°- oder 3’-flankierenden Sequenzbereich
zusammen mit einem Teil der integrierten hph-Kassette (phol-14f/trpC1 und hph3/pho1-2r) oder
ein spezifisches Smmob3 Fragment aus wt gDNA (phol-15f/phol-2r) amplifizierten. Mit dem
Primer-Paar phol-14f/phol-2r wurde aullerdem der Smmob3 Lokus aus wt gDNA und die 760
bp groBBere Smmob3-Deletionskassette aus ASmmob3 gDNA amplifiziert.

Mit dem als Sonde in der Southern Blot Analyse eingesetzten *“P-markierten Smmob3 3'-
Bereich wurde das intakte Smmob3-Gen im wt und die Smmob3-Deletionskassette im ASmmob3

als 5,5 kb und 6,2 kb Fragmente nachgewiesen.
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Abb. 9 Smmob3 Gendeletion durch homologe Rekombination. (A) Schematische Illustration des
Smmob3-ORFs (weiller Pfeil) mit den kodierten konservierten Doménen (graue Boxen), dem Intron
(schwarze Box) und den flankierenden Sequenzbereichen (durchgehende und gestrichelte Linien) vor
(oben) und nach (unten) der homologen Integration der Aph-Kassette (schwarzer Pfeil). Die Position der
verwendeten Primer (schwarze Pfeile) und die resultierenden Amplifikat-Groen in der PCR-Analyse
sind angegeben. Das als Sonde in der Southern Blot Analyse verwendete Smmob3-Fragment ist
entsprechend markiert. (B) PCR Analyse zur Bestitigung der homologen Integration der Smmob3-
Deletionskassette in den Smmob3-Lokus mit wt und ASmmob3 gDNA als Matrize und den angegebenen
Primer-Kombinationen. Aliquots der PCR-Reaktionen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Marker-
GroBen (m) sind in kb angegeben. Primerpaar phol-14f/phol-2r ergab ein 2391 bp Smmob3 Amplifikat
aus wt gDNA und ein 3151 bp Fragment fiir ASmmob3 gDNA. Die Primer Paare phol-14f/trpC1 und
hph3/phol-2r amplifizierten die Smmob3 5'- oder 3’-flankierenden Sequenzbereiche zusammen mit
einem Teil der integrierten sph-Kassette. Fiir den wt ergaben sich mit diesen Primerkombinationen keine
Amplifikate. Der Primer phol-15f bindet spezifisch im Smmob3-Gen und generierte in Kombination mit
phol-2r ein 1108 bp Fragment unter Verwendung von wt gDNA, jedoch kein Fragment fiir ASmmob3.
(C) Bestitigung des ASmmob3 Stamms durch Southern Blot Analyse. Die gDNA von wt und ASmmob3
wurde iiber die BamHI Restriktionsschnittstellen (siehe A) hydrolysiert und das Smmob3 Fragment im wt
bzw. die Smmob3-Deletionskassette im ASmmob3 als 5,5 und 6,2 kb Fragmente mit der 32p_markierten
Sonde detektiert.
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Im Anschluss wurde der Phinotyp des hergestellten und durch PCR- und Southern-Blot Analyse

bestitigten ASmmob3-Stamms morphologisch charakterisiert.

1.5 Morphologische Charakterisierung des S. macrospora ASmmob3-Stamms

Fiir eine makroskopische Analyse des ASmmob3-Phénotyps im Vergleich zu dem wt und der
prol1-Mutante wurden die drei Stimme fiir zehn Tage auf SWG-Festmedium kultiviert (Abb.
10A). Im Vergleich zum wt war das vegetative Wachstum des ASmmob3-Stamms reduziert und
es wurden keine Fruchtkorper ausgebildet. Dariiber hinaus wurde vermehrt Luftmyzel
produziert, wodurch das Myzel ,,watteartig erschien. Auch die prol1-Mutante bildete vermehrt
Luftmyzel aus (Abb. 10A) (Poggeler und Kiick 2004). Das vegetative Wachstum von ASmmob3
wurde durch die Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit in Rennrohren und durch die
Bestimmung der produzierten Myzelmasse (Trockengewicht) analysiert. Die tdgliche Wuchsrate
des ASmmob3-Stamms (8 = 3 mm/d) war im Vergleich zum wt (23 £ 4 mm/d) stark reduziert. Es
wurde auflerdem mit 1 (+ 0,4) mg Myzel/ml SWG 83 % weniger Biomasse von dem ASmmob3-
Stamm produziert als vom wt (6 £+ 0,5 mg/ml).

Um die Auswirkung der Smmob3-Deletion auf die sexuelle Entwicklung zu untersuchen, wurde
die Fihigkeit des ASmmob3-Stamms zur Ausbildung sexueller Strukturen unter dem Mikroskop
analysiert. Ahnlich wie der wt und die proll-Mutante, produzierte der ASmmob3-Stamm
Ascogone und pigmentierte Protoperithezien (Abb. 10B). Die Ausbildung fertiler Fruchtkorper
und Ascosporen konnte dagegen jedoch auch nach verldngerter Inkubationszeit nicht beobachtet
werden. Der ASmmob3-Stamm war somit, wie die prol1-Mutante steril. Interessanterweise war
die Zahl der von ASmmob3 gebildeten pigmentierten Protoperithezien pro cm® Medium stark
reduziert (Abb. 10C). Wie bereits beschrieben wurde (Péggeler und Kiick 2004), weist auch die
prol1-Mutante mit 153 (£ 6) Protoperithezien/cm® im Vergleich zum wt (240 + 34
Protoperithezien/cm?) eine reduzierte Protoperithezien-Anzahl auf. Dieser Effekt war allerdings
in ASmmob3 mit 7 (£ 1) Protoperithezien/cm® drastisch verstirkt.

Ein moglicher Einfluss von Stress-induzierenden Agenzien auf den ASmmob3-Phénotyp wurde
mittels Kultivierung des ASmmob3-Stamms und des wt auf SWG-Festmedium mit Zusatz
verschiedener Konzentrationen H,O,, SDS, NaCl, KCIl oder Sorbitol getestet. Hierbei konnte
kein Unterschied im Wachstum zwischen dem wt und ASmmob3-Stamm festgestellt werden

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 10 Makroskopische und mikroskopische Analyse der Fruchtkérper- und Ascosporen-
Entwicklung des S. macrospora ASmmob3-Stamms. (A) Ubersichtsaufnahme der Phiinotypen von wt,
prol1-Mutante und ASmmob3 nach Kultivierung auf SWG-Festmedium. (B) Mikroskopische Aufnahmen
der gebildeten sexuellen Strukturen von wt, proll und ASmmob3. Abkiirzung: pig.-pigmentiert. (C) Die
von den Stdmmen wt, prol1 und ASmmob3 gebildeten 40-200 pm groBen Protoperithezien wurden nach
sieben Tagen Inkubation auf mit SWG-Festmedium beschichteten Objekttriigern pro cm® unter dem
Mikroskop ausgezéhlt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.
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1.6 SmMOB3-Komplementationsanalyse in S. macrospora und N. crassa

Um die fiir die sexuelle Entwicklung funktionell wichtigen SmMOB3-Dominen zu
charakterisieren wurden verschiedene Smmob3-Komplementationskonstrukte hergestellt (/7
Material und Methoden, 2.18.1). Die Plasmide pMob3FL, pMob3N und pMob3C kodieren fiir
das Voll-Langen Protein und fiir N- bzw. C-terminale SmMOB3-Teilstliicke. Das Plasmid
pMob3MmFL enthilt die fiir das M. musculus Mob3/Phocein-Protein kodierende cDNA unter
der Kontrolle des konstitutiv exprimierten gpd-Promotors und t7pC-Terminators aus A. nidulans
(Abb. 11A). Die Plasmide wurden in ASmmob3 transformiert und die korrekte Expression der
ektopisch integrierten Plasmide in den resultierenden Stimmen ASmmob3 MOB3FL,
ASmmob3 MOB3N*',  ASmmob3 MOB3C** und ASmmob3 MOB3MmFL" mittels
qualitativer RT-PCR nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). AnschlieBend wurden die Stimme auf
die Fahigkeit zur Perithezienbildung untersucht (Abb. 11B). Das Voll-Ldngen SmMOB3
(pMob3FL) komplementierte den sterilen Phénotyp, es konnten Perithezien und reife
Ascosporen gebildet werden. Interessanterweise war auch das N-terminale SmMOB3-Teilstiick
(pMob3N), welches die N-terminale Ascomyceten-spezifische Doméne und die Mob-Doméne
umfasste, fiir eine vollstindige Komplementation des ASmmob3 Entwicklungsdefekts
ausreichend. Das C-terminale SmMOB3-Teilstiick hingegen fiihrte nicht zu einer
Komplementation, der ASmmob3 MOB3C*" Stamm blieb steril.

Um eine konservierte Funktion von MOB3-Proteinen verschiedener filamentdser Ascomyceten
zu zeigen, wurden die Plasmide pMob3FL, pMob3N und pMob3C auch in den N. crassa Amob-3
Stamm transformiert. Wie in S. macrospora komplementierte das Voll-Lingen und das
N-terminale Teilstlick des SmMOB3-Proteins den sterilen Amob-3 Phénotyp (Amob-
3 MOB3FL®', Amob-3 _MOB3N*") wihrend der Amob-3 nach der Transformation mit pMob3C
(Amob-3_MOB3C*”) steril blieb (Abb. 11C).

Frithere Studien zeigten, dass eine striatin-cDNA aus M. musculus den Entwicklungsdefekt der
prol1-Mutante teilweise komplementierte (Poggeler und Kiick 2004). Es wurde daher getestet,
ob neben der funktionellen Konservierung von MOB3-Proteinen aus Pilzen auch eine
Konservierung der Funktion von Mob3-Proteinen zwischen Pilzen und Sdugern vorliegt. Hierzu
wurde das Plasmid pMob3MmFL in ASmmob3 transformiert und die korrekte Expression des
Plasmids mittels qualitativer RT-PCR nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Es konnte jedoch
keine Komplementation des ASmmob3 Entwicklungsdefekts beobachtet werden (Abb. 11B).
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Abb. 11 SmMOB3-Komplementationsanalyse in S. macrospora und N. crassa. (A) Schematische
Abb. der eingesetzten Plasmide. Das Voll-Langen Smmob3 und die Teilstlicke stehen unter der Kontrolle
der putativen Smmob3-Promotor-Region (S. m. 5° UTR). Das Smmob3-Intron ist gekennzeichnet
(schwarze Box). Die M. musculus phocein/Mob3 cDNA (M. m. Mob3) wird unter dem gpd Promotor und
trpC Terminator aus A. nidulans (A. n. gpd, A. n. trpC) exprimiert. Alle Plasmide tragen die nat-Kassette
(nat) fiir die Selektion von Transformanten. (B) Untersuchung der Perithezien- und Ascosporenbildung
der S. macrospora Stimme ASmmob3 MOB3FL®, ASmmob3 MOB3N®", ASmmob3 MOB3C*" und
ASmmob3_gpd-MOB3MmFL®" nach zehn Tagen Inkubation auf SWG-Festmedium. (C) Untersuchung
der Perithezien- und Ascosporenbildung der N. crassa Stimme wt, Amob-3, Amob-3_MOB3FL*', Amob-
3 MOB3N*“' und Amob-3_MOB3C*. Die groBen Bilder zeigen eine phinotypische Ubersicht der
Stdimme nach zehn Tagen Inkubation auf BMM. Die inserierten kleinen Bilder stellen die erreichten
Entwicklungsstufen der Stimme drei Wochen nach der Fertilisierung mit wt Konidien dar.
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AbschlieBend wurde der Einfluss einer Smmob3-Uberexpression auf ASmmob3 und den wt
untersucht. Die Transformation von ASmmob3 mit dem konstruierten Uberexpressionsplasmid
pMob3oex restaurierte den sterilen Phanotyp des Knockout-Stamms, wodurch die Funktionalitét
des Plasmids nachgewiesen war. Die aus der Transformation mit pMob3oex resultierenden
Stimme ASmmob3_gpd-MOB3°" und wt_gpd-MOB3°" zeigten jedoch keinen Unterschied im
vegetativen Wachstum und/oder der sexuellen Entwicklung im Vergleich zum wt Stamm (Daten

nicht gezeigt).

1.7 Ausbildung von Hyphen-Fusionen der Stimme ASmmob3 und proll

Es wurde versucht eine prol1/ASmmob3-Doppelmutante durch Kreuzung zu generieren. In
keiner der Kreuzungen wurden jedoch rekombinante Perithezien gebildet, da vermutlich beide
Stimme keine Hyphen-Fusionen ausbilden konnten. Um diesen offensichtlichen Fusionsdefekt
im Detail zu untersuchen, wurden die gebildeten rekombinanten Perithezien in Kreuzungen

zwischen dem wt und den Mutanten ausgezihlt (Abb. 12).

Der homothallische Ascomycet S. macrospora ist selbst-fertil, d. h. der Organismus
bendtigt keinen Kreuzungspartner fiir die sexuelle Entwicklung und die Bildung von
Perithezien, welche Asci mit jeweils 8 schwarz gefirbten Ascosporen enthalten.
Trotzdem ist es mdglich, zwei S. macrospora-Staimme miteinander zu kreuzen. Werden
zweil Wildtyp-Stimme miteinander gekreuzt, kann morphologisch jedoch nicht zwischen
den selbst-fertilen Perithezien und den Kreuzungsperithezien unterschieden werden. Es
werden daher fiir S. macrospora Kreuzungen Farbspor-Mutanten oder sterile Stimme
verwendet. Die Kreuzung zwischen einem wt-Stamm und einer Farbspor-Mutante,
welche z. B. braune Ascosporen bildet, resultiert in Kreuzungsperithezien, deren Asci
eine Mischung aus 4 schwarzen und 4 braunen Ascosporen enthalten. Werden zwei
sterile ~ Stimme  miteinander  gekreuzt, sind alle gebildeten  Perithezien
Kreuzungsperithezien.

Die Kreuzungen wt x fus-1 (n = 4) ergaben im Durchschnitt 105 (= 29) rekombinante von
insgesamt 1269 (£ 111) pro Kreuzungsfront gebildeten Perithezien (= 8 %). In den
Kreuzungsfronten der Kreuzungen proll x fus-1 (649 £+ 37) und ASmmob3 x fus-1 (307 + 86)
wurden auf Grund der Sterilitdit von proll und ASmmob3 insgesamt weniger Perithezien
gebildet, von denen aber im Vergleich zu wt x fus-1 mehr Perithezien rekombinante Asci
enthielten (21 % fiir proll x fus-1 und 24 % fiir ASmmob3 x fus-1). In Kreuzungen zwischen
ASmmob3/fus-1 und proll wurden wie bereits erwidhnt keine Perithezien gebildet. Um dieses
Ergebnis zu bestéitigen wurden n = 80 ASmmob3/fus-1 x proll Kreuzungsplatten untersucht,

aber auch nach verldngerter Inkubationszeit wurden keine Perithezien ausgebildet.
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Abb. 12 Analyse von Hyphen-Fusionen der Stimme ASmmob3 und proll. Die Anzahl aller
Perithezien pro Kreuzungsfront der Kreuzungen wt x fus-1, proll x fus-1, ASmmob3 x fus-1 und
ASmmob3/fus-1 x proll wurde bestimmt (weile Sdulen). Die Perithezien wurden gedffnet und die
Perithezien, welche rekombinante Asci enthielten, ausgezdhlt (graue Sdulen; Angaben in %). Die
Standardabweichungen sind in Form von Fehlerbalken angegeben. Die Teilabb. oben rechts verdeutlicht
die experimentelle Vorgehensweise. Es ist eine typische Kreuzungsplatte (in diesem Fall wt x fus-1)
dargestellt. Die 1 cm breite Kreuzungsfront (Kf, gekennzeichnet durch schwarze Linien) wurde mit dem
Skalpell ausgeschnitten und die sich darauf befindlichen Perithezien wie beschrieben analysiert.

Um auszuschlieBen, dass die Sterilitit von ASmmob3 und proll fiir den Fusionsdefekt
verantwortlich war, wurden auBBerdem Kreuzungen zwischen prol1:r2 oder ASmmob3:fus-1 und
der sterilen Mutante prol untersucht, in welcher das fiir einen C6-Zink-Finger
Transkriptionsfaktor kodierende prol-Gen deletiert ist (Masloff et al. 1999). Diese Kreuzungen
ergaben durchschnittlich 63 % (67 von 105 fiir proll:r2 x prol) und 67 % (6 von 9 fiir
ASmmob3/fus-1 x prol) rekombinante Perithezien, was darauf hinweist, dass der beobachtete
Fusionsdefekt spezifisch fiir die prolI- und Smmob3-Genmutationen der beiden entsprechenden

Mutanten ist.

1.8 Herunterregulierung der Gene proll und Smmob3 mittels RNAi
Da die Herstellung einer prol1/ ASmmob3-Doppelmutante durch Kreuzung nicht méglich war,
wurde das Smmob3-Gen in der prol1-Mutante und das pro//-Gen in dem ASmmob3-Stamm in

einem RNAi-Experiment herunterreguliert (Abb. 13).
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Abb. 13 Herunterregulierung der Gene proll und Smmob3 mittels RNAi. (A) Mikroskopische
Analyse der sexuellen Strukturen bei den RNAi-Transformanten wt trpC-PRO11si®, wt_trpC-
MOB3si™, prol1_trpC-MOB3si*® und ASmmob3_trpC-PRO11si*". (B) Quantitative Real-Time PCR der
RNAi-Stédmme. Es wurde die Expression der Gene prol 1 und Smmob3 in den RNAi-Transformanten und
dem wt verglichen (loglO ratio vs wt). Die gezeigten Expressionsraten sind Mittelwerte aus mind. zwei
biologisch unabhingigen Proben, welche jeweils dreifach gemessen wurden. Die Sterne kennzeichnen die
mit der Anwendung REST ermittelte Signifikanz der erhaltenen Werte (Pfaffl et al. 2002).
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Hierzu wurden die RNAi-Plasmide pMob3si und pPro11si konstruiert und in die entsprechenden
Mutanten transformiert (/I Material und Methoden, 2.17).

Um sicherzustellen, dass die transformierten Plasmide die transkriptionelle Expression von
Smmob3 und proll tatsdchlich herunterregulierten, wurden beide Plasmide jeweils zusétzlich in
den wt transformiert. Die resultierenden Stimme wt_trpC-MOB3si®" und wt_trpC-PRO11si*"
zeigten den gleichen Phinotyp wie der ASmmob3-Stamm bzw. die prol1-Mutante. Ahnlich wie
die beiden Mutanten entwickelten die RNAi-Transformanten nur noch pigmentierte
Protoperithezien aber keine Perithezien und keine Ascosporen (Abb. 13A).

Die Mutanten, welche das jeweilige RNAi-Plasmid trugen (proll trpC-MOB3si®" und
ASmmob3_trpC-PRO11si*) zeigten stirkere Entwicklungsdefekte als die Einzelmutanten prol1
und ASmmob3. Wihrend die RNAi-Transformante proll trpC-MOB3si®® nur noch
unpigmentierte Protoperithezien entwickelte, fiihrte die Herunterregulierung von proll in dem
ASmmob3 Stamm zu einer Arretierung in einer sehr frithen Phase der sexuellen Entwicklung.
Die ASmmob3_trpC-PRO11si*" Transformante produzierte nur noch sehr wenige Ascogone
(Abb. 13A). Mittels quantitativer Real-Time PCR wurde eine signifikante Herunterregulierung
der Gene in den RNAi-Transformanten nachgewiesen (Abb. 13B).

2 Funktionelle Charakterisierung des S. macrospora Proteins PRO11

2.1 Insilico Strukturanalyse des PRO11 N-Terminus

Die in der Two-Hybrid Analyse festgestellte Féhigkeit zur Homodimerisierung des PRO11 N-
Terminus deutet darauf hin, dass dieser Proteinbereich eine besondere funktionelle Rolle
einnimmt und soll daher im Folgenden ausfiihrlich beschrieben werden. Zhu et al. (2001)
zeigten, dass der N-Terminus von Striatin-Proteinen aus Sdugern neben dem Doménen-,,Cluster*
bestehend aus ,,coiled-coil“-Motiv und Caveolin- und Calmodulin-Bindedoménen weitere
charakteristische Strukturmerkmale aufweist. So sind z. B. die ca. ersten 60 AS der Proteine sehr
Glycin- und Prolin-reich. Dariiber hinaus ist der Proteinabschnitt zwischen dem Doménen-
,»Cluster und dem ,,WD-repeat“-Motiv durch das iiberwiegende Vorkommen der sauren bzw.
negativ geladenen AS Asparaginsidure und Glutaminsiure gepragt.

