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1. EINLEITUNG

Die Pityriasis versicolor gehoért zu den haufigsenegerbedingten Dermatosen weltweit
(Hay et al. 1998). Die Erkrankung besitzt verschreglCharakteristika wie das Auftreten von
hyperpigmentierter aber auch depigmentierter Lasipeine relative Unempfindlichkeit von
Depigmentierungen gegeniber UV-Licht, Fluoreszesiz Ldisionen im Woodlicht (311nm)
und ein in Relation zur Pilzlast nur gering ausggps entztndliches Infiltrat.

Als Ausléser der Pityriasis versicolor gelten Hefeler GattungMalassezia, in den
gemalRigten Breiten vor alleM. globosa (Crespo-Erchiga und Florencio 2006; Gaitanis et al.
2006; Nakabayashi et al. 2000), wahrend in trogisdRegionen auch. furfur eine starkere
Rolle spielt (Krisanty et al. 2008; Miranda et 2006; Dutta et al. 2002). Diese Pilze gehdren
zur residenten Flora aller Warmbliter.

Die Pathogenese der Erkrankung ist bislang unkimen moglichen Erklarungsansatz bietet
der von Mayser und Mitarbeitern entdeckte Tryptophbhangige PigmentstoffwechselNh
furfur, dessen Metabolite Eigenschaften aufweisen, die 8gmptomen der Pityriasis
versicolor entsprechen (Wroblewski et al. 2005;Heé et al. 2005a; Kramer et al. 2005b;
Kramer et al. 2004; Mayser und Pape 1998; Maysail.€1998b). Diese Pigmente konnten
bislang jedoch nicht aus Lasionen der Pityriasrsigelor isoliert werden.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der dtgzierung und Charakterisierung von
Genen, die mit der Pigmentbildung assoziiert siits sollen molekularbiologische
Werkzeuge entwickelt werden, die geeignet sind, dissammenhénge zwischen der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese und der iddrey aufzuklaren. AulRerdem wird
diskutiert, ob aus den Erkenntnissen Uber die gmiet Regulation des Tryptophan-
abhangigen Pigmentstoffwechsels neue pathogenetisonzepte und Therapieansatze fir

die Pityriasis versicolor hergeleitet werden kénnen

1.1. MalasseziaHefen

1.1.1. Taxonomie

Die Malassezia-Hefen gehéren zur residenten Flora der Warmbl(Mayser et al. 2008;

Raabe et al. 1998; Sloof 1970; Roberts 1969; Gamtafl960). Eine Teleomorphe der
Malassezia-Hefen ist bislang nicht bekannt. Aufgrund versdemer Charakteristika wie
Zellwandaufbau und Diazoniumblaureaktion wurden siem Phylum Basidiomycota



zugeordnet (Simmons und Ahearn 1987). Anhand newodekularbiologischer Erkenntnisse
lassen sie sich dem Subphylum Ustilaginomycotinardnen (Begerow et al. 2000). Hier
nehmen sie eine Stellung zwischen den Ustilagineteycund den Exobasidiomyceten ein
(Hibbett et al. 2007), sie kénnen keiner Klassaleutig zugeordnet werden (incertae sedis,
ohne Zuteilung einer Klasse). Basierend auf phggisthen, morphologischen und
genetischen Unterschieden lassen sich mittlerw&BeMalassezia-Spezies voneinander

abgrenzen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Derzeit bekannteMalasseziaSpezies und ihre Erstbeschreiber
Mit * gekennzeichnete Spezies wurden nur anhaneékotdrbiologischer Daten als eigenstandige Spezies

identifiziert.
MalasseziaSpezies Erstbeschreiber Referenzstamm (CBS)

M. furfur (Baillon 1889) CBS 1878
M. pachydermatis (Dodge 1935) CBS 1879

M. sympodialis (Simmons und Gueho 1990) CBS 7222
M. globosa (Gueho et al. 1996) CBS 7966
M. doofiae (Gueho et al. 1996) CBS 7956
M. restricta (Gueho et al. 1996) CBS 7877
M. obtusa (Gueho et al. 1996) CBS 7976
M. dermatis* (Sugita et al. 2002) CBS 9169
M. japonica* (Sugita et al. 2003) CBS 9431
M. yamatoensis* (Sugita et al. 2004) CBS 9725
M. nana* (Hirai et al. 2004) CBS 9557