Fiir den PROI1 N-Terminus wurden ebenfalls ein putatives ,,coiled-coil“-Motiv und eine
Calmodulin-Bindedoméne vorhergesagt (Poggeler und Kiick 2004). Um, wie bei den Sduger-
Striatinen, iiber weitere Strukturmerkmale Aufschluss zu gewinnen, wurde der N-Terminus des

PRO11-Proteins daher im Vergleich zu PRO11-Homologen aus anderen filamentdsen
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Ascomyceten und Striatin-Proteinen aus Sdugern einer erweiterten in silico Analyse unterzogen

(Abb. 14).
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Abb. 14 Strukturvergleich von Striatin-Proteinen aus Ascomyceten und dem Mensch. (A)
Schematische Darstellung der N-Terminalen Bereiche von Striatin-Proteinen aus S. macrospora,
F. graminearum und H. sapiens (oberer Teil). Die Langen der verglichenen N-terminalen Bereiche sind
rechts angegeben. Farblegende: dunkelgrau-Caveolin-Bindedoméne (cv), hellgrau-,,coiled-coil“-Motiv
(cc), weil mit schwarzer Umrandung-Calmodulin-Bindedoméne (cm), schwarz-SH3-Bindemotiv,
Langsstriche-negativ geladene Proteinbereiche (dickere Striche markieren stirkere negative Ladung). Der
untere Abb.-Teil zeigt ein Sequenz-Alignment der N-terminalen Doménengruppe von Striatin-Proteinen
aus Ascomyceten und dem Mensch. Schwarz markierte AS: konserviert in allen Sequenzen, grau
markierte AS: konserviert in mind. vier Sequenzen. Die fiir das Alignment verwendeten AS-Regionen
sind rechts angegeben. Die Konsensus-Sequenz der Caveolin-Bindedoménen ist an der entsprechenden
Position {iber dem Alignment notiert, wobei ,,0 aromatische und ,,x“ beliebige AS darstellen. Die Lage
der ,.coiled-coil“~-Motive ist durch eine Klammer und der Calmodulin-Bindedoménen durch eine
gestrichelte Linie gekennzeichnet. Abkiirzungen und Accession-Nummern: Sm-Sordaria macrospora
PROI11 (AJ564211), An-Aspergillus nidulans AN08071.2 (XP_681340.1), Fg-Fusarium graminearum
FG01665.3 (XP_381841.1), Sc-Saccharomyces cerevisiae Far8p (NP _013742.1), Hs-Homo sapiens
Striatin (NP_003153.2). (B) Glycin/Prolin-(G/P)-Gehalt der vorderen Sequenzbereiche von Striatin-
Proteinen aus verschiedenen Organismen. Die jeweils fiir die prozentuale Berechnung verwendeten AS-
Bereiche sind angegeben. AS-Abkiirzungen in (A) und (B): G-Glycin, P-Prolin, Q-Glutamin, S-Serin, T-
Threonin, E-Glutaminsdure, D-Asparaginséure.

Der obere Teil von Abb. 14A zeigt den strukturellen Aufbau des N-terminalen Sequenzbereichs
von PROI11 aus S. macrospora, dem homologen Protein FG01665.3 aus F. graminearum und

von Striatin aus H. sapiens. Die jeweils nachfolgenden ,,WD-repeat“-Motive sind nicht
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dargestellt. Die Sequenzen der N-terminale Doménengruppen wurden in einem Proteinalignment
miteinander verglichen (Abb. 14A unterer Teil).

Interessanterweise konnte in den Striatin-Proteinen der einbezogenen filamentosen Ascomyceten
jeweils ein stark konserviertes Caveolin-Bindemotiv identifiziert werden.

Die pilzlichen Caveolin-Bindedoménen sind vom gleichen Typ (Ox®xxxx®xx®P) wie die der
menschlichen Striatin-Proteine und die Sequenzdhnlichkeit dieser Doméne zwischen Pilz und
Mensch betragt 64 % (Couet et al. 1997). Dieses Ergebnis ist {iberraschend, da die Genome von
Pilzen fiir kein homologes Caveolin-Protein, welches spezifisch an die Caveolin-Bindedoméne
bindet, kodiert.

Neben der Caveolin-Bindedoméne ist auch die Region, welche das ,,coiled-coil*“-Motiv enthélt
innerhalb der verschiedenen Organismen stark konserviert, wohingegen die Sequenzen der
vorhergesagten Calmodulin-Bindedoménen nur zum Teil Sequenz-Homologien untereinander
aufweisen.

Die in die Analyse einbezogenen Striatin-Proteine weisen bis auf das H. sapiens Striatin (21 %)
und das 4. nidulans AN08071.2 (39 %) mit 25-32 % einen dhnlichen Glycin-Gehalt in den ersten
22-66 AS auf, dagegen ist der Prolin-Gehalt in der gleichen Sequenzregion bei den menschlichen
Striatin-Proteinen (16-19 %) mit Ausnahme von Striatin (8 %) hoher als bei den pilzlichen
(5-8 %) (Abb. 14B, links). Der auf die N-terminale Doménen-Gruppe folgende Sequenzbereich
ist bei den Sduger-Striatinen mit einem Anteil von 22-24 % Asparaginsiure- und Glutaminséure-
Resten deutlich negativer geladen als bei den pilzlichen Proteinen (14-15 %) (Abb. 14B, rechts).
Der weitere strukturelle Aufbau dieser Regionen unterscheidet sich zwischen Pilz und Mensch
(Abb. 14A). Die beiden Striatin-Homologe aus S. macrospora und F. graminearum beinhalten in
dem negativ geladenen  Sequenzbereich  mehrere  putative  SH3-Bindedominen.
Interessanterweise liegen die beiden ersten Motive des Typs ,,PxxP* und ,,RxxPxxP* nur durch
drei  AS getrennt direkt hintereinander und sind bei beiden Pilzen zu
100 % konserviert. Darauf folgt bei beiden Proteinen eine Prolin-/Glutamin-reiche Region
(21-22 %). Im hinteren Teil der Proteine sind vermehrt Serin-/Threonin-Reste und im Fall des S.
macrospora PRO11 eine und in F. graminearum FGO01665.3 zwei weitere ,,PxxP“ SH3-
Bindedoménen enthalten. Im Gegensatz dazu weist das H. sapiens Striatin in dem
Sequenzbereich nach der N-terminalen Doménengruppe vermehrt Serin- und Threonin-Reste
auf. Ein P/Q-reiches Motiv hingegen fehlt. Das Striatin-Protein enthilt nur ein putatives SH3-
Bindemotiv des Typs ,,PxxP* an den AS-Positionen 377-380.

Eine Sonderstellung bei dem Struktur-Vergleich der Striatin-Proteine nimmt das Far8p Homolog

aus S. cerevisiae ein. Wie das Alignment zeigt ist lediglich der Sequenzbereich von AS 12-54
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konserviert. In diesem Bereich kann, dhnlich wie fiir die anderen Striatin-Proteine beschrieben,
eine Caveolin-Bindedomine des Typs ®x®xxxx® und ein ,,coiled-coil“-Motiv identifiziert
werden. Ein G/P-reiches Motiv am Beginn des Proteins fehlt jedoch und auch der weitere
Aufbau des Far8p Proteins inklusive des C-Terminus zeigt keine signifikante Homologie zu den
Striatin-Proteinen aus anderen Organismen (Daten nicht gezeigt).

Da Striatin Proteine zusammen mit Mob3-Proteinen wie beschrieben vermutlich in groflen
Proteinkomplexen mit Serin/Threonin Protein Phosphatasen und Kinasen wirken (Goudreault et
al. 2009), wurden mogliche Phosphorylierungsstellen in dem N-terminalen Teil des S.
macrospora PRO11-Proteins bestimmt. Es wurden 21 von 36 Serin- und 3 von 19 Threonin-
Resten in PRO11 als putative Phosphorylierungsstellen vorhergesagt (Daten nicht gezeigt).

Zum Vergleich wurden zusitzlich die putativen Phosphorylierungsstellen fiir die Striatin-
Proteine aus F. graminearum und H. sapiens vorhergesagt und mit denen von PROI1
verglichen. Es stellte sich heraus, dass sechs putativ phosphorylierte Serin- und ein Threonin-
Reste in S. macrospora und F. graminearum konserviert waren. Vier der konservierten Serin-
Reste befanden sich relativ dicht aufeinanderfolgend am Ende des jeweiligen N-Terminus
(S. m. ab Position 379, F. g. ab Position 358).

Bei dem Vergleich der putativen Phosphorylierungsstellen aller drei Organismen stellte sich
heraus, dass einer der Serin-Reste, welcher jeweils am Ende der N-terminalen Bereiche von S.
macrospora und F. graminearum lag, konserviert war (S. m. AS 379, F. g. AS 358, H. 5. AS
259).

2.2 Identifizierung einer alternativ gespleiliten prol1 Variante

Die besondere Bedeutung des N-terminalen Bereichs von Striatin-Proteinen wird weiterhin
durch die Tatsache unterstrichen, dass in Sdugern durch alternative Spleillprozesse verschiedene
SG2NA-Varianten  entstehen, welche gewebespezifisch und zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten exprimiert werden (Sanghamitra et al. 2008). Eine dieser
Spleifivarianten kodiert nur fiir den N-terminalen Teil von SG2NA, welcher wie die Voll-Léngen
Version die konservierte Caveolin-Bindedoméne, das ,,coiled-coil“-Motiv und die Calmodulin-
Bindedoméne enthélt. Durch ein alternativ gespleiites Intron folgt auf die konservierten N-
terminalen Motive eine 19 AS lange ,,neue® Sequenz. Das ,,WD-repeat“-Motiv hingegen fehlt
(Sanghamitra et al. 2008). Wie Abbildung 15A zeigt, kann durch alternatives Spleiflen eine zu
der N-terminalen SG2NA Version homologe N-terminale PRO11-Variante entstehen, welche

neben den konservierten Doménen einen 13 AS langen zusétzlichen Sequenzbereich aufweist.
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Ein Sequenzvergleich ergab, dass die 13 und 19 zusétzlichen AS in den alternativen PRO11 und

SG2NA Versionen nicht konserviert sind (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 15 Analyse der alternativen proll Spleifivariante. (A) Darstellung der alternativen PRO11
Sequenz. Die Caveolin-Bindedoméne ist schwarz und das ,,coiled-coil“-Motiv grau hinterlegt. Die
Calmodulin-Bindedoméne ist schwarz umrandet. Die beiden Introns im proll 5°-Bereich sind grau
hervorgehoben. Das alternative Spleilen des 2. Introns fiihrt bei der Translation zu der Synthese von 13
»heuen® AS (kursiv und fettgedruckt). (B) Expressionsanalyse der alternativ gespleifiten prol1 Variante
mittels RT-PCR. Die mit der Primerkombination prol1-ORF-f/prol112r generierten 499 bp und 429 bp
Amplifikate aus wt gDNA und ¢cDNA (+RT) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die ¢cDNA
stammte aus RNA-Priparationen, welche vom 3.-7. Tag (d) der Entwicklung unter sexuellen (sex) oder
vegetativen (veg) Kulturbedingungen gewonnen wurde. Die GroBen des Markers (m) sind in kb
angegeben. (D) Analyse der Transformante Aproll PRO11¢cDNA®" hinsichtlich der Perithezien- und
Ascosporenentwicklung.
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Die alternative PRO11 Variante entsteht, wenn das 2. Intron des prol1 Transkripts nicht wie bei
der Reifung des Voll-Liangen Transkripts herausgespleiflt, sondern unter Beibehaltung des selben
Leserahmens transkribiert wird, wobei das Stop-Codon an Nukleotid-Position 1760-1762 in der
nachfolgenden  Proteinbiosynthese @ zu  der  verkiirzten = PROI11-Version  fiihrt.
Die Expression der alternativ gespleiiten proll Variante wurde experimentell durch eine RT-
PCR-Analyse bestitigt (Abb. 15B). Hierzu wurde der wt unter vegetativen und sexuellen
Wachstumsbedingungen kultiviert und eine cDNA Synthese der jeweils am 3., 4., 5., 6., und 7.
Tag isolierten gesamt-RNA durchgefiihrt. Mit den Primern prol1-ORF-f und prol112r, welcher
spezifisch in der 2. Intronsequenz bindet, wurde ein 429 bp Fragment aus allen cDNA
Praparationen amplifiziert, woraus geschlossen werden konnte, dass die alternative proll
Variante wihrend des gesamten Lebenszyklus von S. macrospora exprimiert wird. Zur Kontrolle
wurde eine PCR Reaktion mit der gleichen Primerkombination unter Verwendung von wt gDNA
als Matrize durchgefiihrt. Das Amplifikat besitzt durch die Sequenzen der beiden im 5'-Bereich
enthaltenen proll-Introns eine Grofe von 499 bp. Als Negativ-Kontrolle in der RT-PCR-
Analyse dienten die oben genannten RNA-Priparationen, welche bei der cDNA-Synthese nicht
mit reverser Transkriptase versetzt worden waren. Die Kontrollen wiesen nach der PCR-
Reaktion wie erwartet keine Amplifikate auf (Daten nicht gezeigt).

Anschliefend wurde der Einfluss der alternativen PRO11 Variante auf die sexuelle Entwicklung
von S. macrospora untersucht. Hierzu wurde das Plasmid pl11cDNA hergestellt, welches den
gesamten prol 1 cDNA-ORF unter der Kontrolle der putativen pro/1 Promotor- und Terminator-
Sequenzen enthélt und in den Aprol 1-Stamm transformiert (fiir die Herstellung und Analyse von
Aprol1 siehe Il Ergebnisse, 2.3 und 2.4). Eine alternativ gespleiite proll-Variante kann in der
resultierenden Transformante Aprol1 PRO11cDNA® durch die in der proll-cDNA fehlenden
Introns nicht generiert werden. Wie Abbildung 15C zeigt komplementierte das pl1cDNA
Konstrukt den sterilen Aproll Phinotyp vollstindig. Das alternative proll Spleilprodukt war

demnach nicht essentiell fiir die sexuelle Differenzierung.
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2.3 Konstruktion eines S. macrospora prol1 Knockout-Stamms

Wie in der Problemstellung beschrieben kodiert das proll-Gen der prol1-Mutante fiir ein bis
zum 2. ,,WD-repeat” intaktes PRO11-Protein. Poggeler und Kiick (2004) zeigten auf, dass die
sterile prol1-Mutante keine reifen Perithezien ausbildet, die Entwicklung ist auf der Stufe der
Protoperithezien-Entwicklung arretiert. Um die Auswirkung der Deletion des gesamten proll-
Gens auf die Fruchtkérperentwicklung zu untersuchen, wurde ein Aproll Knockout-Stamm
generiert, in welchem das prol/-Gen durch die hph-Kassette ersetzt wurde (/I Material und
Methoden, 2.16). Abbildung 16A zeigt schematisch die Situation des proll-Lokus im
S. macrospora wt und im Aprol 1-Stamm nach der Integration der prolI-Deletionskassette. Nach
der Transformation der proll-Deletionskassette in den Aku70 Stamm wurden zwei
heterokaryotische fertile Hygromycin- und Nourseothricin-resistente Primértransformanten
isoliert und durch PCR-Analyse verifiziert (Daten nicht gezeigt). Ein homokaryotischer, von
dem Aku70::nat Hintergrund entkoppelter Aprol1::Aph Stamm, welcher einen sterilen Phénotyp
zeigte, wurde nach der fiir ASmmob3 beschriebenen Vorgehensweise isoliert. In einer
klassischen genetischen Analyse wurde der Aproll-Stamm mit der Farbspormutante fus-1
gekreuzt und 15 geordnete Tetraden aus dieser Kreuzung analysiert. Der sterile Aprol1 Phinotyp
segregierte verbunden mit der Hygromycin-Resistenz 4:4 nach Mendel, was darauf hinwies, dass
die Deletion des prol1 Gens den sterilen Phianotyp verursachte.

Zur Bestitigung der erfolgreichen Integration der prol I-Deletionskassette in den Aprol1-Stamm
wurde, analog zu der Verifikation des ASmmob3 Knockout-Stamms, eine PCR-Analyse
durchgefiihrt (Abb. 16B). Mit den Primer-Kombinationen prol1-21/trpC1 und hph3/prol1-kor
wurde spezifisch der prol/l 5'- und 3’-flankierende Sequenzbereich zusammen mit einem Teil
der integrierten Aph-Kassette aus der Aproll gDNA amplifiziert, wohingegen das Primer-Paar
prol1-21/prol1-28r ein spezifisches proll-Fragment aus wt gDNA generierte. Mit den beiden
Primern prol1-21/prol1-kor wurde auBerdem der proll Lokus aus wt gDNA und die 1318 bp
kleinere prol1-Deletionskassette aus Aprol1 gDNA amplifiziert.

Im Anschluss an die PCR-Analyse wurde der Aproll Knockout-Stamm morphologisch

analysiert
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Abb. 16 Herstellung und Bestitigung eines Aproll Knockout-Stamms. (A) Schematische Darstellung
des proll-Lokus im wt und im Aproll-Stamm nach der homologen Integration der Aph-Kassette
(schwarzer Pfeil). Der prol1-ORF ist als weiller Pfeil und die fiir die homologe Integration der /ph-
Kassette verwendeten 5°- und 3’-flankierenden proll-Sequenzbereiche als schwarz umrandete Boxen
gekennzeichnet. Angrenzende Sequenzbereiche sind durch gestrichelte Linien dargestellt. Die
Bezeichnung und Position der verwendeten Primer (kleine schwarze Pfeile) und die GroBen in bp der
resultierenden Amplifikate in der PCR-Analyse sind angegeben. (B) Verifikation des Aprol1-Stamms
durch PCR und Gelelektrophorese der PCR-Fragmente. Angabe der Marker-GroBlen (m) in kb.
Primerkombination prol1-21/proll-kor ergibt ein 4369 bp (wt) und ein 3051 bp (Aproll) proll
Amplifikat. Primer Paare proll-21/trpCl und hph3/proll-kor generieren fiir Aproll Fragmente
bestehend aus den 5°- (887 bp) und 3’- (935 bp) flankierenden Sequenzbereichen und einem Teil der
integrierten iph-Kassette und ergeben keine Fragmente fiir den wt. Der prol I-spezifisch bindende Primer
prol1-28r ergibt mit prol1-21 ein 3114 bp Amplifikat fiir den wt und kein Amplifikat fiir Aprol1.
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2.4 Morphologische Charakterisierung des S. macrospora Aproll Stamms

Fir den phéanotypischen Vergleich des Aproll Knockout-Stamms und der proll-Mutante
wurden die beiden Stimme fiir zehn Tage auf SWG-Festmedium kultiviert. Der wt wurde zur
Kontrolle ebenfalls unter den gleichen Kulturbedingungen angezogen (Abb. 17A). Die
Ubersichtsaufnahme zeigt, dass im Vergleich zu dem wt und zu der prol 1-Mutante der Aprol1-
Stamm im vegetativen Wachstum eingeschrinkt ist. Im Gegensatz zu der prol1-Mutante weist
Aprol1 auBerdem keine verstirkte Bildung von Luftmyzel auf.

Das eingeschrinkte vegetative Wachstum von Aproll wurde in Rennrohrtests und durch die
Bestimmung des Trockengewichts bestétigt. Das tigliche Wachstum von Aproll betrug mit
8 (£ 3) mm/d nur die Hélfte der durchschnittlichen Wuchsrate der prol 1-Mutante (16 + 4 mm/d).
Im Vergleich zu dem wt-Stamm (27 + 6 mm/d) war die Wuchsrate von Aproll um 70 % und
von der prol1-Mutante um 41 % reduziert. Die Bestimmung des Trockengewichts ergab, dass
sowohl die proll-Mutante mit 1,2 (+ 0,3) mg Myzel/ml SWG als auch der Aproll-Stamm
(1 £0,2 mg/ml) 78-82 % weniger Biomasse produzierten als der wt (5,5 + 0,5 mg/ml).

In der Ausbildung der sexuellen Strukturen wihrend der Entwicklung lieBen sich deutliche
Unterschiede zwischen dem Aproll Knockout-Stamm und der prol1-Mutante feststellen (Abb.
17B). Waihrend die proll-Mutante noch die Féhigkeit zur Ausbildung pigmentierter
Protoperithezien besal3, war der Aprol1-Stamm in der sehr frithen entwicklungsphysiologischen
Phase der Ascogonenbildung blockiert. Es wurden zwar Ascogone ausgebildet, diese befanden
sich jedoch am Beginn der Entwicklung, welche durch die sich einrollende Hyphe charakterisiert
ist. Dariiber hinaus konnte die Bildung von nur sehr wenigen Ascogonen an dem Myzel des
Aprol1-Stamms beobachtet werden.

Um dieses Ergebnis zu bekréftigen wurden die vom wt, der prol1-Mutante und des Aproll-
Stamms produzierten Ascogone pro cm” Kulturmedium ausgezahlt (I Material und Methoden,
2.19). Aus Abbildung 17C geht hervor, dass die von der prol 1-Mutante produzierte Ascogonen-
Anzahl (83 + 12 Ascogone/cm2 SWG) im Vergleich zu dem wt-Stamm (151 + 19
Ascogone/cm?) um 40 % reduziert war. Im Gegensatz dazu war die Bildung von Ascogonen im
Aprol1-Stamm mit 2 (+ 0,8) Ascogonen/cm’> SWG) drastisch eingeschrinkt. Dies enstpricht im

Vergleich zu dem wt-Stamm einer Reduktion der Ascogonen-Anzahl um 99 %.
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Abb. 17 Makroskopische und mikroskopische Analyse des S. macrospora Aproll Phénotyps. (A)
Ubersichtsaufnahme der Phinotypen von wt, der proll-Mutante und dem Aproll-Stamm nach
Kultivierung auf SWG. (B) Mikroskopische Aufnahmen der gebildeten sexuellen Strukturen von wt,
proll und Aproll. Abk.: pig.-pigmentiert. (C) Die von den Stimmen gebildeten Ascogone wurden nach
finf Tagen Inkubation auf mit SWG-Festmedium beschichteten Objekttrigern pro cm” unter dem
Mikroskop ausgezéhlt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.
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2.5 PROI11-Komplementationsstudie

Da der Aproll Knockout-Stamm einen Defekt in einer viel fritheren Phase der sexuellen
Entwicklung zeigte als die proll-Mutante, sollte die Auswirkung der Expression
unterschiedlicher ~ PRO11-Teilstiicke  auf die sexuelle Entwicklung in  einer
Komplementationsanalyse getestet werden. Hierzu wurden die Plasmide p11FL, pl1mut, pl1IN1,
plIN2, pI1N3 und p11N4 konstruiert (/I Material und Methoden, 2.18.2) (Abb. 18A). Nach der
Transformation der Plasmide in den Aproll-Stamm wurde die korrekte Expression der
verschiedenen proll-Versionen in den erhaltenen Stimmen Aproll PRO11FL®,
Aproll PRO11mut®, Aproll PROIINI®", Aproll PROIIN2°, Aproll PROIIN3*" und
Aprol1 PRO11N4° mittels qualitativer RT-PCR nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
AnschlieBend wurde mikroskopisch untersucht, welche sexuellen Strukturen die Transformanten
ausbilden konnten (Abb. 18B).

Das Voll-Langen PRO11 (pl1FL) komplementierte den sterilen Phidnotyp vollstindig, es
konnten wieder Perithezien und reife Ascosporen gebildet werden. Interessanterweise fiihrte die
Transformation der Plasmide p11mut, pl IN1-p11N4, welche fiir schrittweise verkiirzte PRO11-
Proteine kodierten, zu einer sukzessiven Einschrinkung der sexuellen Strukturen, die noch

t
! welche

ausgebildet werden konnten. So konnten von der Transformante Aproll PROI1mut
analog zu der proll Mutante eine 567 AS PROI1I1-Version exprimierte und von der
Transformante Aprol1 PRO1IN1°, in welcher der 414 AS PRO11 N-Terminus gebildet wurde,
noch pigmentierte Protoperithezien generiert werden. Die Transformanten Aprol1 PROT1N2°,
Aproll PROTIN3* und Aproll PRO1IN4*" welche eine 281 AS, 180 AS und 120 AS
PRO11-Version beinhalteten, produzierten im Gegensatz dazu nur noch Ascogone. Diese waren

jedoch im Vergleich zu den von Aproll gebildeten Ascogonen weiter entwickelt und vielzdhlig

vorhanden.
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A cvcccm
ptif.  [natf{s.m5UR| | [[E==123 4 5867 845as
ptimut  [nat|{s.m. 5 UTR] | [[E==1 2 |sesas

ptiNt  [natf—{s.m. 5 uTR] | [[=] a14ns
ptiNz  [natf—s.m 5 UTR| | [[==]2s1as
p11N3 [nat|{s.m. 5 UTR] | [[E=]1s0as
p11Ns  [nat]{s. m. 5 UTR] | T[] 120as

Apro11_
PRO11FLe¢t

Apro11_
PRO11mutect

keine Perithezien
keine Ascosporen

Apro11_
PRO11N1¢é¢t

Apro11_
PRO11N2¢¢t

keine Protoperithezien
keine Perithezien
keine Ascosporen

Apro11_
PRO11N3¢c¢t

Apro11_
PRO11N4¢8c¢t

Abb. 18 PROI11-Komplementationsanalyse. (A) Schematische Abbildung der transformierten
Plasmide. Das Voll-Léngen proll und die Teilstiicke stehen unter der Kontrolle des putativen proll-
Promotors (S. m. 5° UTR). Alle Plasmide tragen die nat-Kassette (nat) fiir die Selektion von
Transformanten. Das ,,PxxP“-Motiv ist als schwarze Box, die Serin-Reste als Stern gekennzeichnet. Zur
Erkldrung der markierten PRO11-Domédnen siehe Abb. 14. (B) Mikroskopische Untersuchung der
Ausbildung sexueller Strukturen der S. macrospora Stimme Aprol1 PRO11FL*, Aprol1_PRO11mut*,
Aproll PROTINI®, Aproll PROIIN2*", Aproll PRO1IN3*" und Aproll PROI1IN4*" nach der
Inkubation auf SWG.
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Ein moglicher Einfluss von Stress-induzierenden Agenzien wurde mittels Kultivierung des
proll- und Aproll-Stamms auf SWG-Festmedium mit Zusatz verschiedener Konzentrationen
H,0,, SDS, NaCl, KCI oder Sorbitol getestet. Aus Abbildung 19 geht hervor, dass sowohl die
prol1-Mutante als auch der Aproll Knockout-Stamm eine erhdhte Sensitivitit gegeniiber der
Induzierung von osmotischem Stress aufwiesen. Auf SWG-Medium, welchem 0,1 M NaCl oder
0,1 M KCI zugesetzt worden war, zeigten beide Stimme ein deutlich eingeschrinktes Wachstum

im Vergleich zu der Kultivierung auf SWG-Medium.

SWG 0,1 M NaCl 0,1 MKCl 0,01 % H,0,

pro11

Apro11

Abb. 19 Kaultivierung der Stimme proll und Aproll auf Stress-induzierendem Medium.
Ubersichtsaufnahmen der proll-Mutante und des Aproll-Stamms nach der Inkubation auf SWG-
Medium ohne und mit Stress-induzierenden Zusédtzen (SWG, SWG + NaCl, SWG + KCI oder SWG +
H,0,).

Eine Induzierung von oxidativem Stress l9ste bei der prol1-Mutante und dem Aprol1-Stamm
ein unterschiedliches Wachstumsverhalten aus. Wahrend die Kultivierung der prol1-Mutante auf
SWG mit 0,01 % H,O; zu einer leichten Reduzierung des Wachstums fiihrte, war bei dem
Aprol1-Stamm eine leichte Verbesserung des Wachstums zu beobachten. Zur Kontrolle wurde
der wt ebenfalls auf den genannten Medien angezogen. Der wt-Stamm zeigte auf den Stress-
induzierenden Medien kein verdndertes Wachstum im Vergleich zu der Kultivierung auf SWG
(Daten nicht gezeigt).

Es wurde auBerdem der Einfluss einer prol-Uberexpression auf Aprol1 und den wt untersucht.

1 ect

Die mit dem Plasmid plloex transformierten Stimme Aproll gpd-PRO1 und wt_gpd-
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PRO11°® zeigten jedoch keinen Unterschied beziiglich des vegetativen Wachstums oder der
Anzahl und Form der gebildeten Perithezien und Ascosporen im Vergleich zum wt-Stamm
(Daten nicht gezeigt). Das Uberexpressionsplasmid komplementierte den sterilen Phénotyp des

Aprol1-Stamms, wodurch die Funktionalitdt des Plasmids bestétigt wurde.

2.6 Expression von Smmob3 in Aproll und proll in ASmmob3

Es wurde mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht, ob sich die Expression des Smmob3-
Gens in dem Knockout-Stamm Aprol1 und die des prol/-Gens in ASmmob3 von der Expression
im wt-Stamm unterschied. Dazu wurden die Transkript-Level von Smmob3 und proll im wt und
in den Knockout-Stimmen unter sexuellen Wachstumsbedingungen verglichen. Wie Abbildung
20 zeigt ist das Smmob3 Transkript in dem Aproll-Stamm im Vergleich zum wt 5-fach
hochreguliert. Im Gegensatz dazu unterscheidet sich die Expression von prol/l in ASmmob3

nicht signifikant von der Expression im wt.

10 - *
o
>
o
~
e
S Smmob3
=)
o
ke
T
11
’ pro

Apro11 ASmmob3

Abb. 20 Smmob3- und proll-Expressionsanalyse in Aproll und ASmmob3. Die Transkript-Level der
Gene Smmob3 und proll in Aproll und ASmmob3 wurden mit denen im wt unter sexuellen
Wachstumsbedingungen (loglO ratio ko vs wt) nach 5 d der Entwicklung verglichen. Die gezeigten
Expressionsraten sind Mittelwerte aus mind. zwei biologisch unabhidngigen Proben, welche jeweils
dreifach gemessen wurden. Der Stern kennzeichnet die mit der Anwendung REST ermittelte Signifikanz
(P =0,004) der erhaltenen Werte (Pfaffl et al. 2002).
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3  Identifizierung und Charakterisierung weiterer Interaktionspartner von

SmMOB3 und PRO11

3.1 Hefe Two-Hybrid ,,Screen” mit einer S. macrospora und N. crassa cDNA-Bank

Neben den Interaktionsstudien mit den Proteinen SmMOB3 und PROI11 wurde eine
S. macrospora und eine N. crassa cDNA-Bank nach weiteren Interaktionspartnern von
SmMOB3 und PRO11 durchsucht (/I Material und Methoden, 2.23.2). Als Koder wurden die in
der Interaktionsstudie eingesetzten Plasmide pBMob3-aal-144, pB11-aal-110 und pB11-aa282-
845 verwendet, welche flir die AS 1-144 des SmMOB3-Proteins (SmMOB3N), AS 1-110 des
PROI11-Proteins (PRO1IN) und AS 282-845 des PROI11-Proteins (PRO11C) kodieren (/V
Ergebnisse, 1.3). Aus dem S. macrospora cDNA-Bank ,,Screen® ergaben sich fiir SmMOB3N
zwoOlf, fiir PRO1IN fiinf und fir PROI11C keine Interaktionen mit den von den
Genbankplasmiden kodierten Proteinen. Der artiibergreifende ,,Screen* mit der N. crassa cDNA-
Bank resultierte in 19 Interaktionen fiir SmMMOB3N, 55 fiir PRO11IN und 34 fiir PRO11C. Die
Genbankplasmide wurden aus den Hefekolonien aufgearbeitet und sequenziert. Die
Sequenzdaten wurden anschlieBend einem ,BLAST*“-Vergleich mit den Datenbanken des
»NCBI“ oder der ,,Saccharomyces Genome Database* unterzogen, um Informationen iiber die
Funktionalitét der identifizierten Interaktionspartner zu erhalten.

Tabelle 4 zeigt die Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten putativer Interaktionspartner von
SmMOB3N, PROI11N und PRO11C aus dem ,,Screen* der S. macrospora und N. crassa cDNA
Bank.

Tab. 4: Ubersicht identifizierter Interaktionspartner in den Hefe Two-Hybrid ,,Screens®

Koderprotein: SmMOB3

Screen S. macrospora cDNA Bank

Anz. N.ec A E-Wert Funktion V. c. ; S. c.

2x NCU02003  TEF2 1e*™  Elongationsfaktor 1o, Translation
(Ichi-ishi und Inoue 1995, Schirmaier und Philippsen 1984)

Ix NCU00493  RET? 5,2¢7° Coatomare (COPI) UE §; Golgi-Vesikel Hiille-Protein, retrograder Transport
von Golgi zu ER (Kasuga und Glass 2008, Cosson et al. 1996)

Ix NCUO01548  PBI2 2,1’ unbekannt; Inhibitor der vakuoldren Proteinase B (Prb1p), mit Thioredoxin
beteiligt an SNARE-Bindung und vakuolérer Fusion (Slusarewicz et al. 1997)

1x NCU04528  FETS 3¢ Multi-Kupfer Oxidase, Oxidation phenolischer Verbindungen; integrales

Membranprotein, Eisentransport (Germann et al. 1988, Spizzo et al. 1997)

Ix NCU05259  OLEI 8,6e?!  Fettsiure-Desaturase, Synthese einfach ungesittigter Fettsiuren
(Xie et al. 2004, Stukey et al. 1989)

1x NCU05319  MDM35 0,79 unbekannt; mitochondriales Intermembranraum Protein, Form und
Verteilung von Mitochondrien (Gabriel et al. 2007)

1x NCU05804  RPLIYB 1,5 608S rib. Protein L19, Translation (Tian et al. 2009, Planta und Mager 1998)
1x NCU08374 YFROI16C 1,1e unbekannt; interagiert mit Proteinen derAktin-Organisation (Sheu et al. 1998)
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Koderprotein: SmMOB3

Screen S. macrospora cDNA Bank

Anz.

1x

1x

1x

N. c
NCU09290

NCUI11263

NCU03150

S. c
PRE3

MAG2

RPL244

Screen N. crassa cDNA Bank

Anz.

9x
2x

1x

1x

1x

1x

1x

1x

1x

1x

N. c
NCU09375
NCU00200

NCU00995

NCU02733

NCU03194

NCU05498

NCU06226
NCU06727

NCU07826
NCU08091

S. c
YJLO20W-A
TRP3

THI6

TVP23

ADE?2

BUDY

RPL25
SPE3

RPSI194
0GGI

E-Wert

3,1¢%8
8,1

6,1e™

E-Wert
0,88

0,56

6,5¢7°
3,2¢7114

6,9¢™*
0,14

Funktion V. c. ; S. c.

B1 UE des 20S-Proteasoms, Peptidspaltung nach sauren AS-Resten
(Jager et al. 1999)

unbekannt; dhnlich zu humanem RING-Finger Protein RNF10
(Samanta und Liang 2003)

60S rib. Protein L24; 60S rib. Protein L30, Translation
(Mannhaupt et al. 2003, Baronas-Lowell und Warner 1990)

Funktion V. c. ; S. c.
unbekannt

Anthranilat Synthase, Tryptophan Biosynthese
(Chalmers und Seale 1971, Paluh und Zalkin 1983)

unbekannt; Thiamin-Phosphat Pyrophosphorylase, Thiamin-Biosynthese
(Nosaka et al. 1994)

unbekannt; Golgi-Membranprotein, retrograder Transport von Endosom zu
Golgi (Stein et al. 2009)

Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase, Nukleotidsynthese
(Newcombe und Griffiths 1973, Stotz et al. 1993)

unbekannt; Beteiligung bei Determination der Hefe Knospungs-Stellen
(Ni und Snyder 2001)

60S rib. Protein L25, Translation (Tian et al. 2009, Kooi et al. 1994)

Spermidin Synthase, Spermidin Biosynthese
(Katagiri et al. 1998, Hamasaki-Katagiri et al. 1997)

408 rib. Protein S19, Translation (Tian et al. 2009, Planta und Mager 1998)

unbekannt; mitochondriale Glycosylase/Lyase, Reparatur oxidativ
geschidigter DNA (Nash et al. 1996)

Koderprotein: PRO11N

Screen S. macrospora cDNA Bank

Anz.

2x

1x

1x

1x

N c
NCUI10058

NCU00635

NCU03905

NCU06550

A
PGM2

EGD?2

YAPI

SNZ3

Screen N. crassa cDNA Bank

Anz.

37x
3x

2x

2x

N. c
NCU09375
NCU00995

NCU06727

NCU07947

S. c
YJLO20W-A
THI6

SPE3

FTHI

E-Wert
2,3¢1%

1,4¢%

1,4¢71

2,5¢%

E-Wert
0,88
0,99

3,2¢7114

0,98

Funktion V. c. 5 S. c.

Phosphoglucomutase; Ca**-Homdostase
(Borkovich et al. 2004, Aiello et al. 2004)

o UE des heterotrimeren “nascent polypeptide-associated complex” (NAC),
Protein-Sortierung und-Translokation zu den Mitochondrien
(George et al. 1998)

unbekannt; bZIP-Transkriptionsfaktor, oxidative Stress-Toleranz, Transition
von Cytoplasma in den Nukleus (Kuge et al. 1997)

Pyridoxin; Induziert u.a. bei Abwesenheit von Thiamin
(Bean et al. 2001, Padilla et al. 1998)

Funktion M. c. ; 8. c.
unbekannt

unbekannt; Thiamin-Phosphat Pyrophosphorylase, Thiamin-Biosynthese
(Tian et al. 2009, Nosaka et al. 1994)

Spermidin Synthase, Spermidin Biosynthese
(Katagiri et al. 1998, Hamasaki-Katagiri et al. 1997)

Glycolipid-Transferprotein; vakuolérer Eisentransporter, interagiert mit
Fet5p, indirekte Funktion in Endocytose
(Videira et al. 2009, Urbanowski und Piper 1999)
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Koderprotein: PRO11N
Screen N. crassa cDNA Bank

Anz.

1x

1x

1x

1x

1x
1x
1x

1x

1x

1x

1x

N c
NCUO01353
NCU02410

NCU02499

NCU03194

NCU04552
NCU05252
NCU05274
NCU07112

NCU07826
NCU09109

NCU09498

A
TIR4
ECM22

ZIM17

ADE?2

RPS26B
LIAI
HYP?
COX9

RPSI194
RPL334

YDRI83C-
A

E-Wert
0,91

1,7e"9
9,5¢712!

4,4¢3°
53¢
3,4e
0,96

6,9¢™*
9,7¢7%

0,89

Funktion V. c. 5 S. c.
Glucanase; Zellwand-Mannoprotein (Maddi et al. 2009, Abramova et al. 2001)

unbekannt; Transkriptionsfaktor von Sterol-Biosynthese Genen
(Marie et al. 2008)

unbekannt; Hitzeschock-Protein mit Zink-Finger Motiv, essentiell fiir
Proteinimport in Mitochondrien (Burri et al. 2004)

Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase, Nukleotidsynthese
(Newcombe und Griffiths 1973, Stotz et al. 1993)

408 rib. Protein S26E (Wang et al. 1993, Planta und Mager 1998)
Deoxyhypusin Hydroxylase; “HEAT-repeat”-Motiv (Park et al. 2006)
Translationsinitiationsfaktor SA (Tao und Chen 1994, Zanelli et al. 2006)

unbekannt; UE VIla der Cytochrom-C Oxidase, mitochondrialer
Elektronentransport (Wright et al. 1986)

408 rib. Protein S19, Translation (Tian et al. 2009, Planta und Mager 1998)

60S rib. Protein L33; 60S rib. Protein L37
(Tian et al. 2009, Planta und Mager 1998)

unbekannt

Koéderprotein: PRO11C
Screen S. macrospora cDNA Bank

Screen N. crassa cDNA Bank

Anz.

22x
3x

2x

1x

1x

1x

1x

1x

1x

1x

N. c
NCU09375
NCU03194

NCU02733

NCU00200

NCU00716

NCU02621

NCU06727

NCU07826
NCU08693

NCU09498

S. c
YJLO20W-A
ADE?

TVP23

TRP3

CDCI23

SFPI

SPE3

RPSI194

PMRI

YDRI83C-
A

0,23

6,8¢”!
3,2¢7114
6,9¢™*

3 86-237

0,89

Es konnten keine Interaktionspartner identifiziert werden

Funktion M. c. ; 8. c.
unbekannt

Phosphoribosylaminoimidazol Carboxylase, Nukleotidsynthese
(Newcombe und Griffiths 1973, Stotz et al. 1993)

unbekannt; Golgi-Membranprotein, retrograder Transport von Endosom zu
Golgi (Stein et al. 2009)

Anthranilat Synthase, Tryptophan Biosynthese
(Chalmers und Seale 1971, Paluh und Zalkin 1983)

Nicht-geankertes Zellwandprotein 5; Zellzyklus-Kontrolle durch Regulation
des Translationsinitiationsfaktors elF2
(Maddi et al. 2009, Bieganowski et al. 2004)

unbekannt; Transkriptionsfaktor, Nahrstoff- und Stress-abhidngige
Regulation der Expression von Ribosom Biogenese Genen (Marion et al. 2004)

Spermidin Synthase, Spermidin Biosynthese
(Katagiri et al. 1998, Hamasaki-Katagiri et al. 1997)

408 rib. Protein S19, Translation (Tian et al. 2009, Planta und Mager 1998)

Hitzeschock-Protein 70-5; ATPase fiir Ca®" und Mn*" Transport in Golgi,
Ca*'-abhingige Protein-Sortierung und —Prozessierung
(Seiler und Plamann 2003, Durr et al. 1998)

unbekannt

Anz.: Anzahl; Haufigkeit des gefundenen Interaktionspartners

N. c.: Angabe der Gene aus N. crassa mit der hdchsten Homologie zu den identifizierten Interaktionspartnern
S. ¢.: Angabe der homologen Gene aus S. cerevisiae.