M. equina* (Cabanes et al. 2007) CBS 9969

M. caprae* (Cabanes et al. 2007) CBS 10434

1.1.2. Morphologie

Die Form derMalassezia-Hefen variiert zwischen den einzelnen Spezies kagelférmig
(2,5-5um im Durchmesser) bis ellipsoid oder zylindrisch (¢b-3um, Lange 2,5-8m)
(Mayser et al. 2008). Hyphenbildung duidlalassezia-Spezies kann gelegentlichvivo und
in vitro beobachtet werden und wird unter anderem mit ddghdgenese der Pityriasis
versicolor in Zusammenhang gebracht (Gueho et 286;1 Sloof 1970; Gordon 1951a;
Gordon 1951b). Die Induktion der Hyphenbildung duspezielle Kulturbedingungen ist
jedoch schwierig und wurde nach Einfuhrung der neNemenklatur hauptsachlich fiu.
sympodialis (ATCC 44341 und ATCC 44031) beschrieben (Mayseal.eR008; Saadatzadeh
et al. 2001; Faergemann und Bernander 1981; NaP@uro et al. 1977).



Malassezia-Hefen besitzen eine relativ dicke Zellwand (0,12umit einem lamellenartigen
Aufbau (Mittag 1995; Breathnach et al. 1976; Kedti#66; Swift und Dunbar 1965) und
einem deutlich hoheren Lipidanteil (~15%) als arddefen wie z.BSaccharomyces spp. (1-
2%) (Mayser et al. 2008; Thompson und Colvin 1970).

1.1.3. Physiologie

Die Malassezia-Spezies, mit Ausnahme vav. pachydermatis, gehdéren zu den wenigen
obligat lipidabhangigen Mikroorganismen. Sie sind das Vorhandensein externer mittel-
bis langkettiger Fettsauren angewiesen (Maysel 2088; Ashbee und Evans 2002; Porro et
al. 1976; Wilde und Stewart 1968; Shifrine und Md®63; Benham 1939). Diese
Lipiddependenz wird auf einen Defekt in der Synéheer Myristinsaure zurickgefihrt
(Shifrine und Marr 1963)Malassezia-Hefen sind nicht in der Lage, Zucker zu fermemtier
(Benham 1939). Ansonsten stellbfalassezia-Hefen nur geringe Anspriche an Nahrstoffe
und Wachstumsbedingungen. So benétigen sie wedamifie noch Spurenelemente noch
Elektrolyte, und sie kdnnen Ammoniumsalze und eVielzahl von Aminosauren als
Stickstoffquellen verwenden (Mayser et al. 199&t)wohl sie in der Regel unter aeroben
Bedingungen kultiviert werden, kénnen sie auch unté&roaeroben bis hin zu anaeroben
Bedingungen Uberleben (Faergemann und Bernandé).198

Interspezifische Unterschiede in Bezug auf Stoffwgetleistungen, wie zum Beispiel die
Umsetzung verschiedener Fettsauren, die Katalasgakiund die Kulturbedingungen, wie
zum Beispiel die optimale Umgebungstemperatur, ghtiien die Unterscheidung einzelner
Malassezia-SpeziegdMayser et al. 1997a; Mayser et al. 1997b; Guehal.€1996; Guillot et
al. 1996). Anhand dieser Unterschiede kodnnen idelidalassezia-Hefen identifiziert
werden.

Mayser beschrieb 1998 erstmals die Bildung einefemn Spektrums von Pigmenten und
Fluorochromen, wenM. furfur mit Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle kuiéert wird
(Mayser et al. 1998b). In geringerem Umfang wiregseis Phanomen ebenfalls i
pachydermatis beobachtet, wéhrend die anderBtalassezia-Speziesmit Tryptophan als
alleiniger Stickstoffquelle keine Pigmentbildungzwb Uberhaupt kein Wachstum zeigen
(Mayser et al. 2004). Eine detalillierte Darstellundger Tryptophan-abhangigen
Pigmentsynthese findet sich in Kapitel 1.2.



1.1.4. Kultur

Aufgrund der zunachst unbekannten Lipiddependeniaéassezia-Hefen gelang die Kultur
erstmalig Anfang des 20. Jahrhunderts (Benham 1989)eignen sich lipidbeschichtete
Basalmedien wie Sabouraud-Dextrose-Agar oder spezipidhaltige Medien, wie z.B.
modifizierter Dixon (mDixon)- (Van Abbé 1964) odeeeming-Notman-Agar (Leeming et
al. 1989). Eine Anzucht in Flussigmedien ist ebkmfandglich, solange diese eine
Lipidquelle enthalten.