E-Wert: Angabe des Homologie-Wertes zwischen den kodierten N. crassa und S. cerevisiae Proteinsequenzen

grau: E-Werte iiber dem Wert null

N. ¢; S. c.: Funktionen kodierter Proteine aus N. crassa und S. cerevisiae; die entprechende Literatur ist angegeben
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Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, ergab der S. macrospora und N. crassa ,Screen” keine
ibereinstimmenden Interaktionspartner. Fiir SmMOB3N wurden in beiden ,,Screens® insgesamt
21, fiir PRO11IN 19 und fiir PRO11C zehn unterschiedliche Interaktionspartner identifiziert. In
dem S. macrospora cDNA-Bank ,Screen® wurde der Elongationsfaktor la und die
Phosphoglucomutase jeweils 2x als Interaktionspartner von SmMOB3 bzw. PRO11N gefunden,
alle anderen Proteine interagierten nur jeweils Ix mit SmMOB3 oder PROIIN.
Interessanterweise wurde in dem N. crassa cDNA-Bank ,,Screen® das von NCU09375 kodierte
Protein mit unbekannter Funktion insgesamt 68x als Interaktionspartner von SmMOB3,
PRO1IN und PROI11C identifiziert. Auch andere Proteine wurden héufiger als
Interaktionspartner gefunden, wie z. B. NCU06727 (SmMOB3, PRO11N, PRO11C), NCU00200
(SmMOB3, PRO11C), NCU00995 (SmMOB3, PRO11IN), NCU02733 (SmMOB3. PRO11C)
oder NCU(09498 (PROI11N, PRO11C), jedoch mit 2-4x ldngst nicht so hdufig wie NCU09375.
Da das von NCU09375 kodierte Protein sowohl mit SmMOB3 als auch mit PRO1IN und
PROI11C interagierte und von allen identifizierten Interaktionspartnern am hiufigsten gefunden
wurde, wurde das homologe Protein Sm9375 aus S. macrospora in weiteren Studien funktionell

ndher charakterisiert.
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3.2  Charakterisierung des Gens Sm9375 aus S. macrospora

Der 980 bp Sm9375 ORF, sowie 1123 bp der zugehorigen 5-UTR und 1404 bp der 3'-UTR
wurden wie unter /I Material und Methoden, 2.15 beschrieben in PCR Reaktionen unter
Verwendung von abgeleiteten Primern aus dem N. crassa NCU09375 und S. macrospora wt

gDNA als Matrize amplifiziert und anschlieBend sequenziert (Abb 21).

5°UTR (-1123 bis -1)
AGGTACAAGTAGTCGGCGTGCCATCGAGCCCCACGAAGAACAACAAGCATGATAAATTCATATGAGAATACCGGCGGTGGGGTTCCAGCTGAAAAAAAGAAAC
AAGGATCATGGGCAAGGGGATCTTGGACTCTTGTGGTCTCTGCTGCGAACCTTTCGAACGAAACCCTTTTGCTCATTAGTATGGGCGACAGGCAGCCTGGCAG
GATATGGAGCGTATGGATCGTAAGGATCGTATGTATTTTACATACCCGCGGGGCGACCCCGTACTGTGTGTGTGGTGGTTGCTGTGGCAGCGGTGTTGAGTGC
TTCACTGATTCGGCCAACAAATGACATCACTGAATGTTACACAAGTGGTGGAGATATAGGAGCTGTGAAGCTATCGTCTAGTTCAACCATTCCAGGTACCCTT
ACACGAACCAGACAAATGCCTTTTTGAAGGCTTTTGTTACTACATTTCAACACCCGATCGGCTTTCAAGGACTGACAACGTACACTGAAAATTATGCTCACAC
CTTTCAATTACTCACTTCACGCGATCCTTGCTGGCTCCATTCAATGCAGAGAACATTCAGCTCTGTTAGCTTACACACAAATATAGCCTGTATTAAAGACACA
TCATTGGTCAGTACGGGCETTTCTCAGAAGCTCTTGTCCTACAAGTTTTCAGTGACAGTACGGGAATACCGACCGGTCTCGCGGGCACCAACAAGCGCTTGCT
CGTAGCTGAGAAGATGTGCCAGCGCAACCAGCACCCAGTCAGCCCGCCCGCGATGGTGGGCTCGCCAAGTCCTATCACGCCGTACCAACCACGATTTCCAGCC
TCCCGGGTTCTAAAATGCGCAGGGTTGCATCTCAGCTTTGCATATAGGCTTCCCACCTGGATGCTCTGGAACTCGTTCGCACTCCTCCTCAGAACTTTCATCT
GTGGCTGATCTGAGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGACCGACTTCATCCGGAAAGCCTCATAAAAAAAAAGATCGGACGACGGGGGCTGGTACCAGACTCATCC
CAGGCTCAGCTCTTATCAAACCATTTCTAACCGCATTCTTCTTACCGACTTTTACAGTTTGGTTCACCTTCCAAGCAATACAGATTTGCCGTC

ORF

1 ATGGATAATCAGCAGTCGCATTCCCGTTTTGAGACATGGCAAGCCTTTGTGCTTTCCTTCCTGGTCTTGTCC
1 M DN QQ S HS R FETWOQA ATFU VUL ST FTILUVTIL S
73 GTCCACGCTCAACAACCGTTCCTGCCCGTTGAAACAGTGAGGGCAATTAGCATCAACGACGGCAGCAGCAAC
25 Vv H A Q Q P F L PV ETV VI RIA ATISTINUDTGS S S N
145 GTACTCGAAAAGCGGCAGGGATGCATCTCCAACTTCTTCAGCTGCTCAGGAGTGGGAGCTGCCTTCAGCGAC
49 V L E K R Q G CI SNV FTFSCS GV GAA ATF S D
217 GTATGTTGCCAGTACGGCTACACCTGCGCCCTTGATCAGAGCAACCAGCCGGCCTGCTGTCCTGTAAAGTAT
73 V CC Q YG Y T CALUDUG QS SNA QZ®PATCTCUPV

289 GTAAACAACAATATTATAGTCATACCGAACTCACTTCAAGGTTGAGTGATGAACACCTCATGTCGAAGTCCT
361 CACTAACACCTCCCGCCCAGTGCCGTCTGCACCGGCACCGCCCCCGCCGGCTTCGCCGCCCCAAGCCCGACT

95 N AV C T G T AP AGUF A A P S P T
433 GCACCTGTCTCCTTCGTCGTCAACCCCTACTTTTCCTTCCCCTACGTCGCCACGTACTTCCCGGACGCCGAG
113 A PV S F V V NP Y F S F P Y V A T Y F P D A E
505 CAGTGCTCTTCGGCCGTCAGCCAATGCAGCGCCAACTACGTTGCCTGCAGCGACAAGCTGGACGGTCTGGGC
137 Q C s s AV s Q C S A NY V A C S DI KULUDGTUL G
577 GGTCAGTACGGCGTCACGATTGTGGTACCCGGCGGCGAGGGAACGACCGTGGGTGCTAATGTCGGGACTACG
161 G Q Yy G vT I V}VP GG EGTTV G ANV G T T

649 GTCGGGCCTGAGAGTGCTTCTAGGATTTGTAAGTCTCACCTGGCTCTCACCTCCCCTGCTGGTCTTCGGACA
185 vV G P E S A S R I

721 AAAAAACTTTTAATTCATTTTCTTCGTGATCTGGAGCCGGACGTGTCGCTGACTGTTTCTTTTTTTTCAACG
793 TCAAAGGCAGCAGCTTGTCAAGCGTAGCTTGCCACGGTCTAGAGAACAACATGTGCTCAATGACGGCCACA

194 c s s L s s v A CHGULUENDNMMCSMTA AT
864 GCCGCCGCGGCTTCTACTTTGGCACGGGTGCGCCTAACCGCGCGTCCTCGAAGAGAGGCTATTACCGGTCTT
216 A A S G F Y F GT G A PNURA S S KRG F T G L
936 CTGGTTGCTGCTGTTGTGGTAGCGACGGTGTCAGGTCTTCTCTGA
240 L vaAa AV VV ATV S G L L -

3'UTR (981 bis 2384)
TTCTGCACTCTCGGGAAGGCGCTTCCCCCTATCGGTATTGAGATGATCGGTGATGGACACTTGAGAGGGAAAGTAACGAACGAATGGAGTGATGATGAGGAAG
TGCGAAAGAGGTGCCTTCAACGAGGCCAGTACCTTTCTTTTCTCATTTTGTGGGTTACGATATCAACGAAGTCATGAATAAATCCAAGGAGTCATGAGATCAG
ATACTTTACTACCTTCATCTGTACGTATGCAATCATGATTAGCAAGATTTCAAAGTTTGTACAAAAAACGATCACAAAATGCGAAGGTGATGGAGACGTTAAG
TGAATGCCAAGTCAAAGCGCAAGTTCACGTAAAGATGAAGAGTGAGTGACCAAAACTGGATGGGCGAAAAGACATATATATATCGCAAGGCACAAAATCAAAG
CCAGCAAGGAAAAGAGGGACATTATGAAATCTCCAAAACATAGCAGATTTTTGTAGCCGCTTGTGTACGCCATCGCTAAAACTCTCAGAACCCCAAGTAAGCT
ATATAACCGTTTTCCGATATCCATCTAGACTGACAACGAAAAGGGCAACAAAACCACATACAAAAAAAAAAAAGAGCAAAAGGTAACAAAGGGAACTTGTTAT
ACCCGAGCTAGCTCCCCATTACTTCTTTTCCTTTTCATTTCACATCCCTGAGTACCTGGAGGTGTTTCCCGTTTGACTGCTGCCTCGGGATGTCACGACCATA
GTCCAGCCTCCGCCACGCTTCCTAACAATCAGCTCGTGCCCTGCTCACCTATTTACGTCCCCTATCACGACCCGTACTTCGTCACCCCGATCCGTCTGATCGG
TTAGCGTCCGAACTCGATCTCGCTACCCATTGAGGACTAGAGTCCTTTGCATATGCTTCAGCAGCTGCACCGCCAGATAGCGCTGGCTGGTCCGGTGCTGTTG
TTGTTGTTGTTGTTGCGGGCCCCCGGATTCTAGGACTGGCAGACCCGGCGGTGGTGTGTTACTAATAGGGCCGGAGCCGCTGCGTGTGTGATGGTAAGAATTG
CGCTTGGAACTTCTCCGCGGCGGCGAAAGAAGAGGGGACGGATCGTTGTCGGCCTCATTCGAAGTCCGGTTACCGCGGCGGGTCACTGTCTGAGCCCTACTTG
ACTGGCTAACTGTTGCGAGGCCCGGTTCAGCAGGCAAATTTTCCGAATCGTGGTATGCTTCCGTTTCGTCTCGTGCGTCATCGTTGGTACCCTCTGCTGCCCT
AAGAGGCACCGCTTCTGCTGCTGCACGATCTGCTGTGTCCCGGTCTGCATTGGTCTGTCGCACATTATCCTCTTCGTCGGATTCAATCGGCCCATTACGGATC
ACGCCCATCGCCACTGGTATCCCTTCTGGCGGCGACTCATCCTCATAGTCGACCGCTCCGGTACG

Abb. 21: Nukleotid- und Aminosiuresequenz des Sm9375 Gens aus Sordaria macrospora.

Der Bereich stromaufwirts des gelb markierten ATG-Start-Kodons (5°-UTR) umfasst 1123 bp und der
Bereich stromabwirts des ebenfalls gelb markierten TGA-Stop-Kodons 1404 bp (3'-UTR). Der putative
Transkriptionsstart an Position -487 ist schwarz hinterlegt.
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(weiter zu Abb. 21)

Der ORF weist eine Linge von 980 bp und die abgeleitete Proteinsequenz (Fettdruck) 253 AS auf. Die
beiden Intronsequenzen sind grau hinterlegt. Die putative Signalsequenz und der vorhergesagte
Sequenzbereich, welcher post-translational durch den GPI-Anker ersetzt wird, sind jeweils blau markiert.
Die GPI-Ankerstelle (w-,,site’) ist rot markiert.

Mit dem ,,Promotor Prediction program” wurde ein Transkriptionsstart 487 Nukleotide
stromaufwérts des putativen Sm9375 ATG-Start-Codons vorhergesagt (Reese 2001). Die
Expression des $Sm9375-Gens wurde durch die Amplifikation des gesamten Sm9375 cDNA-
ORFs aus der S. macrospora cDNA-Bank mit den Primern Sm9375-cDNAf2 und Sm9375-
cDNAr nachgewiesen. Ein Vergleich der genomischen und der cDNA-Sequenz bestétigte ein 96
bp Intron von Nukleotid-Position 285 bis 380 und ein 122 bp Intron von Position 677 bis 798
(Daten nicht gezeigt).

Die aus dem Sm9375 cDNA-ORF abgeleitete Sm9375-Proteinsequenz ist 253 AS lang. Das
putative Molekulargewicht betrigt 26 kDa und der vorhergesagte isoelektrische Punkt 5.
Interessanterweise ergab die Untersuchung der Sm9375-Proteinsequenz mit den Programmen
»SignalP*“ und ,,big-PI Predictor die Vorhersage einer putativen Signalsequenz, welche die
Aminosduren 1-27 umfasst und eine GPI-Ankerstelle an AS Position 228 (Bendtsen et al. 2004,
Eisenhaber et al. 1998). Beide Sequenzstrukturen charakterisieren Sm9375 als putatives GPI-

geankertes Protein.

Eine BLAST-Datenbank-Suche ergab, dass nah verwandte Organismen von S. macrospora wie
z. B. N. crassa und C. globosum, sowie entfernter verwandte filamentose Pilze wie Magnaporthe
oryzae und F. graminearum in ihren Genomen ein homologes Sm9375-Protein kodieren. Diese
Proteine weisen wie Sm9375 aus S. macrospora ebenfalls jeweils eine putative Signalsequenz
und eine GPI-Ankerstelle auf (Daten nicht gezeigt). Hemiascomycetische Hefen,
Basidiomyceten und héhere Eukaryoten kodieren dagegen kein homologes Sm9375-Protein.

Das Alignment in Abbildung 22A zeigt die am stirksten konservierten Sequenzbereiche von
Sm9375 aus S. macrospora und den homologen Proteinen aus verwandten Ascomyceten. Wie
der Vergleich in Abb. 22 B zeigt, betrug die AS-Identitét der jeweiligen Sequenzen zueinander
zwischen 37 % und 91 %. Die Signalsequenzen und die Sequenzbereiche, welche post-
translational durch den GPI-Anker ersetzt werden, wurden nicht in das Alignment einbezogen,
da diese untereinander nur eine geringe Sequenzidentitit aufweisen (15-51 % fiir die

Signalsequenz und 13-88 % fiir den GPI-Bereich).
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Abb. 22 Multipler Sequenzvergleich von Sm9375 aus S. macrospora und homologen Proteinen aus
verwandten filamentosen Ascomyceten. (A) Der weille Pfeil zeigt schematisch die S. macrospora
Sm9375-Proteinstruktur. Die putative Signalsequenz (ss) und der durch den GPI-Anker ersetzte
Sequenzbereich (GPI) sind schwarz eingefiarbt. Die vorhergesagte GPI-Ankerstelle (w) ist rot
gekennzeichnet. Das Sequenz-Alignment wurde mit dem Programm ,,ClustalX* berechnet und mit der
Anwendung ,,GeneDoc* dargestellt (Thompson et al. 1997). Die AS, welche als putative GPI-
Ankerstellen dienen, sind rot gekennzeichnet. Schwarz hinterlegte AS sind in allen verglichenen Protein-
Sequenzen konserviert, AS, die in vier Sequenzen konserviert sind, sind grau markiert. Striche
symbolisieren, dass die angegebenen AS anderer Organismen in dieser Sequenz nicht enthalten sind. Die
jeweilige AS-Region, die fiir das Alignment verwendet wurde ist auf der rechten Seite angegeben.
Abkiirzungen und Accession-Nummern: Sm-Sordaria macrospora (CBI52865), Nc-Neurospora crassa
(XP_963746.2), Mo-Magnaporthe oryzae (XP_360261.1), Cg-Chaetomium globosum
(XP_001229251.1), Fg-Fusarium graminearum (FGSG_01368.3). (B) Die in (A) gezeigten Sequenzen
wurden paarweise verglichen und die AS-Identitit in % angegeben.
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3.3 Konstruktion eines S. macrospora Sm9375 Knockout-Stamms und der
Doppelknockout-Stimme ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3

Uber die Funktion des Proteins Sm9375 aus S. macrospora und der dazu homologen Proteine
aus anderen filamentdsen Ascomyceten ist bislang nichts bekannt. Die in silico Untersuchung
charakterisierte Sm9375 als putatives GPI-geankertes Protein. Die Interaktion des von
NCU09375 kodierten Proteins aus N. crassa mit den S. macrospora Proteinen SmMOB3 und
PROI1 lieB eine mdgliche Funktion von Sm9375 bei der sexuellen Differenzierung vermuten.
Um den Einfluss von Sm9375 auf die Fruchtkorperentwicklung zu analysieren wurde daher ein
ASm9375 Knockout-Stamm hergestellt (Abb. 23).

Der Sm9375-ORF wurde bis auf die Nukleotidsequenz von Position 855 bis 980 (AS 231-253)
mittels homologer Rekombination durch die hph-Kassette ersetzt (Abb. 23A). Nach der
Transformation der Sm9375-Deletionskassette in  den Aku70-Stamm konnten zwei
heterokaryotische Hygromycin- und Nourseothricin-resistente Priméartransformanten isoliert und
durch PCR-Analyse verifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Der Aku70-Hintergrund in der
Primirtransformante wurde, wie fiir die Herstellung des ASmmob3- und Aprol1-Knockout-
Stamms beschrieben, ausgekreuzt und der resultierende homokaryotische ASm9375-Stamm
durch PCR bestitigt (Abb. 23B). Zur Herstellung der Doppelknockout-Stimme wurde der
ASm9375-Stamm jeweils mit dem Aproll- und dem ASmmob3-Stamm gekreuzt und
Einzelsporen aus den rekombinanten Kreuzungsperithezien isoliert. Die aus den isolierten
Einzelsporen gekeimten Myzelien wurden auf Hygromycin-haltigem Medium kultiviert und
diejenigen Stimme, welche Hygromycin-Resistenz zeigten mittels einer PCR-Analyse auf den
Doppelknockout-Genotyp getestet (Abb. 23C). Hierzu wurden spezifische ASm9375, Aproll
und ASmmob3 DNA-Fragmente mit den in Abbildung 23C angegebenen Primer-Kombinationen
aus der gDNA der Doppelknockout-Stimme amplifiziert.

Im Anschluss wurden die Phénotypen der mittels PCR-Analyse bestitigten ASm9375,
ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3 Stimme morphologisch untersucht.



I Ergebnisse 78

A ko9375_4f - 20500p +~k09375_2r

1252 bp

ko9375_4f — +~Sm9375Nr

ASM9375 ---------- [ 57 N —

hph3 229 PP |\ 19375 ¢

1217 b
ko9375_4f —o—pé—trpC1
3310 bp
ko9375_4f +~ ko9375_2r
B ko9375_4f/ ko9375_4f/ hph3/ ko9375_4f/
m ko9375_2r m trpC1 m ko9375_2r m Sm9375Nr
T 8 T 8 T 8 E 2
3,5— ’
3’0_ ——a 3 1,2— ~ 0,8_ _‘l 1,2_ —
C 11-21/ 11-21/ 11-21/  ko9375_4fl ko9375_4fl ko9375_af/
m 11-kor trpC1 11-28r ko9375_2r trpC1 Sm9375Nr
T & ® 2 ® 2 ¥ £ ¥ 2 % ¢
3,5— mw -— pouy
3,0 | P— -
1,2— # p— | ASmM9375/Apro11
1,0—
0,8— —
pho1-14f/ pho1-14f/ pho1-15f/ ko9375_4f/ ko9375_4f/ ko9375_4f/
m pho1-2r trpC1 pho1-2r ko9375_2r trpC1 Sm9375Nr
T & ® 2 T & ¥ £ ¥ £ ¥ ¢
3,5— > | . ',
3,0 ey G - s
h o ASMO375/ASmmob3
1,0— -

Abb. 23 Konstruktion eines ASm9375 Knockout-Stamms und Herstellung der Doppelknockout-
Stimme ASm9375/Aproll und ASm9375/ASmmob3. (A) Schema des Sm9375-Lokus im wt und im
ASm9375-Stamm nach der homologen Integration der hph-Kassette (schwarzer Pfeil). Es sind der
Sm9375-ORF (weiller Pfeil), die 5'- und 3’-flankierenden Bereiche (schwarz umrandete Boxen) und die
weiter aulen liegenden genomischen Sequenzbereiche (gestrichelte Linien) dargestellt. Die Bezeichnung
und Position der verwendeten Primer (kleine schwarze Pfeile) und die Groflen in bp der resultierenden
Amplifikate in der PCR-Analyse sind angegeben. (B) Verifikation des ASm9375-Stamms durch PCR. Die
GroBen der mit den verwendeten Primern erhaltenen Fragmente sind in (A) angegeben. (C) Verifikation
des ASm9375/Aproll (oben) und ASm9375/ASmmob3 (unten) Doppelknockout-Stamms mittels PCR-
Analyse. Die Positionen der verwendeten Aproll- und ASmmob3-spezifischen Primer und die
resultierenden Fragmentgrofen sind in Abb. 9 und Abb. 16 angegeben.
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3.4 Morphologische Charakterisierung des S. macrospora ASm9375 Stamms und der
ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3 Doppelknockout-Stimme

Der Phinotyp des hergestellten ASm9375-Stamms und der Doppelknockout-Stimme wurde
makroskopisch analysiert (Abb. 24). Der ASm9375-Stamm zeigte beziiglich der sexuellen
Differenzierung eine leichte Beeintrdchtigung. Es wurden zwar Fruchtkorper ausgebildet, die
Anzahl der gebildeten Perithezien im Vergleich zu dem wt-Stamm war jedoch deutlich geringer
(Abb. 24A). Diese Beobachtung wurde durch das Auszédhlen der produzierten Perithezien beider
Stimme pro cm> SWG-Medium verifiziert (Abb. 24B). Der wt produzierte durchschnittlich
330 (+ 109) Perithezien/cm®. Die Anzahl der gebildeten Perithezien war im Vergleich dazu im
ASm9375-Stamm um ca. die Hilfte reduziert (168 + 15 Perithezien/cm?). Die Wuchsrate von
ASm9375 war nicht beeintrichtigt. Der Knockout-Stamm zeigte in der Rennrohr-Analyse mit
32 (+ 3) mm/d eine nahezu identische tdgliche Wuchsrate wie der wt (33 = 5 mm/d). Dagegen
unterschied sich die Produktion der Biomasse des ASm9375-Stamms deutlich von der des wt.
Wihrend der wt ein Trockengewicht von 7 (= 1) mg Myzel/ml SWG aufwies, produzierte der
ASm9375 Stamm 2 (+ 0,4) mg Myzel/ml, was einer Reduktion um 71 % entspricht.

Der ASm9375/Aproll Doppelknockout-Stamm zeigte mit einem deutlich beeintrdchtigten
vegetativen Wachstum einen dhnlichen Phédnotyp wie der Aproll-Stamm. Die Analyse der
tdglichen Wuchsrate (12 £3 mm/d) und der produzierten Biomasse (1 +0,8 mg/ml) des
ASm9375/Aprol1-Stamms bestitigten diese Beobachtung. Diese Ergebnisse entsprachen in etwa
den fiir den Aproll-Stamm ermittelten Daten (8 £3 mm/d und 1 +£0,2 mg/ml). Im Gegensatz zu
Aprol1 bildete der ASm9375/Aprol1 Doppelknockout-Stamm verstdrkt Luftmyzel aus.

Bei dem ASm9375/ASmmob3 Doppelknockout-Stamm konnte die Bildung von Fruchtkorpern
beobachtet werden. Die Anzahl der Fruchtkdrper war jedoch mit 40 (+9) Perithezien/cm® im
Vergleich zum wt und dem ASm9375-Stamm deutlich reduziert (Abb. 24B). Dariiber hinaus
produzierte der Doppelknockout-Stamm ein ausgepréagtes Luftmyzel (Abb. 24A). Die Wuchsrate
von ASm9375/ASmmob3 unterschied sich mit 29 (+5) mm/d nicht deutlich von der Wuchsrate
des ASm9375-Stamms und der Doppelknockout-Stamm zeigte dariiber hinaus mit

3 (£0,7) mg/ml eine dhnliche Biomasse-Produktion wie ASm9375.
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Abb. 24 Makroskopische Analyse der Fruchtkorper- und Ascosporen-Entwicklung der
S. macrospora Stimme wt, ASm9375, ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3. (A) Phénotypische
Ubersichtsaufnahme der Stimme wt, ASm9375, ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3 nach zehn
tagiger Kultivierung auf SWG-Festmedium. (B) Die von den Stdimmen wt, ASm9375 und
ASm9375/ASmmob3 gebildeten Perithezien wurden nach sieben Tagen Inkubation auf SWG-Festmedium
pro cm® ausgezihlt. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken angegeben.
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Bei der mikroskopischen Analyse der gebildeten sexuellen Strukturen wurden keine
Unterschiede zwischen dem wt und den Stdmmen ASm9375 und ASm9375/ASmmob3
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Der ASm9375/Aproll-Stamm zeigte den gleichen
mikroskopischen Phénotyp wie Aprol1 (Daten nicht gezeigt).

Ein moglicher Einfluss von Stress-induzierenden Agenzien wurde mittels Kultivierung des
ASm9375-Stamms und des wt auf SWG-Festmedium mit Zusatz verschiedener Konzentrationen
H,0,, SDS, NaCl, KCI oder Sorbitol getestet. Im Vergleich zum wt konnten bei dem ASm9375
Stamm jedoch keine Abweichungen im Hinblick auf die vegetative oder sexuelle Entwicklung

beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

4  Lokalisierung der Proteine SmMOB3 und PRO11

Um einen erweiterten Einblick in die zelluldre Funktion der S. macrospora Proteine SmMOB3
und PROI1 zu gewinnen, wurden die Proteine wie unter II Material und Methoden, 2.21
beschrieben mit dem rot fluoreszierenden DsRed-Protein aus der Koralle Discosoma sp.
fusioniert und die Lokalisierung der Fusionsproteine in den Hyphen mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 25).

Dariiber hinaus wurden zum Vergleich verschiedene Zellkompartimente bzw. —organellen
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht. So wurde in der Transformante wt gpd-DsRed"”,
welche das DsRed-Protein iiberexprimierte, eine gleichméfige cytoplasmatische Fluoreszenz in
den Hyphen detektiert. Mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI wurden im wt-Stamm spezifisch die
Zellkerne angefarbt.

Zur Visualisierung der Mitochondrien und Peroxisomen wurden die Plasmide pMito-DsRed und
pDsRed-SKL in den S. macrospora wt Stamm transformiert. Das Plasmid pMito-DsRed enthélt
die mitochondriale Zielsequenz des S. macrospora cas2-Gens fusioniert an DsRed. Die
korrespondierende Transformante wt_gpd-Cas:DsRed" zeigte eine Fluoreszenz in tubuldren und
runden Strukturen, welche charakteristische Formen fiir die Mitochondrien in pilzlichen Hyphen
sind (Elleuche und Poggeler 2009). Das Plasmid pDsRed-SKL kodiert fiir eine Fusion bestehend
aus dem DsRed-Protein und dem SKL (Serin/Lysin/Leucin)-Tripeptid, welches ein klassisches
PTS1-Signal (,,Peroxisome Targeting Signal Type 1) fiir den peroxisomalen Matrix-Import
darstellt (Elleuche und Poggeler 2008). Die Peroxisomen erschienen in der Transformante

wt_gpd-DsRed:SKL als hell fluoreszierende Punkte.
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wt_gpd-DsRed®°t DsRed (Cytoplasma)

DAPI (Zellkerne)

Cas:DsRed (Mitochondrien)

SKL:DsRed (Peroxisomen)

wt_gpd-SKL:DsRed®¢t

Lifeact:TagRFP (Aktin)

SmMOB3:DsRed

PRO11:DsRed

‘-

Abb. 25 Lokalisierung der Fusionsproteine SmMOB3-DsRed und PRO11-DsRed mittels
Fluoreszenzmikroskopie. Links.: Aufnahmen von Hyphen unter differentiellem Interferenzkontrast.
Rechts: Aufnahmen derselben Hyphen nach Anregung der DsRed-(Fusions-)Proteine mit Licht der
Wellenldnge 558 nm bzw. des DAPI-Farbstoffs mit Licht der Wellenlinge 365 nm. Der jeweils
angegebene Malfistab betrdgt 5 pm.

Fiir die fluoreszenzmikroskopische Darstellung von F-Aktin wurde der S. macrospora wt-Stamm
mit dem Plasmid pAL4-Lifeact transformiert. Das Plasmid kodiert fiir ein Lifeact-TagRFP-
Fusionsprotein. Lifeact reprisentiert die ersten 17 AS des Abpl40p Proteins, ein nicht
essentielles S. cerevisiae Protein, welches spezifisch Aktin-Filamente bindet (Riedl et al. 2008).

Das monomere rot-orange fluoreszierende TagRFP ist eine modifizierte Variante des
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urspriinglichen RFP-Proteins aus der See-Anemone Entacmaea quadricolor (Merzlyak et al.
2007, Shaner et al. 2008). Die Transformante wt_ccgl-Lifeact: TagRFP*" zeigte Fluoreszenz in
runden und filamentdsen Aktin-Strukturen.

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der SmMOB3- und PRO11-DsRed Proteine in
den Transformanten ASmmob3 gpd-SmMOB3:DsRed* und Aproll PRO11:DsRed™ ergab
eine Lokalisierung der Fusionsproteine in vesikuldren Strukturen. Die Anzahl und GréBe dieser
Vesikel in ASmmob3 gpd-SmMOB3:DsRed* entsprach etwa den runden Aktin-Strukturen,

! beobachtet werden konnten. In der

welche in der Transformante wt ccgl-Lifeact:TagRFP
Aproll PROI11:DsRed* Transformante waren die vesikuliren Strukturen im Gegensatz dazu

nicht so zahlreich vertreten.
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IV DISKUSSION
1 Das S. macrospora Protein PROI11 interagiert mit SmMOB3, einem

konservierten Protein aus der Mob-Familie

1.1 Das PRO11 ,,WD-repeat“-Motiv interagiert mit dem SmMOB3 N-Terminus

Im Rahmen einer Hefe Two-Hybrid Analyse wurde eine Interaktion des N-terminalen Bereichs
von SmMMOB3 (AS 1-144) mit dem ,,WD-repeat* des PRO11-Proteins (AS 282-845) gefunden.
Das SmMOB3-Protein aus S. macrospora kann auf Grund der in silico analysierten strukturellen
Charakteristika eindeutig in die Gruppe der Mob3-Proteine eingeordnet werden (Vitulo et al.
2007). Die Mob-Doméne des SmMOB3-Proteins weist mit 24 % eine dhnliche Homologie zu der
Konsensus-Sequenz wie Mob3-Proteine aus anderen Organismen auf (21-26 %) (I Einfiihrung,
Abb. 2). Die Cystein- und Histidin-Reste, welche die Zink-Bindestelle bilden sind auch in
SmMOB3 konserviert und dariiber hinaus zeigt ein Vergleich der Sekundérstrukturen von Mob1-
Proteinen mit SmMOB3 eine nahezu identische Anordnung der Globulidrstruktur-bildenden

Helices in der konservierten Mob-Doméne (Abb. 26).

SmMOB3 (AS 50-281)

HO
( )
50 RRIHPGTKAADMAAGPPLVPLHQLDSAFQLQEHLAALHWHHTAGNTTP 97
H1 L1 H2 H3
—( ——— G 7
98 ITRETAKILATPPAHIDKTVWLYELCRFLITQCNNLIVGFLFDEPPWES 145
-Fb H4
b L2
146 AATEPEMRASEWQFLCAVHDAPKSCCAIDYCCHTLDWAANTVTNPKYF 193

H5
L2 O
194 PSRFFVDTHDKNLALRHLVNIFRRLHRMFAGAWFQERSVFWAVEGQTG 241

H6

242 LYIFFKTVCDHFKTLQHENFQLPPEAKGLESTTTTSGDDD 281

Abb. 26 Ubersicht der putativen Sekundirstruktur von SmMOB3. Der AS-Sequenzausschnitt
reprasentiert die konservierte Mob-Domidne von SmMOB3. Die mit dem Programm ,PSIPRED*
vorhergesagten Sekundarstrukturelemente sind iiber der AS-Sequenz eingezeichnet (Bryson et al. 2005).
Wie bei Mobl-Proteinen wird die globuldre Kernstruktur vermutlich aus den Helices H2, H4, H5 und H6
gebildet. Die zwei zusétzlichen Helices, wurden in Analogie zu H. sapiens und S. cerevisiae mit HO und
H1 bezeichnet. Die konservierten Cystein- und Histidin-Reste der Zink-Bindestelle sind schwarz unterlegt.
Abkiirzungen: L-,,Loop“, B-Fb-B-Faltblatt.



v Diskussion 85

Dies ldsst vermuten, dass die Mob-Domine der Mob3-Proteine ebenfalls eine globulire
Tertidrstruktur einnimmt. Dariiber hinaus werden fiir das S. macrospora SmMOB3-Protein zwei
weitere a-Helices vorhergesagt.

Auch das S. cerevisiae Moblp-Protein und die Mobl-Proteine aus H. sapiens und X. laevis
besitzen im N-terminalen Bereich weitere Strukturelemente, ndmlich eine a-Helix (HO) und zwei
B-Stringe (S. cerevisiae) und eine a-Helix H1 (H. sapiens und X. laevis) (Mrkobrada et al. 2006,
Stavridi et al. 2003, Ponchon et al. 2004). Die a-Helix HO vermittelt in S. cerevisiae die
Homodimerisierung des Mob1p-Proteins (Mrkobrada et al. 2006).

Fiir SmMOB3 konnte in der Hefe Two-Hybrid Studie keine Homodimerisierung festgestellt
werden. Es ist jedoch vorstellbar, dass die detektierte Interaktion von SmMOB3 und PROI11 iiber
die beiden Helices HO und H1 erfolgt, da das eingesetze Two-Hybrid Konstrukt fiir diesen
Bereich des SmMOB3-Proteins kodiert. Allerdings kodiert das Konstrukt auch noch fiir die
Strukturelemente L1, H2 und H3, so dass ein weiteres SmMOB3-Verkiirzungskonstrukt, welches
z. B. nur den AS-Bereich 1-110 umfasst, notwendig wére, um diese Hypothese zu bestdtigen.

Die Interaktion von SmMOB3 erfolgte mit dem ,,WD-repeat” des PRO11-Proteins. Dieses
Ergebnis ist plausibel, da das ,,WD-repeat® von PRO11 mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Propeller-dhnliche Struktur einnimmt, welche als Plattform fiir vielfiltige gleichzeitige oder
aufeinanderfolgende Protein-Protein-Interaktionen dienen kann (Li und Roberts 2001). Das
PROI11-Protein stellt daher vermutlich ein Geriistprotein dar, welches die Bildung grof3er
Proteinkomplexe vermitteln kann. Die Interaktion der homologen Proteine Mob3 und SG2NA aus
Saugern erfolgt ebenfalls {iber das ,,WD-repeat” von SG2NA. Gaillard et al. (2006) zeigten, dass
eine N-terminal verkiirzte Version von SG2NA ohne das ,,coiled-coil“-Motiv dazu fahig war mit
Mob3 zu interagieren.

Interessanterweise wurde mittels Ko-Immunoprézipitation gezeigt, dass die homologen Proteine
HAM3 und MOB3 in N. crassa miteinander interagieren, woraus hervorgeht, dass die
Komplexbildung von Striatin- und Mob3-Proteinen neben S. macrospora auch in einem weiteren

filamentdsen Ascomycet konserviert ist (Dettmann, pers. Mittlg.).

1.2 Die Homodimerisierung von PRO11 und die besondere Rolle des N-Terminus

Als weiteres Ergebnis brachte die Two-Hybrid Analyse hervor, dass PRO11 ein Homodimer
bildet. Es ist anzunehmen, dass die Homodimerisierung iiber das ,,coiled-coil“-Motiv erfolgt, da
das in der Analyse eingesetzte Konstrukt fiir die ersten 110 AS des PRO11-Proteins kodiert und
die daraus resultierende Protein-Version nur die Caveolin-Bindedomine, das ,,coiled-coil“-Motiv

und die putative Calmodulin-Bindedoméne enthilt. Eine Homo- und Hetero-Oligomerisierung
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iiber das ,,coiled-coil“-Motiv wurde aullerdem bereits fiir alle Proteine der Striatin-Familie aus
Sdugern beschrieben (Gaillard et al. 2006). Eine Funktion des PRO11-Homodimers konnte sein,
dass die Bildung eines ,,Doppel“-Geriistproteins eine noch gréfere und komplexere Formation
von Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken erlaubt.

Dartiber hinaus gibt es mehrere Hinweise, dass das ,,coiled-coil“~-Motiv im N-terminalen Teil von
Striatin-Proteinen weitere wichtige Funktionen tibernimmt. So ist beispielsweise in Sdugern die
Oligomerisierung der Proteine iiber die ,,coiled-coil“-Doméne die entscheidende Voraussetzung
fiir die Lokalisierung in den neuronalen dendritischen Dornen (Gaillard et al. 2006). In dem
pflanzenpathogenen Pilz F. verticillioides vermittelt das ,,coiled-coil*“-Motiv die Virulenz zur
Induzierung der Mais-Stielfdule (Yamamura und Shim 2008).

Neben dem ,,coiled-coil“-Motiv iibernehmen auch die weiteren N-terminalen Doménen von
Striatin-Proteinen wichtige Funktionen.

So dient in Sdugern die Bindung von Caveolin iiber die Caveolin-Bindedoméne vermutlich der
Assoziierung der Striatin-Komplexe an spezialisierte Mikrodomédnen der Plasmamebran
(Caveolae). An den Caveolae werden Signalmolekiile spezifisch zusammengefiihrt und sie bilden
somit den Ursprung verschiedener zelluldrer Prozesse wie z. B. der Endocytose oder der
Signaltransduktion (Brazer et al. 2003, Murata et al. 2007, Pani und Singh 2009, Pike 2006).
Gaillard et al. (2001) zeigten, dass alle Proteine der Striatin-Familie iiber die Caveolin-
Bindedoméne an das Caveolin-1 Protein binden. Ein Sequenzvergleich von Striatin-Proteinen
ergab, dass auch in PRO11 aus S. macrospora eine putative Caveolin-Bindedoméne enthalten ist
({1l Ergebnisse, Abb 14). Die pilzliche Caveolin-Bindedoméne ist vom gleichen Typ wie die der
Sduger-Proteine (OxPxxxxPxx®P) und ist dariiber hinaus mit 64 % Sequenzihnlichkeit stark
konserviert. Dieses Ergebnis ist erstaunlich, da das Genom von S. macrospora fiir kein homologes
Caveolin-1 Protein kodiert (Nowrousian et al. 2010). Um ein Protein zu identifizieren, welches
moglicherweise mit der Caveolin-Bindedoméne von Pilzen interagieren konnte, wurde ein
BLAST-Vergleich der Caveolin-1 Gerilistdomdne mit der N. crassa Datenbank durchgefiihrt.
Interessanterweise zeigten mehrere Proteine (NCU02706, NCU08917, NCU05425, NCU11773)
eine hohe Identitdt (42-58 %) mit der Gerilistdoméne. Die aufgefiihrten Proteine beinhalten ein
Protein unbekannter Funktion, ein integrales Membranprotein von Transportvesikeln (v-SNARE)
und zwei mitochondrial assoziierte Proteine (McNew et al. 1998, Repetto und Tzagoloff 1989,
Krause-Buchholz et al. 2006). Es kann daher in Betracht gezogen werden, dass im pilzlichen
Organismus mehrere Proteine an den Membranen unterschiedlicher zelluldrer Kompartimente

eine Caveolin-dhnliche Funktion iibernehmen. Dafiir spricht auch, dass Einstiilpungen der
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Plasmamebran, welche die charakteristische Caveolae-Struktur bewirken, bislang in Pilzen nicht
beobachtet werden konnten.

Eine weitere N-terminale Domidne des PROI11-Proteins bildet die putative Calmodulin-
Bindedomine. Es wird angenommen, dass Striatin-Proteine durch die Ca*"-abhingige Bindung
von CaM in Signaltransduktionsprozesse involviert sind (Benoist et al. 2006).

Fiir das Sduger-Striatin wurden urspriinglich zwei Calmodulin-Bindedoménen vorhergesagt: Nr. 1
an AS-Positionen 88-105 und Nr. 2 an den Positionen 149-166. Bartoli et al. (1998) wiesen durch
Mutagenese-Experimente nach, das Nr. 2 die funktionell wichtige Doméne fiir die CaM-Bindung
darstellt. Die in PRO11 vorhergesagte Calmodulin-Bindedomine korreliert beziiglich der Position
in der Proteinsequenz mit der nicht funktionellen Doméne Nr. 1 des Sduger-Striatins. Es ist daher
nicht auszuschlieBen, dass der korrespondierende PRO11-Sequenzbereich keine funktionelle
Calmodulin-Bindedoméne reprisentiert. Eine Beteiligung von PROI1-Komplexen in
Ca”*/Calmodulin-abhingigen Signalwegen kénnte dennoch indirekt moglich sein. Einer der in
dem S. macrospora Two-Hybrid ,,Screen® identifizierten Interaktionspartner des PRO11 N-
Terminus ist die Phosphoglucomutase (NCU10058; Pgm2p), welche wiederum mit CaM
interagiert. Die Phosphoglucomutase katalysiert im Hexose-Metabolismus die Konversion von
Glukose-1- zu Glukose-6-Phosphat (Boles et al. 1994). Interessanterweise ist die zelluldre Ca®'-
Homoostase direkt von den relativen Mengen an Glukose-1- und Glukose-6-Phosphat abhéngig
(Aiello et al. 2002). PRO11 konnte daher iiber die Interaktion mit der Phosphoglucomutase die
intrazellulidre Ca*"-Konzentration modulieren und gleichzeitig Ca*"/CaM-abhingige Signalwege
induzieren. Es bedarf weiterfilhrender Studien, um die Funktionalitdt der PRO11 Calmodulin-
Bindedoméne zu kldren. Eine Moglichkeit hierzu wire, die direkte Interaktion von PRO11 und
CaM in einer Two-Hybrid Analyse zu iiberpriifen. Alternativ konnte eine CaM-Sepharose
Immunopréazipitation durchgefiihrt werden, bei der die Bindung von PRO11 an CaM iiber eine
Antikorper-Reaktion und -Detektion nachgewiesen wird (Moreno et al. 2000).