Auf Agarplatten bilden didalassezia-Spezieswveil3e bis cremefarben-gelbliche Kulturen mit
fruchtig-hefigem Geruch (Labows et al. 1979; VarbAld964). Luftmyzelbildung findet sich
nicht. Die Oberflachenbeschaffenheit der Kolonidhtgilweise als charakteristisch fur die
einzelnen Spezies (Gueho et al. 1996; Sloof 19a0; Abbé 1964)

1.1.5. Molekularbiologie

Erst kirzlich entschlisselt wurden die Genome Monestricta und M. globosa, welche unter
anderem als Erreger der Kopfschuppen gelten (DawsoR007; Xu et al. 2007). Bis dahin
gab es nur spérliche Informationen zur GenetikMalassezia-Spezies. Bis heute existieren
von M. furfur, auf welchem in der vorliegenden Arbeit das Haugémmerk liegt, lediglich
Sequenzinformationen zu den ITS- (internal trahectispacer) Regionen 1 und 2 (Makimura
et al. 2000), einem Chitin-Synthase-2- (Kano et1£199) und einem Cytochrom-b-Gen
(Biswas et al. 2001). Desweiteren sind die Gensezprevon mittlerweile 13 Allergenen aus
denMalassezia-Spezieseschrieben (Mayser et al. 2008; Limacher et d@72@ndersson et
al. 2004; Rasool et al. 2000; Onishi et al. 199@dhorg et al. 1999; Yasueda et al. 1998;
Schmidt et al. 1997), sechs davon finden sich auh furfur (Andersson et al. 2003; Onishi
et al. 1999; Yasueda et al. 1998). Kurzlich wurge @en- und Proteinsequenz einer Lipase
aus M. furfur beschrieben (Brunke und Hube 2006). Insgesamt Nkt furfur
molekularbiologisch kaum untersucht, es sind nunige molekularbiologische Methoden
und Protokolle fur diesen Organismus etabliert.

1.1.6. Epidemiologie

Obwohl dieMalassezia-Hefen als Kommensale der Warmbliter vorkommergezesie zum
Teil unterschiedliche Wirtspraferenzen (Mayser 1et2808). So wird die lipophile, jedoch
nicht obligat lipiddependente Hel. pachydermatis vorwiegend von der Haut und aus dem



aul3eren Gehodrgang domestizierter und wilder S&rgetind Vogel isoliert, jedoch selten
von menschlicher Haut (Chen und Hill 2005; Guilloid Bond 1999; Baxter 1976; Gustafson
1960). Die lipiddependenteMalassezia-Spezieswerden zwar haufiger von menschlicher
Haut isoliert, sie kommen jedoch auch bei Tieren (®andra et al. 2008; Crespo et al.
2002a; Crespo et al. 2002b; Raabe et al. 1998; Extral. 1997; Bond et al. 1996). Die
lipiddependenten SpeziesM. nana, M. equina und M. caprae, welche auf
molekularbiologischer Ebene enge Verwandtschaft Mu sympodialis zeigen, wurden
erstmals von der Haut von Tieren isoliert (Cabated. 2007; Hirai et al. 2004).
Entsprechend ihrer Lipidabhangigkeit finden sick Mialassezia-Hefen am menschlichen
Korper vorwiegend in den talgdrisenreichen Arealenvorderer und hinterer Schweil3rinne,
an Brust und Rucken, behaartem Kopf, Stirn und Mbsarinne (Leeming et al. 1989;
Faergemann et al. 1983; Roberts 1969). Die dightBssiedlung findet sich bei Menschen
zwischen Pubertat und dem drei3igsten LebensjanhiZeitspanne mit der hochsten Aktivitat
der Talgdriusen (Faergemann und Fredriksson 198er@lioet al. 1972), danach nimmt die
Besiedlungsdichte wieder ab (Cunningham et al. 1B@8Pgbrant und Faergemann 1988).

In den Veroffentlichungen finden sich unterschielali Angaben tber die Haufigkeit, mit der
die einzelnenMalassezia-Spezies von menschlicher Haut isoliert werdémalassezia
globosa, M. restricta undM. sympodialis scheinen am haufigsten auf gesunder Haut gefunden
zu werden, die anderen Spezies deutlich seltersili(i® et al. 2008; Sandstrom Falk et al.
2005; Tarazooie et al. 2004; Nakabayashi et al.0208spiroz et al. 1999). Diese
Unterschiede konnen durch verschiedene Entnahn-Kuilturtechniken mit bedingt sein,
aber auch durch geographische Gegebenheiten.

1.2. Tryptophan-abhangige Stoffwechselwege

1.2.1. Die Aminosaure Tryptophan und ihre Synthese

Tryptophan gehort neben Tyrosin und Phenylalanin den aromatischen der 20
proteinogenen Aminosauren. Ebenso wie im schwanhdia3e auch das Tyrosin absorbiert
Tryptophan UV-Licht mit einem Absorptionsmaximumi [B80nm. Fur den Menschen ist
Tryptophan eine essentielle Aminosaure, d.h. emkselbst kein Tryptophan herstellen.
Tryptophan dient dem menschlichen Organismus als@age zur Synthese von Serotonin

und Nicotinat (Vitamin B3). Es ist sowohl ketogda auch glucogen, was bedeutet, dass das



Kohlenstoffgerlst des Tryptophans wahrend des Ablsawohl in Acetyl-CoA als auch in

Pyruvat Uberfthrt werden kann (Berg et al. 2003).

Tryptophan wird von Pflanzen und Mikroorganismenf anahezu identische Weise

synthetisiert. Gemeinsame Vorstufe fir die dreinatischen Aminosauren ist Chorismat.
Dieses wird ausgehend von Phosphoenolpyruvat (efwischenprodukt der Glykolyse) und

Erythrose-4-Phosphat (einem Zwischenprodukt destoBephosphatweges) synthetisiert.
Uber Anthranilat und Indol wird aus Chorismat Tiypitan hergestellt (Berg et al. 2003;
Herrmann 1995; Radwanski und Last 1995; Miozzaail.e1978).

1.2.2. Tryptophanabbau in Mikroorganismen

Mikroorganismen konnen Tryptophan uber verschied&tetegien abbauen. Teile der
unterschiedlichen Abbauwege sind spezifisch fussl@iedene Eukaryoten und Prokaryoten,
es finden sich aber oft gemeinsame TeilschrittespCat al. 2006). So verfiigen neben den
Saugetieren auch Pilze und zumindest einige Ba&ktdiber die Fahigkeit, Tryptophan aerob
zu Kynurenin bzw. Anthranilat abzubauen und davamsgahend Nikotinsdure zu
synthetisieren (Berg et al. 2003; Kurnasov et @03a; Kurnasov et al. 2003b; Panozzo et al.
2002). Prokaryoten und Eukaryoten kann der ,Antia&iVeg” Uber unterschiedliche
Teilschritte auch zur Energiegewinnung dienen (Caspal. 2006; Colabroy und Begley
2005). In Bakterien werden uber den ,Anthranilatg/Vauch Katechole gebildet (Bouknight
und Sadoff 1975).

Ein weiterer Abbauweg fuhrt Gber die Desaminierdeg Tryptophans zu Indol-3-Pyruvat in
Bakterien, Pilzen und Pflanzen zu unterschiedlicB¢offwechselprodukten. Wahrend der
Kasereifung mit verschiedenebactobacillus-Arten anfallende Aromastoffe, aber auch
schlecht schmeckende und Ubel riechende  SubstanZzassen sich  auf
Tryptophanabbauprodukte zurickfihren (Gummalla Bnoladbent 1999)Saccharomyces
cerevisiae bildet Uber Indol-3-Pyruvat via Ehrlich-Weg den sElalkohol Tryptophol
(Hazelwood et al. 2008). Das pflanzliche Auxin Ih8eEssigsaure (IAA), welches auch von
einigen Bakterien und Pilzen gebildet wird, entstais Tryptophan Uber Indol-3-Pyruvat
(Spaepen et al. 2007; Brandl und Lindow 1996; Badsal. 1996; Badenoch-Jones et al.
1982; Kaper und Veldstra 1958). Die Rolle von Ir8dPyruvat im Tryptophan-abhéangigen
Pigmentstoffwechsel voll. maydis ist in Kapitel 1.2.4 dargestellt. IAA kann aucheiildie
Decarboxylierung von Tryptophan zu Tryptamin undiere Stoffwechselwege hergestellt
werden (Spaepen et al. 2007; Carreno-Lopez e0aD)2



1.2.3. Tryptophan als Grundlage biologisch aktiver Sekundémetabolite

Wahrend der Primarstoffwechsel einer Zelle unnbtel lebensnotwendige
Stoffwechselleistungen umfasst, dient der Sekutoffnsechsel der Synthese von
Substanzen, die fir das Uberleben der Art ledigligitteilhaft sind, indem sie die
Milieuanpassung und die Vermehrung beglnstigen,iesadie Konkurrenzfahigkeit und
Schadensabwehr verbessern. Zu Sekundarmetaboligdtdre;n beispielsweise Toxine,
Pigmente und Duftstoffe. Oft gehen Sekundarmettbolius den Intermediaten des
Primarstoffwechsels hervor.