Zwei weitere interessante Strukturmerkmale im N-terminalen Teil des PRO11-Proteins sind die
teilweise konservierten SH3-Bindedominen (,,Src Homology 3*) und die Akkumulation putativ
phosphorylierter Serin-Reste. Die SH3-Bindedoméne ist ein Prolin-reiches Motiv, welches die
Bindung an Proteine mit einer SH3-Doméne vermittelt (Mayer 2001). Eukaryotische Genome
kodieren vielfdltige SH3-Doménen Proteine (z. B. 20-30 in hemiascomycetischen Hefen und bis
zu 300 im Mensch), welche an verschiedenen zelluldren Prozessen, wie z. B. Signaltransduktion,
Zell-Polaritét, Zellteilung, Membran-Zytoskelett-Interaktionen, Hyphenwachstum und Vakuolen-
Morphologie, beteiligt sind (Musacchio et al. 1992, Reijnst et al. 2010, Karkkainen et al. 2006). In

den Hefe Two-Hybrid ,,Screens® wurde kein SH3-Dominen Protein als Interaktionspartner
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identifiziert, da die eingesetzen Kdderproteine auf Grund der starken Transaktivierungsaktivitét
des PROI1 N-Terminus den Bereich der SH3-Bindedominen nicht inkludierten. In vielen
eukaryotischen  Transkriptionsaktivatoren korrelieren saure Proteinbereiche mit einer
Transaktivierungsaktivitit und auch der Sequenzbereich 110-407 des PRO11 N-Terminus ist
durch einen hohen Anteil der sauren AS Glutaminsdure und Asparaginsdure geprigt (Ptashne
1988). Im N-Terminus des Sduger-Homologs SG2NA wurde ebenfalls ein saurer Proteinabschnitt
identifiziert, welcher eine starke Transaktivierungsaktivitit bewirkte (Zhu et al. 2001). Die
Identifikation eines moglichen SH3-Doménen Interaktionspartners von PROI11 konnte in
zukiinftigen Studien durch die Anwendung der TAP-Tag Methode (,,Tandem Affinity
Purification®) erfolgen, eine in vivo Methode, die fiir pilzliche Organismen gut etabliert ist
(Bayram et al. 2008, Busch et al. 2007).

Es ist wahrscheinlich, dass PRO11 mit Serin/Threonin-Kinasen und -Phosphatasen interagiert, da
mehrere Serin-Phosphorylierungsstellen fiir das PRO11-Protein vorhergesagt wurden, die zum
Teil auch in anderen pilzlichen Organismen konserviert sind. Interessanterweise konnte fiir das
Séuger-Striatin bereits eine Wechselwirkung mit verschiedenen Kinasen und der Phosphatase
PP2A in dem STRIPAK-Komplex nachgewiesen werden. Welche Kinasen und Phosphatasen mit

PROI11 interagieren bildet einen Schwerpunkt weiterer Forschungen.

Ein eindrucksvoller Beleg dafiir, dass auch der alleinige N-terminale Teil von Striatin-Proteinen
in der Zelle fiir die Ausfiihrung spezifischer Funktionen notwendig ist, ergibt sich aus der
Existenz multipler Spleilvarianten, welchen das ,,WD-repeat“-Motiv teilweise oder ganzlich fehlt
(Sanghamitra et al. 2008). Die kiirzeste Variante umfasst nur die Caveolin-Bindedomine, das
,»coiled-coil“-Motiv, die Calmodulin-Bindedomdne und eine zusitzliche 19 AS lange Sequenz
(Sanghamitra et al. 2008). In S. macrospora konnte das PRO11-Homolog dieser SG2NA-Variante
identifiziert werden. Es wurde gezeigt, dass die alternativ gespleiite PRO11-Version keinen
Einfluss auf die sexuelle Entwicklung ausiibt, da eine ausschlieBliche Expression des PROI11
Voll-Liangen Proteins nicht zu einer Beeintrachtigung in der Fruchtkdrperentwicklung fiihrte. Es
bedarf daher zukiinftiger Studien, um die Funktion des alternativen PRO11-Proteins néher
einzugrenzen. Aufschluss konnte hier beispielsweise die Auswirkung einer Uberexpression oder
die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung eines GFP- oder DsRed-

Fusionsproteins bringen.
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2 Der PRO11/SmMOB3-Komplex reguliert in S. macrospora die sexuelle

Differenzierung und die Hyphenfusion

2.1 Die Gene proll und Smmob3 werden wihrend der sexuellen Entwicklung exprimiert
In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass die beiden Entwicklungsgene proll und
Smmob3 nur schwach exprimiert sind (Bernhards 2005, Poggeler und Kiick 2004). Viele
Entwicklungsgene weisen ein schwaches Expressionsprofil auf, da sie ihre Funktion nicht
wihrend des gesamten Zyklus, sondern nur in spezifischen Differenzierungsprozessen erfiillen.
Quantitative Real-Time Experimente zeigten, dass proll und Smmob3 wihrend aller Phasen der
sexuellen Entwicklung hochreguliert waren. Ein Anstieg der Expression wurde fiir beide Gene
insbesondere in der spdteren Phase (6. Tag) des Lebenszyklus beobachtet, woraus geschlossen
wurde, dass proll und Smmob3 in diesem Entwicklungsstadium eine wichtige Funktion
iibernehmen. Der 5. bis 6. Tag markiert bei der Entwicklung von S. macrospora den Ubergang
von dem kugelig angelegten Protoperithezium zum flaschenférmigen Perithezium. Dazu muss ein
schmaler Perithezienhals gerichtet an dem Protoperithezium entstehen. Gleichzeitig werden in
einem aufwéndigen Prozess die Zellwénde umgestaltet: Zellen fusionieren miteinander und lagern
Melanin ein, so dass eine feste dullere Peridie entsteht. Dariiber hinaus findet auch im Inneren des
sich entwickelnden Peritheziums ein umfassender Umbau statt, da sich die Zellen funktionell
differenzieren: die Asci mit den reifen Ascosporen entstehen und die Zwischenrdume werden mit
den sterilen Paraphysen ausgekleidet.

Fiir proll konnte dariiber hinaus auch eine erhohte Expression am 3. Tag der Entwicklung
festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt wird die sexuelle Entwicklung durch die Ausbildung der
Ascogone initiiert.

Das Expressionsmuster von Smmob3 korreliert mit den Ergebnissen der Deletionsstudie, da der
ASmmob3-Stamm genau in der Ubergangsphase vom Protoperithezium zum Perithezium arretiert
war. Der Aprol1-Stamm hingegen zeigte einen viel fritheren Entwicklungsdefekt, da nur initiale
Ascogon-Stadien ausgebildet werden konnten. Interessanterweise konnte in der Aproll-
Komplementationsstudie nachgewiesen werden, dass PRO11 sowohl fiir die frithe als auch fiir
spatere Entwicklungsphasen wichtig ist. Verkiirzte Versionen des PRO11 N-Terminus in Aprol1
vermittelten die Ausbildung von normal entwickelten Ascogonen und der vollstindige N-
Terminus oder der N-Terminus mit einem Teil des ,,WD-repeat“-Motivs fithrten zu der
Ausbildung pigmentierter Protoperithezien. Dieses Ergebnis ist zu dem Expressionsmuster von

prol I konvergent, da eine erhohte Expression am 3. und am 6. Tag festgestellt wurde.
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Auch in anderen S. macrospora Entwicklungsmutanten, wie z. B. dem prol-, pro22- und pro40-
Stamm werden die korrespondierenden Gene nur schwach exprimiert und zeigen ein dhnliches
Expressionsprofil wie Smmob3 (Masloff et al. 1999, Rech et al. 2007, Engh et al. 2007). Im
Gegensatz dazu ist die Transkriptmenge des sip2-Gens, welches keinen direkten Einfluss auf die
Fruchtkorperentwicklung  ausiibt,  wéihrend der  beschriebenen  Entwicklungsphase

herunterreguliert (Elleuche et al. 2010).

2.2 Der Aproll-Stamm weist einen stirkeren Entwicklungsdefekt auf als die prol1-
Mutante

Uber die zelluliren Funktionen von Striatin-Proteinen in hdheren Eukaryoten ist bislang auf
Grund der technischen Anforderungen nur wenig bekannt. In vielen filamentdsen Pilzen, wie z. B.
S. macrospora, N. crassa, F. verticillioides oder A. nidulans hingegen konnen mit relativ
geringem Aufwand Gendeletionen erzielt werden. Wie nachfolgend diskutiert, geben neben den
hier prasentierten Daten mehrere neuere Studien Aufschluss iiber die zelluldiren Funktionen von
Striatin-Homologen in diesen Organismen.

Wie bereits beschrieben, ist in S. macrospora eine Punktmutation in dem prol/-Gen ursichlich
fiir den sterilen Phinotyp der proll-Mutante. Wie alle pro-Mutanten weist dieser Stamm einen
entwicklungsbiologischen Arrest auf der Stufe der Protoperithezienbildung auf (Pdggeler und
Kiick 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Deletion des gesamten prolI-ORFs erzielt und
der resultierende Stamm Aproll hinsichtlich des Phénotyps mit der prol1-Mutante verglichen.
Erstaunlicherweise fiihrte die Deletion des prol1-Gens zu einer drastischen Verschlechterung der
vegetativen und sexuellen Entwicklung. In dem Aprol1-Stamm war die durchschnittliche tagliche
Wuchsrate im Vergleich zu proll um die Halfte reduziert. Dariiber hinaus zeigte der Aproll-
Stamm bereits einen Defekt bei der Ausbildung der Ascogone, Protoperithezien konnten nicht
generiert werden. Bei dem Aprol1-Stamm handelt es sich somit um eine asc-Mutante. Auffillig
war die sehr geringe Anzahl und die Struktur der gebildeten Ascogone im Vergleich zu dem wt-
und dem prol1-Stamm. Es wurde nur die erste Vorstufe der Ascogone, die sich einrollende Hyphe
ausgeformt, so dass der Stamm nahezu einen rein vegetativen Phanotyp aufwies. Weitere S.
macrospora asc-Mutanten wurden bislang nicht charakterisiert, es wire jedoch interessant zu
vergleichen, ob asc-Mutanten generell diesen starken Entwicklungsdefekt zeigen, oder ob dieser
Phénotyp spezifisch fiir den Aprol1-Stamm ist.

In Studien iiber die sterilen pro-Punktmutanten pro40 und pro22 wurden ebenfalls die Phanotypen
der Mutanten und der korrespondierenden Deletionsstimme Apro40 und Apro22 verglichen. Die

pro40- und die pro22-Mutanten sind wie proll auf der Stufe der Protoperithezien-Entwicklung



v Diskussion 91

blockiert. In der Auspridgung der Phinotypen wurde zwischen der jeweiligen Mutante und dem
Deletionsstamm jedoch kein Unterschied festgestellt (Engh et al. 2007) (Bloemendal, pers.
Mittlg.).

Eine Erklarung fiir die Ursache der unterschiedlichen Entwicklungsdefekte von prol1 und Aproll
ergibt sich aus den Ergebnissen der Aproll-Komplementationsstudie. Es zeigte sich, dass die
Verkiirzungskonstrukte den sterilen Phinotyp unterschiedlich restaurierten. Dabei korrelierte die
Liange der Konstrukte mit der Stufe der sexuellen Strukturen, die wieder ausgebildet werden
konnten. Der PRO11-Proteinbereich von AS 1-281 bewirkte die Ausbildung normal geformter
Ascogone. Interessanterweise war auch das kiirzeste eingesetzte Konstrukt (AS 1-120), welches
ausschlieBflich das ,,coiled-coil“~-Motiv und die Caveolin- und Calmodulin-Bindedoméne enthielt,
dazu fdhig, die Generierung von Ascogonen herbeizufithren. Die Hinzunahme weiterer
Sequenzbereiche bis AS 414 resultierte in der Ausbildung von Protoperithezien. Der
Sequenzbereich zwischen AS 281 und AS 414 enthélt das dritte ,,PxxP“-Motiv des PRO11 N-
Terminus und die vier putativ phosphorylierten und konservierten Serin-Reste.

Ein mogliches Denkmodell wire, dass durch eine Homo- oder Heterodimerisierung iiber das
,coiled-coil“-Motiv das PRO11-Protein innerhalb der Zelle zundchst zu seinem Wirkungsort
dirigiert und hier die sexuelle Entwicklung initiiert wird (Ascogonbildung). Die Aktivierung des
PRO11-Proteins tiiber die Phosphorylierung der Serin-Reste durch eine Kinase konnte
anschlieBend dazu fiihren dass weitere Proteine an die C-terminale PROI11-Gerilistdoméane
rekrutiert werden, welche die Differenzierung der nichsten Fruchtkdrperstufen vorantreiben
(Protoperithezien, Perithezien). Interessanterweise wurde in ersten Studien eine Phosphorylierung
des homologen HAMS3-Proteins aus N. crassa von der NDR-Kinase COT1 nachgewiesen
(Dettmann, pers. Mittlg.), welche bei dem filamentdsen Wachstum, der Hyphenfusion und der
sexuellen Differenzierung eine wichtige Rolle spielt (Maerz et al. 2008).

Kiirzlich wurden Deletionsstimme von proll-Homologen in A. nidulans, N. crassa, F.
verticillioides und F. graminearum beschrieben. Alle Stimme waren wie Aproll im vegetativen
Wachstum deutlich eingeschrinkt. Beziiglich der sexuellen Entwicklung zeigte jedoch keiner
dieser Stimme einen dhnlich starken Defekt wie Aproll. Die Deletion des homologen ham-3-
Gens in dem nah verwandten Organismus N. crassa resultierte zwar ebenfalls in einem sterilen
Phinotyp, jedoch konnten mit einer leichten =zeitlichen Verzdgerung normal geformte
Protoperithezien ausgebildet werden (Simonin et al. 2010). Der A. nidulans AstrA-
Deletionsstamm war sogar noch zu der Ausbildung von Cleistothezien, welche die analogen
Strukturen zu den Perithezien darstellen, und zu der Produktion von Ascosporen fahig. Allerdings

wurden weniger und kleinere Cleistothecien im Vergleich zum wt gebildet, welche einen hohen
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Anteil abnormal geformte Ascosporen enthielten (Wang et al. 2010). Fiir die beiden
F. verticillioides und F. graminearum Deletionsstimme Afsrl und SJFO1 wird beschrieben, dass
sie keine Perithezien mehr hervorbringen kdnnen. Ob die Stimme dazu fahig sind Ascogone oder

Protoperithezien zu formen wird nicht erwéhnt (Shim et al. 2006).

2.3 Der ASmmob3-Stamm ist auf der Stufe der Protoperithezien-Entwicklung arretiert
Der ASmmob3-Stamm weist wie die proll-Mutante und der Aproll-Stamm ebenfalls einen
sterilen Phinotyp auf. Die sexuelle Differenzierung ist auf der Stufe der Protoperithezienbildung
blockiert. Im Vergleich zu dem wt-Stamm fillt auf, dass die Anzahl der Protoperithezien in
ASmmob3 stark herabgesetzt ist. Diese Ergebnisse decken sich mit dem kiirzlich beschriebenen
Phénotyp des N. crassa Amob-3-Stamms, in welchem das homologe mob-3-Gen deletiert wurde.
In dem sterilen Amob-3-Stamm ist die Zahl der Protoperithezien im Vergleich zum wt um das
30-fache reduziert und die Protoperithezien waren zusitzlich kleiner und weniger gut entwickelt
(Maerz et al. 2009). Die Zahl der gebildeten Protoperithezien ist innerhalb der Gruppe der
S. macrospora pro-Mutanten nicht identisch. So ist z. B. die Anzahl in der pro40-Mutante um ca.
45 % erhoht, wihrend die proll-Mutante eine Reduktion von 39 % in der Produktion der
Vorfruchtkorper aufweist (Engh et al. 2007, Poggeler und Kiick 2004). Der ASmmob3-Stamm
hingegen zeigt von den charakterisierten pro-Mutanten und auch im Vergleich mit dem N. crassa
Amob-3-Stamm die bisher stirkste Reduktion (97 %) in der Protoperithezien-Produktion.

Um funktionell wichtige Domiénen in SmMOB3 zu identifizieren wurden der N- und der
C-terminale Teilbereich des Proteins jeweils einzeln auf die Fahigkeit zur Komplementation des
sterilen ASmmob3-Phénotyps getestet. Es zeigte sich, dass der SmMOB3 N-Terminus, welcher
eine der Ascomyceten-spezifischen Doménen und die Mob-Doméne umfasste, flir die
Restaurierung des sterilen ASmmob3-Phénotyps ausreichend war. Dieses Ergebnis bestitigt die
Vermutung, dass die SmMOB3 Mob-Doméne, genau wie bei Mobl-Proteinen, die zentrale
Funktionseinheit darstellt. Fiir die Mob-Doméne der Mob1-Proteine wurde gezeigt, dass sie durch
die Interaktion mit NDR-Kinasen deren Aktivitdt regulieren (Bichsel et al. 2004, Hergovich et al.
2005, Bao et al. 2009). Auch der Interaktionsmechanismus wurde aufgekldrt. In hMobl aus
H. sapiens bilden die Strukturelemente L1, H2, L2 und ein Teil von H4 auf Grund der enthaltenen
Aminosduren eine konservierte stark negativ geladene Oberfliche aus. NDR-Kinasen sind reich
an positiv-geladenen AS und es wird angenommen, dass die Interaktion von hMob1 mit der NDR-

Kinase {iber eine spezifische elektrostatische Wechselwirkung erfolgt (Stavridi et al. 2003).
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Es ist daher nicht abwegig, dass die essentielle Funktion von SmMOB3 wihrend der
Fruchtkorperentwicklung von der Interaktion des Proteins mit einer Kinase abhdngt. Die
Interaktion konnte dabei auf Grund der strukturellen Homologie von SmMOB3 und Mobl-
Proteinen analog zu dem beschriebenen Interaktionsmechanismus zwischen Mob1-Proteinen und
NDR-Kinasen erfolgen. Dabei erweist sich insbesondere auch das N-terminal konservierte
Ascomyceten-spezifische Motiv von SmMOB3 als interessant, da hier vermutlich mehrere der
konservierten Serin-Reste phosphoryliert werden.

Fiir Mob3-Proteine aus Sdugern wurde bereits gezeigt, dass sie in Komplexen mit verschiedenen
Kinasen (NDPK, GCK), sowie der Phosphatase PP2A vorliegen (Baillat et al. 2002, Goudreault et
al. 2009, Moreno et al. 2001).

Inwiefern die N-terminale Ascomyceten-spezifische Doméne zu der Funktion des SmMOB3-
Proteins bei der sexuellen Differenzierung beitrdgt konnte in weiterfithrenden Komplementations-

studien durch die Verwendung einer SmMOB3-Version ohne diese Domine getestet werden.

In fritheren Studien wurde der Entwicklungsdefekt der prol1-Mutante durch eine striatin-cDNA
aus M. musculus partiell restauriert, woraus geschlossen werden konnte, dass die Funktion
zwischen Striatin und PRO11 zumindest teilweise evolutiondr konserviert ist (Poggeler und Kiick
2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde getestet, ob auch eine Konservierung der Funktion von
Mob3-Proteinen zwischen Pilzen und Sdugern vorliegt. Der ASmmob3 Entwicklungsdefekt
konnte jedoch durch die eingebrachte M. musculus mob3-cDNA nicht komplementiert werden.

In D. melanogaster hingegen wurde der Defekt der DMob4-Mutante durch das Homolog aus dem
Mensch aufgehoben. Zwischen den Mob-Doménen der beiden entsprechenden Proteine besteht
eine Homologie von 80 % (Schulte et al. 2010). Eine Ursache fiir die nicht erfolgreiche
Komplementation in S. macrospora konnte daher sein, dass die Homologie zwischen der

pilzlichen und der Sduger Mob-Domine mit 35 % fiir eine funktionelle Substitution zu gering ist.