Tryptophan kann als Ausgangssubstanz einer VielkahlSekundarmetaboliten dienen. Die
in Kapitel 1.2.2 erwéhnte Indolessigsaure (IAA) &h pflanzliches Wachstumshormon
(Spaepen et al. 2007). Auch einige Phytoalexine,vdin Pflanzen zur Abwehr pathogener
Organismen produziert werden, leiten sich vom Taghtain ab (Pedras et al. 2000), ebenso
die Ommochrome, die Augenfarbstoffe von Insekteth Kirustentieren (Oxford und Gillespie
1998). Auch zahlreiche Antibiotika und Zytotoxinasieren auf Tryptophan, darunter die
Vincaalkaloide Strictosidin, Vincristin und Vinbkas aus Catharanthus rosea (Kutchan
1995), Staurosporin und Rebeccamycin aus diversetm@dnyceten (Bush et al. 1987;
Omura et al. 1977) und Violacein a@hromobacterium violaceum (Balibar und Walsh
2006).

Zu den pilzlichen, auf Tryptophan basierenden Se#dumetaboliten zahlen diverse
Mykotoxine, wie die Fumitremorgene auspérgillus fumigatus, und die Ergotalkaloide, die
ausClaviceps purpurea, dem Mutterkorn, gewonnen werden kénnen (Kelleale2005). Zu
den pharmakologischen Wirkungen der Ergotalkalgieledren die Induktion von Krampfen,
GefalRverengung und Halluzinationen, was die Symatikmder Mutterkornvergiftungen
erklart. Die genetischen Grundlagen vieler diegeffi@echselwege sind inzwischen bekannt.
Viele Abkommlinge der Ergotalkaloide lassen siclitienweile synthetisieren. Sie finden
Anwendung in der Therapie des Morbus Parkinson. (€&bergolin, Pergolid), der Migrane
(z.B. Ergotamin), von Durchblutungsstérungen (zEBgotamin) und bis heute in der
Geburtshilfe (Ergometrin) — woher das Mutterkormee Namen hat. Ein als Halluzinogen
bekanntes und seit 1966 in den USA, seit 1971 int§ahland verbotenes Ergotalkaloid ist
das erstmals 1938 durch Hofmann synthetisierte [(ISi3ergsaurediethylamid) (Hofmann
1979).



1.2.4. Tryptophan-abhangige Pigmentbiosynthese iM. furfur

In 1998 wurde durch Mayser et al. erstmals ein agpan-abhéngiger Pigmentstoffwechsel
in M. furfur beschrieben. Kultiviert mam. furfur auf einem Mangelmedium, welches
Tryptophan als einzige Stickstoffquelle enthaltydvein braunliches Pigmentgemisch mit
grunlicher Fluoreszenz im UV-Licht gebildet (Maysral. 1998b). Dieses Pigmentgemisch
kann (Uber die Kopplung verschiedener Chromatogesghiahren in zahlreiche

verschiedenfarbige Einzelsubstanzen und Fluorocaraufgetrennt werden (Abbildung 1).

Tageslicht UV-Licht (311nm)

Abbildung 1: Dunnschichtchromatographische Auftrenrung des Pigments vom. furfur

Mittels Bioassays, die auf Grundlage Kklinischer @keeristika der Pityriasis versicolor
entwickelt worden waren, konnten einige Metaboidentifiziert werden, die verschiedene
Symptome der Pityriasis versicolor erklaren konrigapitel 1.3.4). Die Strukturformeln
einiger dieser Substanzen sind in den Abbildungen62abgebildet. In seiner Dissertation
entwarf Irlinger basierend auf Verfutterungsexpemten mit radioaktiv markierten
Tryptophanmolekilen Modelstoffwechselwege fir enigypophanmetabolite (Abbildung 7
und 8) (Irlinger et al. 2004; Irlinger 2002). Dezrgetische und enzymatische Hintergrund des

Stoffwechselweges iN. furfur ist bislang unbekannt.

Abbildung 2: Pityriacitrin Abbildung 3: Pityrialact on
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Abbildung 8: Modellstoffwechselweg Malassezin, diMalasseziaindole und -carbazole und Pityriacitrin
(rechts)

Von den Malassezia-Speziessind die Malassezia furfur-Stamme und einigéVlalassezia
pachyder matis-Stamme zum Tryptophan-abhangigen Pigmentstoffwetdbesfahigt (Mayser

et al. 2004). Mittlerweile konnten vergleichbareyftophan-abhéngige Pigmentstoffwechsel
in Ustilago maydis (Schering 2007) und anderen Brandpilzen (Mayer720Candida
glabrata (Mayser et al. 2007), Cryptococcen (Chaskes e2@)8), einigen Schwérzepilzen
(Nies 2006) und einigen Bakterienarten, z.B. Klelsn (Paris und Magasanik 1981),
nachgewiesen werden. lostilago maydis konnte gezeigt werden, dass Tryptophan hierzu
durch das Schlisselenzym Taml, einer TryptophamaAiransferase, in Indol-3-pyruvat
Uberfuhrt wird. Zumindest ein grofl3er Anteil die§arbstanzen kdnnen anscheinend spontan

aus Indol-3-pyruvat und Tryptophan entstehen (Zuthal. 2008).
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1.3. Pityriasis versicolor

1.3.1. Klinisches Erscheinungsbild

Die Pityriasis versicolor ist eine durchlalassezia-Hefen verursachte Dermatose. 1801
beschrieb Willan diese Erkrankung als erster urdilgaden Namen (Willan 1801).

Klinisch kdnnen zwei Varianten der PV unterschiedarden: die mit Hyperpigmentierung
einhergehende, ,klassische* Pityriasis versicoldirgmians) (Abbildung 9) und die hypo-
bzw. depigmentierte Variante Pityriasis versicativa (Abbildung 10) (Crespo-Erchiga und
Florencio 2006; Thoma et al. 2005; Gupta et al2200

Die hyperpigmentierte PV ist durch das Auftretemdiich-ovaler, teils konfluierender
Makulae in den seborrhoischen Arealen gekennzeigwoe Gudden 1853). Diese kdnnen
ein breites Farbspektrum aufweisen. Es werden igb#l rotliche tber braunliche, bis ins
Schwarze Ubergehende Lasionen beschrieben (Thoata2€05; Gupta et al. 2003; Gupta et
al. 2000; Sunenshine et al. 1998; Ruete 1928). HBjperpigmentierungen sind von einer
kleieformigen (pityriasiformen) Schuppung bedecHkdie leichte Abstreifbarkeit der
Schuppung von den Herden (,Hobelspanph&nomen‘Qhiatakteristisch fur die Erkrankung
(Besnier und Balzer 1882). Im Woodlicht (366nm)geei die hyperpigmentierten Herde eine
gelb-grine Fluoreszenz (Abbildung 11). Auch dieniklch nicht betroffene Umgebung der
Herde kann fluoreszieren, was ein FortschreitenEalkrankung anzeigen kann (Gupta et al.
2002).

Der Ubergang der Lasionen in langanhaltende Depitisrengen nach Abheilung der
hyperpigmentierten Form ist schon lange bekanm @adden 1853). Diese depigmentierte
Form wird als Pityriasis versicolor alba bezeichmetden meisten Fallen entwickeln sich die
depigmentierten Lasionen spontan im Anschluss arHgperpigmentierungen, insbesondere
unter dem Einfluss von UV-Licht (Thoma et al. 20@Gothamy et al. 1975; Lockshin
1973; Adamson 1949). Gelegentlich wird die Pitygasersicolor alba erst nach dem
Sonnenbad durch Ausbleiben der Ublichen Braune benfgloynahan 1976). Die weil3en
Lasionen der Pityriasis versicolor alba sind im &wexatz zu den Lasionen anderer
depigmentierender Erkrankungen nicht empfindligpEgentber UV-Bestrahlung als gesunde
Haut, sondern erweisen sich sogar als weniger lanfiiir Sonnenbrand (Abbildung 10)
(Larangeira de Almeida und Mayser 2006; Ruete 198&theim 1928; Kistiakovsky 1927).
Die pityriasiforme Schuppung kann insbesonderedlieren L&sionen fehlen (Thoma et al.
2005; Lockshin 1973).

11



Ein gleichzeitiges Vorkommen hypo- und hyperpignetér Herde ist moglich (Sunenshine
et al. 1998; Ruete 1933). Ein Abheilen der Pitysiagersicolor chromians ist auch ohne
zwangslaufiges Auftreten von Depigmentierungen mstiglel-Gothamy et al. 1975). Ebenso
kann die Pityriasis versicolor alba ohne vorangdeehlyperpigmentierungen entstehen.
Einige Autoren beschreiben Hypo- und Depigmentigeimsogar als eigenstandige Variante
der Erkrankung auf schwarzer Haut (Jeliffe und Baono 1954; Marples 1950; Pardo-
Castello 1932). Bei Kindern Uberwiegt die mit Hypdszw. Depigmentierungen
einhergehende Form (Bouassida et al. 1998).