Wie bisher dargelegt wurde, interagieren die S. macrospora Proteine PRO11 und SmMOB3
miteinander und die Deletion der beiden entsprechenden Gene verhindert die sexuelle
Entwicklung. Es wurde daher hypothetisiert, dass PRO11 und SmMOB3 gemeinsam in einem
Signalkomplex wirken, welcher die Fruchtkorperentwicklung in S. macrospora reguliert. Da die
Deletion des prol1-Gens einen viel starkeren Entwicklungsdefekt hervorrief als die des Smmob3-
Gens, wurde vermutet, dass PRO11 in dem Proteinkomplex mit SmMMOB3 eine {ibergeordnete
Funktion {ibernimmt, welche vermutlich den Geriistprotein-Eigenschaften von PROI11

zuzuschreiben ist.
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Die erhaltenen Daten der Studie zur Expression von proll und Smmob3 in ASmmob3 und
Aproll, sowie die Ergebnisse der RNAi-Studie unterstiitzen die Theorie von PROI11 und
SmMOB3 in einem gemeinsamen Komplex. Das Smmob3-Transkript war in dem Aprol1-Stamm
im Vergleich zum wt signifikant hochreguliert und eine Herunterregulierung des proll-
Transkripts in dem ASmmob3-Stamm und von Smmob3 in der prol 1-Mutante fiihrte im Vergleich
zu den jeweiligen Einzelmutanten zu einem stdrkeren Entwicklungsdefekt.

Auch die nachfolgend diskutierten Ergebnisse der Kreuzungsexperimente mit den Stimmen proll

und ASmmob3 bestirkten diese Annahme.

2.4 Die Stimme ASmmob3 und proll weisen einen Defekt bei der Hyphenfusion auf

Unterschiedliche genetische Marker (z. B. Sporenfarbe) in S. macrospora Stimmen konnen bei
einer Kreuzung durch das Fusionieren der Hyphen in beiden Myzelien vermischt werden und
spiegeln sich nach der Karyogamie der Kerne, Meiose und postmeiotischer Mitose in der
farblichen Auspridgung der acht linear angeordneten Ascosporen in den rekombinanten Asci
wieder. Die Kreuzungen zur Generierung einer ASmmob3/prol1-Doppelmutante brachten keine
rekombinanten Perithezien hervor, woraus geschlossen wurde, dass durch das Fehlen der
Hyphenfusion keine Vermischung der unterschiedlichen Kerne beider Stamme im Cytoplasma
und somit auch keine Generierung rekombinanter Asci stattfinden konnte. PRO11 und SmMOB3
miissen somit in einem gemeinsamen Komplex vorliegen, welcher die Fusion der Hyphenzellen

vermittelt.

Der Prozess der Hyphenfusion wird in drei Phasen eingeteilt: Pri-Kontakt, Post-Kontakt
und Post-Fusion. In der ersten Phase werden die Hyphen, welche miteinander fusionieren
induziert und wachsen aufeinander zu. Die zweite Phase ist durch das Anschwellen und
die Adhésion der Hyphenspitzen und den Zellwand-Abbau der beiden aneinander
grenzenden Hyphen gekennzeichnet. In der letzten Phase fusionieren die beiden
Plasmamembranen miteinander. Dabei wird zunichst eine Fusionspore gebildet, welche
den Durchfluss des Cytoplasma und der Zellorganellen erlaubt. Die Fusionspore wird nach
und nach vergréfert und in der unmittelbaren Umgebung Septen eingezogen. Die fiir die
zweite und dritte Phase notwendigen Enzyme fiir den Zellwandabbau und die
Membranfusion werden in Vesikeln von dem Spitzenkorper bereitgestellt (Glass et al.
2000, Glass et al. 2004, Hickey et al. 2002)

Es wurden bereits einige N. crassa Stimme charakterisiert, welche Defekte bei der Hyphenfusion
zeigen. Diese weisen u. a. Mutationen in homologen Komponenten der S. cerevisiae MAP-
Kinase-Signalwege FUS3, KSS1 und HOG1 auf, welche in der Hefe die Pheromonantwort im

Rahmen der sexuellen Reproduktion, das Umschalten auf filamentoses Wachstum und die

osmotische Stressantwort kontrollieren (Gustin et al. 1998, Herskowitz 1995, Li et al. 2005,
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Maerz et al. 2008, Pandey et al. 2004, Roca et al. 2005). Es wird daher vermutet, dass die
Aktivitdt dieser Signalwege in filamentdsen Pilzen zu der Regulation der Hyphenfusion beitrégt.
Es ist moglich, dass dabei auch PRO11-Homologe involviert sind. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde neben dem Hyphenfusionsdefekt eine erhohte Sensitivitdt der proll-Mutante und des
Aprol 1-Stamms gegeniiber osmotischem Stress festgestellt. Die osmotische Stressantwort wird in
N. crassa durch die zu dem HOGI-Signalweg homologe OS-MAPK-Kaskade reguliert.
Mutationen in den beteiligten Komponenten verhindern das Wachstum der entsprechenden
Stimme auf Osmolaritit-erhohten Medien und gehen mit Hyphenfusionsdefekten und einer
gestorten sexuellen Entwicklung einher (Zhang et al. 2002b, Fujimura et al. 2003, Jones et al.
2007, Maerz et al. 2008, Noguchi et al. 2007). Dariiber hinaus wurde ein Einfluss der NDR-
Kinase COT1 aus N. crassa auf den zu FUS3- und KSSI-homologen Signalweg NRC-MEK-
MAK nachgewiesen, da Mutationen in cot-/ den Hyphenfusionsdefekt der MAK2-Mutante
unterdriickten (Maerz et al. 2008). Wie bereits erwédhnt reguliert vermutlich COT1 durch
Phosphorylierung auch das zu PRO11 homologe N. crassa Protein HAM3 (Dettmann, pers.
Mittlg.).

Wie nachfolgend aufgefiihrt, zeigen die korrespondierenden Proteine weiterer N. crassa und
S. macrospora Hyphenfusionsmutanten Homologien zu den Komponenten des kiirzlich
aufgeklarten STRIPAK-Signalkomplexes aus Sdugern (Goudreault et al. 2009). Die in dieser
Arbeit beschriebenen S. macrospora Proteine PRO11 und SmMOB3 stellen dabei die beiden
Homologe von Striatin und Mob3 dar. In einer aktuellen Studie von Simonin et al. (2010) wurde
gezeigt, dass auch die Deletion des zu proll homologen N. crassa ham-3-Gens in der
entsprechenden Aham-3-Mutante einen Hyphenfusionsdefekt bewirkt. Die beiden Gene ham-2 aus
N. crassa und pro22 aus S. macrospora kodieren jeweils fiir ein putatives Membranprotein,
welches Homologien zu den STRIPAK-Komponenten STRIP1 und STRIP2 aus Sdugern aufweist
(Xiang et al. 2002, Rech et al. 2007). Das N. crassa ham-4 kodiert fiir ein ,,Forkhead-associated
domain“-Protein (FHA) und ist homolog zu SLMAP (Simonin et al. 2010).

Zusammengefasst implizieren diese Ergebnisse, dass Striatin-Homologe pilzlicher STRIPAK-
Komplexe auf Grund ihrer Proteingeriist-Eigenschaften als Kernelemente fungieren, welche durch
die Rekrutierung unterschiedlich zusammengesetzter Protein-Komplexe innerhalb der Zelle eine
Vielzahl der fiir die Hyphenfusion spezifischen Prozesse regulieren kdnnen.

So gibt es z. B. mehrere Hinweise auf einen S. macrospora STRIPAK-Komplex, welcher iiber das

vakuoldre System zu Fusions- und Entwicklungsprozessen beitragen konnte.
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In dem Basidiomyceten Pisolithus tinctorius wurden Verbindungen zwischen der Vakuole
und der Plasmamembran beobachtet und es wurde vermutet, dass die Zelle dariiber in
einen Cytoplasma-unabhingigen AufBenkontakt treten kann, welcher im Rahmen von
Fusionsereignissen die Kommunikation der Hyphen untereinander ermdglicht (Cole et al.
1998, Rech 2007). Dariiber hinaus konnte die Fusion der Vakuole mit der Plasmamembran
der Zulieferung von z. B. Enzymen fiir den Auf- und Abbau der Zellwand oder anderer
notwendiger Komponenten wihrend der Hyphenfusion dienen (Bartnicki-Garcia et al.

1995, Klionsky et al. 1990, Weber und Pitt 1997).

Erste Two-Hybrid Studien wiesen eine Interaktion der beiden S. macrospora STRIPAK-
Komponenten PRO11 und PRO22 nach (Bloemendal, pers. Mittlg.). Fiir das PRO22-Protein
wurde bereits eine Assoziierung mit den Vakuolen gezeigt und auf Grund der vorhergesagten
Transmembraneigenschaften des Proteins hypothetisiert, dass es sich bei PRO22 um ein integrales
Vakuolen-Membranprotein handeln konnte (Rech 2007). Fiir das SmMOB3-Protein, welches wie
in dieser Arbeit nachgewiesen wiederum mit PRO11 interagiert, wurden in dem Hefe Two-Hybrid
»dcreen® Interaktionspartner identifiziert, die ebenfalls in vakuoldre Prozesse involviert sind. So
interagiert SmMMOB3 mit dem zu S. cerevisiae homologen Pre3p, welche als B-Untereinheit des
20S-Proteasoms fiir die Spaltung von Proteinen bendtigt wird (Groll et al. 1999). Das 20S-
Proteasom bildet zusammen mit dem 19S-Komplex das 26S-Proteasom, welches den ATP- und
Ubiquitin-abhéngigen Proteinabbau steuert (Hochstrasser 1996). Ein weiterer Interaktionspartner
von SmMOB3 ist das homologe Pbi2p. Dieses Protein ist ein cytosolischer Inhibitor der
vakuoldren Proteinase B und interagiert wiederum mit Ubiquitin, welches der Markierung der fiir
den selektiven Abbau im 26S-Proteasom bestimmten Proteine dient (Slusarewicz et al. 1997, Shih
et al. 2000). Hselp, welches mit Pbi2p interagiert sortiert die abzubauenden Proteine in Vesikel
(Bilodeau et al. 2002).

Interessanterweise zeigen viele Hyphenfusionsmutanten gleichzeitig Beeintrdchtigungen in der
sexuellen Entwicklung, so dass angenommen wird, dass beiden Prozessen ein gemeinsamer
molekularer Regulationsmechanismus zugrunde liegen konnte (Bowman et al. 2006, Fleissner et
al. 2005, Fleissner et al. 2009, Li et al. 2005, Maerz et al. 2008, Maerz et al. 2009, Rech et al.
2007, Wei et al. 2003, Xiang et al. 2002).
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3 Das 8. macrospora Protein Sm9375 - Beteiligung eines GPI-geankerten

Proteins am SmMOB3/PRO11-Komplex

Der GPI-Anker ist eine post-translationale Modifikation, welche der Verankerung von Proteinen
in der Plasmamembran dient. GPI-geankerte Proteine treten im gesamten eukaryotischen Reich
von Protozoen bis Vertebraten auf. Auch in einigen Archaeen konnte die Existenz GPI-geankerter
Proteine nachgewiesen werden (Ferguson et al. 1985, Ferguson und Williams 1988, Morita et al.
1996, Takesue et al. 1992, Kobayashi et al. 1997, Eisenhaber et al. 2001).

In einer in silico-Analyse wurden fiir das Sm9375-Protein aus S. macrospora die strukturellen
Eigenschaften eines GPI-geankerten Proteins vorhergesagt. GPI-geankerte Vorlduferproteine
besitzen im N-Terminus eine hydrophobe Signalsequenz, welche wihrend der Proteinbiosynthese
zu einer Translation des Proteins in das ER fiihrt und nachfolgend abgespalten wird. Der
C-Terminus enthélt ein zweites hydrophobes Motiv, welches nach einer definierten Position
(,,-site”) durch den Transamidase-Komplex entfernt und durch einen GPI-Anker ersetzt wird.
Das so modifizierte Protein wird iiber Transportvesikel zunichst in den Golgi-Apparat und
anschlieend an die Plasmamembran tberfiihrt, auf deren extrazelluldrer Seite die Verankerung

erfolgt (Gerber et al. 1992, Nosjean et al. 1997, Eisenhaber et al. 1998).

Die Struktur des GPI-Ankers besteht aufeinanderfolgend aus Ethanolaminphosphat,
Trimannosyl-Glucan, Glucosamin und Phosphatidylinositol. Der hydrophobe Anteil des
GPI-Ankers kann z. B. aus an Glycerol gebundenen Fettsduren, langkettigen Alkoholen
oder Ceramiden aufgebaut sein. Der Ethanolaminphosphat-Teil des Ankers wird kovalent
an den C-Terminus des Zielproteins geheftet (Englund 1993, Ikezawa 2002).

Da das zu Sm9375 homologe Protein NCU(09375 in dem Two-Hybrid ,,Screen der N. crassa
cDNA-Bank als haufigster Interaktionspartner von PRO11 und SmMOB3 identifiziert wurde und
der PRO11/SmMOB3-Komplex die sexuelle Entwicklung reguliert, sollte getestet werden, ob
auch das Sm9375-Protein einen Einfluss auf die Fruchtkdrperentwicklung ausiibt. Wie die
Gendeletionsstudie zeigte, tragt auch Sm9375 zu der sexuellen Differenzierung von S.
macrospora bei, da die Anzahl der Fruchtkorper in dem ASm9375-Stamm im Vergleich zum wt
um nahezu die Hélfte reduziert ist. Die Funktion von Sm9375 ist jedoch nicht essentiell, da im
Gegensatz zu Aproll und ASmmob3 Perithezien ausgebildet werden konnen. Interessanterweise
offenbarte die Erzeugung einer ASm9375/ASmmob3-Doppelmutante eine genetische
Abhingigkeit zwischen den beiden entsprechenden Genen. Die Sterilitdit von ASmmob3 wurde
durch die zusédtzliche Sm9375-Deletion zum Teil aufgehoben, da die Doppelmutante in der Lage

ist, wenn auch wenige, Perithezien zu produzieren. Ein &hnlicher Effekt wurde auch fiir die beiden
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S.  macrospora Gene stel2 und sip2 beobachtet. Das ste/2-Gen kodiert fiir einen
Transkriptionsfaktor, dessen Homolog Stel2p in S. cerevisiae an der Regulierung von Genen fiir
die Zelltyp-Spezifitit, die Pheromonantwort und das filamentése Wachstum beteiligt ist (Bruhn
und Sprague 1994, Dolan et al. 1989, Madhani und Fink 1997, Nolting und Péggeler 2006b, Yuan
et al. 1993). Eine stel/2-Deletion fiihrte in S. macrospora im Vergleich zum wt-Stamm unter
anderem zu einer reduzierten Anzahl der Asci in den Perithezien und zu einer um 79 %
reduzierten Keimungsrate der Ascosporen (Nolting und Poggeler 2006b, Elleuche et al. 2010).
Das STE12-Protein interagiert mit dem kleinen Serin- und Threonin-reichen Protein SIP2. Der
Asip2-Stamm zeigte im Vergleich zum wt keine Unterschiede bei der sexuellen Entwicklung,
lediglich die Keimungsrate war um 27 % reduziert. In der Asip2/stel2-fus Doppelmutante war der
Defekt des Astel2-Einzelstamms partiell restauriert, denn es wurden mehr Asci pro Perithezium
produziert und auch die Keimungsrate war im Vergleich zum wt nur um 49 % reduziert. Aus
diesem FErgebnis wurde geschlossen, dass SIP2 im Rahmen der Ascosporogenese und
Ascosporenkeimung einen indirekten inhibitorischen Effekt auf STE12 ausiibt (Elleuche et al.
2010). Demnach konnte auch Sm9375 inhibierend auf SmMMOB3 einwirken.

Im Gegensatz dazu konnte ein direkter Einfluss von Sm9375 auf proll ausgeschlossen werden, da
der ASm9375/Aprol1-Stamm denselben Phédnotyp zeigte wie der Aproll-Einzelstamm. Die
erfolgreiche Herstellung der beiden Doppelmutanten ASm9375/Aprol1 und ASm9375/ASmmob3
impliziert auch, dass der ASm9375-Stamm keinen Hyphenfusionsdefekt aufweist, da sonst die
Kreuzungen mit den beiden Fusionsmutanten Aproll und ASmmob3 keine rekombinanten
Perithezien hervorgebracht hétten.

Es stellt sich die Frage, wie Sm9375 als GPI-geankertes Protein im Komplex mit PRO11 und
SmMOB3 zu sexuellen Differenzierungsprozessen beitragen konnte.

Striatin-Komplexe in Sédugern vermitteln vermutlich als Signalosome an spezifischen
Mikrodoménen der Plasmamembran  Endocytose-Prozesse und CaM/Ca*'-abhingige
Signaltransduktionswege (Benoist et al. 2006). Auch GPI-geankerten Proteinen wird eine
Beteiligung an der Ausbildung spezifischer Mikrodoméanen zugeschrieben. Dariiber hinaus wirken
einige GPI-geankerte Proteine durch die Interaktion mit Rezeptoren in Endocytose-Prozessen und
kénnen im Rahmen von Signaltransduktionswegen als sekundidre Botenstoffe fungieren
(Friedrichson und Kurzchalia 1998, Lakhan et al. 2009, Gaulton und Pratt 1994).

Es bleibt zu jedoch zu diskutieren, ob es sich bei Sm9375 tatsdchlich um ein GPI-geankertes
Protein handelt. In N. crassa wurden GPI-geankerte Proteine in einen direkten funktionellen

Zusammenhang mit Hyphenfusionsprozessen gestellt (Bowman et al. 2006). In S. cerevisiae oder
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A. fumigatus wirkten sich Deletionen oder Mutationen von Genen, welche fiir GPI-geankerte
Proteine kodieren, z. B. auf die osmotische Stresstoleranz oder die Zellwandintegritét aus (Teparic
et al. 2004, Li et al. 2007). Fiir den S. macrospora ASm9375-Stamm konnten solche Defekte
jedoch nicht beobachtet werden.

Da die im Rahmen dieser Arbeit dem Sm9375 zugeordnete Funktion als GPI-geankertes Protein
auf einer in silico Analyse basiert, muss demnach in weiterfilhrenden Experimenten zunéchst
tiberpriift werden, ob die vorhergesagte Signalsequenz und der GPI-Anker Bereich in Sm9375
tatsdchlich funktionell sind. Dies konnte z. B. iiber die Herstellung verschiedener GFP-
Fusionskonstrukte erfolgen. In Studien von Mayrhofer und Péggeler (2005) und Nowrousian et al.
(2007) wurde bereits gezeigt, dass durch die Fusion der jeweiligen Signalsequenz des Pheromon-
Vorldufers PPG1 oder des ER-Proteins PRO41 an GFP, das sekretierte Fluorophor im
Kulturmedium durch eine Antikdrper-Reaktion und -Detektion nachgewiesen werden konnte.
Dariiber hinaus verbleibt durch das zusitzliche Anfiigen eines KDEL-Retentionssignals das
Fusionsprotein im ER und kann fluoreszenmikroskopisch sichtbar gemacht werden (Nowrousian
et al. 2007).

Die Identifizierung von Interaktionspartnern des Sm9375-Proteins durch einen Hefe Two-Hybrid
»dcreen™ oder die Isolierung putativer Sm9375-Proteinkomplexen durch das in vivo TAP-Tag
Verfahren, konnte dariiber hinaus zu der Aufkldrung der zelluldren Funktion des Proteins

beitragen.

4  Reguliert der PRO11/SmMOB3-Komplex wihrend Hyphenfusion und

Fruchtkorperentwicklung die Endocytose und den Vesikel-Transport?

Mehrere Hinweise verdichten die Annahme, dass der PRO11/SmMOB3-Komplex durch die
Beteiligung an Endozytose und Vesikeltransport zu Hyphenfusionen und zu der sexuellen
Differenzierung beitrdgt. Wie die Sduger Mob3-Proteine beinhalten auch pilzliche MOB3-
Proteine Sequenzbereiche in der Mob-Domine, welche eine hohe Ahnlichkeit zu der
o-Untereinheit von Clathrin-Adaptor-Komplexen und zu einem SH3-Bindemotiv des Typs
»PxxDY* aufweisen (Baillat et al. 2001). Beide Motive sind typisch fiir Proteine, die in
Endocytose und vesikuldren Transport involviert sind.

Das SH3-Bindemotiv von Mob3 aus R. norvegicus ist ein nicht-kanonisches ,,PxxDY“-Motiv,
welches zuerst als Bindemotiv der Eps8 SH3-Domine gefunden wurde (Mongiovi et al. 1999).
Die variablen AS in diesem Motiv sind in SmMMOB3, den anderen pilzlichen Homologen und in

R. norvegicus Alanin und Isoleucin. Das konservierte Prolin des Motivs ist in den MOB3-
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Proteinen der Pilze durch ein Cystein ersetzt. Mongiovi et al. (1999) zeigten, dass die AS
Asparaginsdure und Tyrosin in dem ,,PxxDY“-Motiv essentiell fiir die Bindung der SH3-Doméne
waren, wiahrend das Prolin nur zu der Bindungsspezifitit beitrug. Moglicherweise vermittelt das
Cystein in dem SH3-Bindemotiv von pilzlichen MOB3-Proteinen die Bindung eines SH3-Proteins
mit einer Ascomyceten-spezifischen Funktion.