In den gemaligten Breiten wird die Erkrankung hséghlich wegen der kosmetischen
Beeintrachtigung als storend erlebt (Gupta et @22. Gelegentlich klagen Betroffene tber
Juckreiz und Brennen besonders beim Schwitzen f6+Eschiga und Florencio 2006; Gupta
et al. 2002; Borelli et al. 1991). Die Erkrankurgjgt zu haufigen Rezidiven.

Abbildung 9: Pityriasis versicolor chromians
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Abbildung 10: Pityriasis versicolor alba

Reduzierte Empfindlichkeit der Lasionen gegenub¥tllicht (oben) bei ausbleibender Braunung (unten)
(Larangeira de Almeida und Mayser 2006).

Abbildung 11: Fluoreszenz der Lasionen im Woodlich{366nm)
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1.3.2. Diagnostik

Die Diagnose der Pityriasis versicolor erfolgt (egend klinisch anhand der typischen
Lasionen mit kleieférmiger Schuppung, Hobelspanph@&n und der charakteristischen
Fluoreszenz im Wood-Licht. Entscheidend fir die ddiase ist der Pilznachweis im
Nativpraparat aus lasionaler Haut. Wahrend sichgastinder Haut vorwiegend Sprosszellen
der Malassezia-Hefen finden, zeigt sich in der Mikroskopie detyRasis versicolor ein
charakteristisches Bild: breite, kurze segmentiertédyphen und traubenartigen
Sporenhdufchen aus 10-30 Einzelsporen, auch bemticdis ,spaghetti und meat-balls®.
Hyphenbildung kann zwar auch in gesunder Haut beabawerden (Roberts 1969), findet
sich hier jedoch wesentlich seltener als in erki@anklaut, so dass bei entsprechender Klinik
die Hyphen im Nativpraparat den entscheidenden Eisgeben.

Die Anlage einer Pilzkultur ist zur Diagnosefindumght hilfreich, da siciMalassezia-Hefen

als Bestandteil der residenten Flora auch auf gksuHaut finden. Sie ist jedoch aufgrund
der unterschiedlichen Stoffwechselleistungen emerel Spezies, z.B. der Assimilation
verschiedener Fettsduren, zur Identifizierung daslésenden Spezies von Bedeutung
(Mayser et al. 1997a; Mayser et al. 1997b; Guela. d1996; Guillot et al. 1996).
Differentialdiagnostisch kommen unter anderem Eagma, Chloasma, Pityriasis rosea oder
Tinea corporis und das Sekundarstadium der Syphillsrage, bei der Pityriasis versicolor
alba aufRerdem Pityriasis alba und Vitiligo. In tsghen Landern muss die Pityriasis

versicolor alba von Depigmentierungen bei Lepraegbgnzt werden (Olumide et al. 1990).

Abbildung 12: Nativpraparat der Pityriasis versicolor: Es finden sich Hyphen und Sprosszellen
(Uvitex- 2B Farbung)
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1.3.3. Epidemiologie

Die Pityriasis versicolor gehért zu den haufigstemit Pigmentverschiebungen
einhergehenden Hauterkrankungen (Sunenshine €198B) und ist eine der haufigsten
erregerbedingten Dermatosen weltweit (Hay et al98)9 Den Zusammenhang der
Erkrankung mit einem Pilz als Erreger erkannte &etit bereits 1846 (Eichstedt 1846). Die
Haufigkeit der Erkrankung variiert saisonal undioegl. So wird die Pravalenz der PV in
tropischen Regionen mit bis zu 50% beziffert (Magpl950). In den gemaligten Klimazonen
liegt bei 1-3% der dermatologischen Patienten Eevor, mit einem verstarkten Auftreten
wéahrend der Sommermonate (Crespo-Erchiga und Fimr@906; Gupta et al. 2003; Ashbee
und Evans 2002; Sunenshine et al. 1998).

Am hochsten ist die Besiedlungsdichte dbtalassezia-Hefen auf gesunder Haut
postpubertarer Jugendlicher und junger Erwachdegider Geschlechter; demgemal hat die
PV ihren Haufigkeitsgipfel in dieser Bevdlkerungggpe (Crespo-Erchiga und Florencio
2006; Gupta et al. 2004; Gupta et al. 2002). Emailiare Haufung der PV weist auf
genetische Einflisse hin (Hafez und el-Shamy 188&ke 1961).