Wie in [ Einfiilhrung, 2.2.1 dargelegt, weist die kleine o-Untereinheit vermutlich eine
stabilisierende Funktion des AP-Komplexes wihrend der Endocytose auf und ist an der Cargo-
Selektion beteiligt (Collins et al. 2002). Die Existenz eines dhnlichen Sequenzmotivs in dem
SmMOB3-Protein liel vermuten, dass SmMMOB3 ebenfalls an diesen Prozessen beteiligt ist. Nach
einer Myzel-Farbung des ASmmob3-Stamms mit dem Endocytose-Marker FM4-64 zeigte sich
jedoch in der Auspriagung der angefarbten Vesikel und des Membransystems kein Unterschied
zum wt-Stamm (Daten nicht gezeigt). Eine mogliche Erkldarung konnte sein, dass das FM4-64
iiber einen alternativen Weg in die Hyphenzelle aufgenommen wird. Hierbei wird die Aktivitét
von Flippasen diskutiert, welche das FM4-64 von der AuBenseite auf die Innenseite der
Plasmamembran translokieren konnten (Menon 1995). Der Marker wird dann entweder von
speziellen Lipid-Transferproteinen zu den intrazelluldren Organellmembranen transportiert oder
gelangt durch Diffusion dorthin (Record et al. 1998, Illinger und Kuhry 1994, Betz et al. 1996).
Alternativ wére denkbar, dass SmMOB3 keine grundsétzliche Komponente der Endocytose-
Maschinerie darstellt, sondern auf Grund spezifischer Signale wiahrend der Hyphenfusion und der
Fruchtkorperbildung gezielt an die Plasmamembran rekrutiert wird. Dort konnte SmMOB3 dann
im Zusammenspiel mit weiteren Endocytose-assoziierten Proteinen z. B. an der Internalisierung
eines Liganden-abhingigen Rezeptors in Clathrin-Vesikel und somit an der Regulierung eines
spezifischen ,,Entwicklungs“-Signals beteiligt sein. Die Geriistdoméne des PROI11-Proteins
konnte dabei moglicherweise die Komplexbildung der beteiligten Proteine gewéhrleisten.

In Sédugern interagiert das Mob3-Protein mit Eps15, NDPK und Dynamin, welchen eine Rolle bei
der Endocytose zugeschrieben wird. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Hefe Two-
Hybrid ,,Screens” wurden keine Homologen dieser Proteine als Interaktionspartner von PRO11
oder SmMMOB3 gefunden. In der Analyse wurden allerdings stark verkiirzte Konstrukte von
PRO11 (AS 1-110) und SmMOB3 (AS 1-144) eingesetzt, so dass die fiir die Interaktionen
notwendigen Proteinbereiche mdglicherweise nicht vorhanden waren. Es ist aulerdem mdglich,
dass Eps15, NDPK und Dynamin in den ¢cDNA-Banken nicht ausreichend représentiert waren.
Erste Ergebnisse aus Ko-Immunoprézipitationsanalysen in N. crassa zeigten nimlich, dass HAM3

und NDPK miteinander interagieren konnen (Dettmann, pers. Mittlg.).
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Die Ergebnisse der Two-Hybrid ,,Screens* weisen darauf hin, dass PRO11 und SmMOB3 neben
einer moglichen Beteiligung an Endocytose-Prozessen eine Funktion bei dem Vesikel-Transport
haben. Es wurden mehrere Interaktionspartner identifiziert, welchen in diesem zelluldren Prozess
eine direkte oder indirekte Rolle zugeschrieben wird. Wie erwdhnt interagiert PRO11 mit dem
Homolog der S. cerevisiae Phosphoglucomutase (Pgm2p), welche CaM/Ca*"-abhingige
Signalwege moduliert. Pgm2p wiederum interagiert mit Yiflp, ein integrales Membranprotein,
welches fiir die Fusion ER-generierter Vesikel mit dem Golgi-Apparat benétigt wird (Barrowman
et al. 2003, Heidtman et al. 2005). Ein Interaktionspartner von SmMOB3 ist die zu S. cerevisiae
homologe Fettsduredesaturase Olelp, welche ebenfalls mit Yiflp assoziiert. Dariiber hinaus
interagiert SmMOB3 mit dem homologen Hefe-Protein Ret2p. Dieses Protein ist die o-
Untereinheit des Co-atomaren Komplexes (COPI), welcher als Hiillprotein fiir Golgi-generierte
Vesikel dient, die zum ER transportiert werden (Cosson et al. 1996).

Sowohl PROI11 als auch SmMMOB3 interagieren mit dem zu S. cerevisiae homologen Protein
Tvp23p, ein integrales Golgi-Membranprotein, das in den Vesikeltransport vom Endosom zum
Golgi-Apparat involviert ist.

Die initialen Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Analyse bekréftigen die Hypothese iiber
eine Beteiligung von PRO11 und SmMOB3 bei Endocytose und vesikuldrem Transport, da beide
mit DsRed fusionierten Proteine eine Lokalisierung in Vesikel-d4hnlichen Strukturen aufwiesen.
Sowohl Endocytose als auch vesikuldre Transportprozesse involvieren mehrere Zell-Organellen
und -Strukturen (Plasmamembran, Endosom, Golgi-Apparat, ER, Aktin) so dass eine eindeutige
Zuordnung des Funktionsortes von PRO11 und SmMOB3 innerhalb der Hyphenzelle nur durch
Ko-Lokalisierungsstudien mit geeigneten Markerproteinen moglich ist.

Fiir das PRO11 Homolog StrA aus A. nidulans wurde bereits eine Lokalisierung des Proteins in
der Kernhiille und im ER nachgewiesen (Wang et al. 2010). Wobei es sich bei den in
S. macrospora detektierten Strukturen handelt muss in weiterfiihrenden Studien durch Ko-
Lokalisierung mit Markerproteinen verifiziert werden. Fiir Pilze wurde der Einsatz verschiedener
Organell-Markerproteine etabliert, die in einer solchen fluoreszenzmikroskopischen Analyse zum
Einsatz kommen konnten. So wurde z. B. von Higuchi et al. (2006) ein in der Plasmamembran
lokalisiertes Permease-GFP-Fusionsprotein fiir die Visualisierung endocytotischer Prozesse in
A. oryzae genutzt. Die Internalisierung des Proteins kann durch die Zugabe von Ammonium
stimuliert und durch Natriumazid-, Kilte- und Cytochalasin-Behandlung blockiert werden.
Mehrere Studien verweisen auf eine notwendige Beteiligung von Aktin bei der Endocytose und es
wurde gezeigt, dass Endocytose-assoziierte Proteine und Aktin-regulatorische Proteine an

kortikalen Aktin-,,Patches* zusammenkommen (Kubler und Riezman 1993, Munn et al. 1995,
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Raths et al. 1993, Kaksonen et al. 2003). Fiir die Darstellung von F-Aktin in der Zelle wurde das
Lifeact-TagRFP-Fusionsprotein etabliert. Es besteht aus einer Fusion der ersten 17 AS des Aktin-
bindenden Proteins Abp140p aus S. cerevisiae und dem rot-orange fluoreszierenden Protein RFP.
Durch dieses Markerprotein konnen spezifisch runde und tubuldre Aktin-Filamente (,,patches
und ,,cables*) sichtbar gemacht werden (Riedl et al. 2008).

Der pilzliche Golgi-Apparat wurde mit Hilfe eines CopA-GFP Proteins erfolgreich in 4. nidulans
visualisiert (Breakspear et al. 2007). CopA ist ein Strukturbestandteil der bereits erwahnten COPI-
Vesikel-Hiillproteine (Whittaker et al. 1999).

Ein geeignetes Markerprotein fiir eine erste Ko-Lokalisierungsstudie in S. macrospora wire das in
dem Two-Hybrid ,,Screen” als Interaktionspartner identifizierte Ret2p-Homolog, welches
ebenfalls eine Hiill-Komponente der Golgi-generierten Vesikel reprisentiert. Durch eine Ko-
Lokalisierung des S. macrospora Ret2p-Homologs mit SmMOB3 wiirde neben einer moglichen
Aufklarung der subzelluldren Lokalisierung gleichzeitig die in vivo Bestitigung der SmMOB3-
Ret2 Interaktion erbracht.

5  Zusammenfassung der vielfiltigen Funktionen von S. macrospora PRO11-

Proteinkomplexen bei zelluldren Differenzierungsprozessen

Die sexuelle Differenzierung bei Ascomyceten reprdsentiert einen energieaufwindigen und
hochkomplexen zelluldiren Umstrukturierungsprozess, da aus einem mehr oder weniger
gleichformig gestalteten Myzel dreidimensionale multizelluldre Fruchtkérper generiert werden.

Daran ist eine Vielzahl unterschiedlicher Prozesse wie z. B. Endocytose, Signaltransduktion,
Transkription, Vesikeltransport, Metabolismus oder der Abbau von Stoffwechselprodukten
beteiligt. Abbildung 27 fasst die bisherigen Erkenntnisse iiber PROI11-Signalkomplexe in

S. macrospora zusammen.
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Abb. 27 Hypothetisches Modell zellulirer Funktionen von PRO11-Komplexen wihrend der
Hyphenfusion und Fruchtkérperentwicklung. Oberer Teil: Die Beschreibung der Proteinkomplexe
ergibt sich aus dem Textfluss der Diskussion. Erkenntnisse aus Sdugern oder N. crassa wurden teilweise
adaptiert. Unterer Teil: Funktionelle Einordnung identifizierter PRO11- und SmMOB3-Interaktionspartner
in Prozesse der Hyphenfusion und Fruchtkdrperentwicklung. Abkiirzungen: Mt-Mitochondrium, NK-
Nukleus, TF-Transkriptionsfaktor, V-Vakuole, ES-Endosom, ZW-Zellwand, 11-PRO11, MOBS3-
SmMOBS3, 4-N. crassa HAMA4.

Abschlieffend bleibt festzuhalten, dass pilzliche Striatin-Homologe im Rahmen zelluldrer
Differenzierungsprogramme vermutlich eine Schliisselfunktion bei der Regulierung vielfaltiger
Prozesse einnehmen, deren Komponenten und Wirkungsweise zwischen Pilz und Sdugern

zumindest teilweise evolutionir konserviert worden sind.
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V ZUSAMMENFASSUNG

1  Zusammenfassung

Diese Arbeit beschéftigte sich mit der Untersuchung der molekularen Regulationsmechanismen
wihrend der sexuellen Entwicklung des filamentosen Ascomyceten Sordaria macrospora. Dabei
stand eine detaillierte funktionelle Analyse der beiden zu striatin und phocein/Mob3 aus Sdugern
homologen Entwicklungsgene proll und Smmob3 im Mittelpunkt des Interesses. Die Ergebnisse

dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

* PRO11 und SmMOBS3 aus S. macrospora bilden einen Proteinkomplex

In einer Hefe Two-Hybrid Studie wurde die physikalische Interaktion der beiden Proteine PRO11
und SmMMOB3 nachgewiesen. Die fiir die Interaktion maB3geblichen Proteindoméinen konnten auf
das ,,WD-repeat“-Motiv von PRO11 und den N-Terminus von SmMOB3 mit einer der
Ascomyceten-spezifischen Domidnen und einem Teil der Mob-Doméne eingegrenzt werden.
Dariiber hinaus wurde eine Homodimerisierung des PRO11-Proteins nachgewiesen.

* Die Gene proll und Smmob3 werden wihrend der sexuellen Entwicklung exprimiert

Mittels quantitativer Real-Time PCR wurde gezeigt, dass die proll- und Smmob3-Transkripte
wihrend aller Stadien, insbesondere in der spiten Phase, der sexuellen Entwicklung hochreguliert
waren.

* PRO11 und SmMOBS3 sind essentiell fiir die Fruchtkorperentwicklung

Die Deletion der Gene proll und Smmob3 in S. macrospora resultierte jeweils in einem sterilen
Phénotyp. Der Aproll-Stamm zeigte mit der Arretierung in der Phase der Ascogonenbildung
einen viel stirkeren Entwicklungsdefekt als ASmmob3, welcher Protoperithezien ausbildete.
Daher wurde proll im Vergleich zu Smmob3 hinsichtlich der sexuellen Differenzierung eine
tibergeordnete Funktion zugeordnet. Dariiber hinaus implizierten die Ergebnisse einer weiteren
Expressions- und RNAi-Studie die Regulation der Fruchtkorperbildung durch PROI11 und
SmMOB3 in einem gemeinsamen Komplex: Das Smmob3-Transkript war in dem Aprol1-Stamm
im Vergleich zum wt signifikant hochreguliert und eine Herunterregulierung des proll-
Transkripts in dem ASmmob3-Stamm und von Smmob3 in der prol 1-Mutante fithrte im Vergleich
zu den jeweiligen Einzelmutanten zu einem stirkeren Entwicklungsdefekt.

In einer Aproll-Komplementationsstudie zeigte sich, dass verschiedene Bereiche des PRO11-
Proteins die Entwicklung unterschiedlicher Fruchtkorperstadien hervorriefen. Der vollstandige N-
Terminus (AS1-414) und der N-Terminus zusammen mit den ersten beiden ,,WD-repeats* (AS 1-
545) vermittelten die Ausbildung von Protoperithezien. Kiirzere N-terminale Teilstiicke (AS 1-
281, 1-180, 1-120) resultierten in der Ausbildung von Ascogonen. Das alternative PROI11-
Spleiflprodukt war fiir die Fruchtkdrperbildung entbehrlich.

Die AS-Sequenz 1-264 des SmMOB3-Proteins, welche die Ascomyceten-spezifische Domine
und die Mob-Doméne umfasste, war fiir eine vollstindige Komplementation des ASmmob3-
Entwicklungsdefekts ausreichend. Die Komplementation des sterilen N. crassa Amob-3 Stamms
mit demselben SmMMOB3-Teilstiick zeigte die funktionelle Konservierung dieser Doméne in den
beiden Ascomyceten. Zwischen Pilzen und Sdugern konnte hingegen keine funktionelle
Konservierung von Mob3-Proteinen nachgewiesen werden.
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* Der PRO11/SmMOB3-Komplex reguliert Zell-Zell-Fusionen
Eine Komplementation der Entwicklungsdefekte von ASmmob3 und der prol1-Mutante durch

Kreuzung war nicht moglich, woraus geschlossen wurde, dass PRO11 und SmMOB3 in einem
gemeinsamen Komplex vorliegen miissen, welcher die Fusion von Hyphenzellen vermittelt.

* PRO11 und SmMOB3 weisen eine Lokalisierung in Vesikel-dhnlichen Strukturen auf

Eine erste fluoreszenzmikroskopische Analyse deutet darauf hin, dass die SmMMOB3- und PRO11-
DsRed-Fusionsproteine in Vesikel-dhnlichen Strukturen lokalisiert sind.

* Das S. macrospora Protein Sm9375 ist an der Fruchtkorperentwicklung beteiligt

Das N. crassa Protein NCU09375 konnte in einem artiibergreifenden Hefe Two-Hybrid ,,Screen®
als Interaktionspartner von PRO11 und SmMOB3 identifiziert werden. Das homologe Gen
Sm9375 wurde aus S. macrospora isoliert und kloniert. Der 980 bp ORF weist zwei Introns auf
(96 bp, 122 bp) und kodiert fiir ein putatives 253 AS grof3es Protein. Eine in silico Analyse zeigte
auf, dass Sm9375 die fir GPI-Proteine charakteristischen Strukturmerkmale enthéilt
(Signalsequenz, o-,site”). Eine Sm9375-Gendeletion resultierte in einer Verringerung der
Perithezien-Anzahl um 50 % im Vergleich zum wt. Sm9375 iibt also wihrend der sexuellen
Entwicklung einen Einfluss auf die Anzahl der gebildeten Fruchtkorper aus.

Eine durch Kreuzung generierte Deletion des $Sm9375-Gens in dem ASmmob3-Stamm fiihrte zu
einer partiellen Komplementation des ASmmob3 Entwicklungsdefektes, da wenige reife
Perithezien ausgebildet werden konnten. Hieraus wurde geschlossen, dass eine genetische
Interaktion zwischen Sm9375 und Smmob3 vorlag.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine physikalische Interaktion von homologen Striatin
und Mob3 Proteinen aus Sdugern erstmalig auch in einem filamentosen Ascomycet gezeigt und
dartiber hinaus die essentielle funktionelle Bedeutung dieses Proteinkomplexes in Pilzen bei der
sexuellen Entwicklung nachgewiesen. Die gewonnenen Erkenntnisse tragen mafigeblich zu dem
Verstiandnis der fundamentalen molekularen  Netzwerke bei, welche zelluldre
Differenzierungsprozesse steuern und deren Komponenten und Wirkungsweise zwischen Pilzen

und Séugern zumindest teilweise evolutiondr konserviert worden sind.
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2 Summary

This study focused on the investigation of the molecular machinery driving fruiting body
development in the filamentous ascomycete Sordaria macrospora. In the limelight of interest was
a comprehensive analysis of the conserved developmental genes prol/l and Smmob3 which are
homologs of the mammalian striatin and phocein/mob3 genes. The results can be summarized as

follows:

* The S. macrospora proteins PRO11 and SmMOB3 form a complex

Yeast two-hybrid study revealed physical interaction of the proteins PRO11 and SmMOB3. The
interaction was achieved by the PRO11 WD-repeat motiv and the N-terminal part of SmMOB3
containing one of the ascomycete-specific domains and a small part the conserved mob domain.
Furthermore, homodimerization of PRO11 was proved.

* The proll and Smmob3 genes are expressed during sexual development

By means of quantitative real-time PCR an upregulation of pro/l and Smmob3 transcripts was
shown during all but especially increasing at late phases of sexual differentiation.

* PRO11 and SmMOB3 are essential for fruiting body development

Deletion of either proll or Smmob3 in S. macrospora resulted in a sterile phenotype. The Aproll
deletion strain was only capable of ascogonia formation thus featuring a more pronounced
developmental defect than ASmmob3 accomplishing protoperithecia. Due to this, proll was
adjudged a superior developmental function compared to Smmob3. Further results of another
expression study and an RNA1 approach proposed a mutual role of prol1 and Smmob3 in fruiting
body development: compared to wt, Smmob3 was significantly upregulated in the Aproll strain
and downregulation of proll in ASmmob3 or Smmob3 in Aproll led to more pronounced
phenotypes.

Complementation analysis of Aproll showed a functional correlation between specific PROI11
domains and attained stages of fruiting body development. The complete PRO11 N-terminus
(aa 1-414) and the N-terminus together with a part of the WD-repeat motiv (aa 1-545) allowed
formation of protoperithecia. Shorter N-terminal parts (aa 1-281, 1-180, 1-120) resulted in
development of ascogonia. The PRO11 variant which derived from alternative splicing process
was dispensable for fruiting body development.

The N-terminal part of SmMMOB3 (aa 1-264) containing one of the ascomycete-specific domains
and the conserved mob domain, was sufficient to fully complement the ASmmob3 strain.
Complementation of the sterile N. crassa Amob-3 strain with SmMOB3 aa 1-264 illustrated a
functional conservation of the mob domain in these two ascomycetes. However, a functional
conservation of Mob3 proteins could not be proved between fungi and mammals.

* The PRO11/SmMOB3 complex regulates cell-cell fusion events
Complementation of the developmental defects in the ASmmob3 strain and the proll mutant

could not be achieved by means of crossing, indicating PRO11 and SmMOB3 to be present in a
collective protein complex which mediates hyphal fusion.

* PRO11 and SmMOB3 are localized in vesikel-like structures
Initial fluorescence microscopy results indicate a localization of PRO11 and SmMOB3 in vesikel-
like structures.
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* The S. macrospora Sm9375 protein participates in fruiting body development

In a cross-species yeast two-hybrid screen, N. crassa NCU09375 was identified as an interaction
partner of PRO11 and SmMOB3. The homolog gene Sm9375 was isolated and cloned from S.
macrospora and sequence analysis revealed a 980 bp Sm9375 ORF containing a 96 bp and 122 bp
intron. The derived 253 aa Sm9375 protein exhibits a putative signaling sequence and a ®-site
which are both structural characteristics of GPI-anchored proteins. A Sm9375 gene deletion
resulted in a 50 % reduction of produced fruiting bodies in comparison to the wt. Therefore,
Sm9375 has influence on the number of produced fruiting bodies during sexual development.
Additional deletion of Sm9375 in the ASmmob3 strain by means of crossing partially

complemented the sterile ASmmob3 phenotype, indicating a genetic interaction of Sm9375 and
Smmob3.

This study for the first time verified protein complex formation of mammalian Striatin and Mob3
homologs from a filamentous ascomycete. Moreover the essential functional role of the fungal
protein complex during fruiting body development was shown. The obtained data substantially
contribute to the insight of the fundamental molecular networks controlling cellular differentiation
processes whose underlying components and their mode of action are at least partly conserved

from filamentous fungi to mammals.
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