Das Auftreten der PV kann durch bestimmte Fakttegiinstigt werden. Dazu gehoéren eine
anlagebedingte Hyperhidrose und das Tragen okldusiieidung oder die Applikation
fetthaltiger Kosmetika, welche zur Entstehung eileeght-warmem Milieus, Anderungen in
der CO2-Spannung und des pH-Werts fuhren kénneptéGet al. 2002; Sunenshine et al.
1998; Faergemann 1989; Faergemann und Bernand€; ¥9iig et al. 1978). Sportler
scheinen eine erhdhte Neigung zur PV aufzuweisemKiih 1990; McDaniel 1977). Auch
Allgemeinerkrankungen (Hashim und Elhassan 1994hdélerndhrung (Stein 1983) und die
Einnahme oraler Kontrazeptiva (Borelli et al. 199hy Steroide scheinen das Auftreten der
PV zu begunstigen (Ashbee und Evans 2002; Gupah 002; Burke 1961). Inwieweit die
Entstehung und Intensitat der PV durch Immunsupgprasbeeinflusst wird, ist umstritten.
Verstarkte und atypische Verlaufe wurden beobacfid@ineshvar und Hashimoto 1987;
Burkhart et al. 1981). Aly hingegen wies der PV eeiSonderstellung zu, da diese im
Gegensatz zu anderen Pilzerkrankungen bei AIDSt meimehrt auftrete (Aly und Berger
1996).
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1.3.4. Pathogenese

Welche der verschiedeneMalassezia-SpeziesErreger der Pityriasis versicolor ist, ist
umstritten. Zurzeit wird in den gemaRigten KlimagoniM. globosa als Hauptverursacher der
Pityriasis versicolor angesehen (Crespo-Erchiga Eiodencio 2006; Gaitanis et al. 2006;
Nakabayashi et al. 2000), in den tropischen Regicodeint auciM. furfur eine bedeutende
Rolle zu spielen (Krisanty et al. 2008; Mirandakt2006; Dutta et al. 2002).

Die Pathogenese der Pityriasis versicolor ist nigbklart. Eine wichtige Rolle wird der
Transformation der Organismen von der Hefeform Hkgphenstadium zugeschrieben
(Faergemann und Bernander 1979; McGinley et al.O19%0 liegt die Haufigkeit von
Hyphen bei Pityriasis versicolor-Patienten in Lasio bei 100%, in nicht-lasionaler Haut am
Kopf bei 50% und am Stamm bei 42% (McGinley et 1870). Zwar kénnen in Kultur
vereinzelte Hyphen gelegentlich auch spontan bdabaeverden (Gueho et al. 1996), die
Induktion ist jedoch schwierig und an aufwéandigdtfibbedingungen geknupft (Saadatzadeh
et al. 2001; Nazzaro-Porro et al. 1977). AuRerdemnte die Hyphenbildunm vitro bisher
nicht in allen Spezies demonstriert werden.

Fur die einzelnen Symptome der Pityriasis versicolexistieren verschiedene

Erklarungsansatze:

1.3.4.1. Erklarungsmodelle fir Hyperpigmentierung und Depigentierung

Die Hyperpigmentierung der L&sionen der Pityriasisrsicolor lange Zeit als eine
entziindliche Reaktion auf dialassezia-Hefen im Stratum corneum verstanden (Galadari et
al. 1992; Dotz et al. 1985). In histologischen UWsiiehungen der Erkrankung zeigt sich
jedoch trotz der oft hohen Pilzlast kein oder nur sehr wenig entzindliches Infiltrat
(Wroblewski et al. 2005; Sohnle und Collins-Lectv&9el-Gothamy et al. 1975; Charles et
al. 1973; Ruete 1933). Zudem lassen sich die witmdlichen farblichen Nuancen der
Lasionen nicht befriedigend durch ein entziindlicdBeschehen erklaren.

Auch ein Vorhandensein abnormer Melanosomen undhdelyten in lasionaler Haut wurde
als Erklarungsansatz postuliert (Karaoui et al.1198len et al. 1976; Charles et al. 1973).
Diese Beobachtungen wurden jedoch mittlerweile viedg. Neuere Untersuchungen haben
keine Unterschiede in Grél3e und Anzahl von Melammso und Melanozyten in gesunder
und in hyperpigmentierter Haut ergeben (Galadaslel992). Gegen eine Beteiligung von

Melanozyten spricht das Auftreten von Hyperpigmemtngen einer Pityriasis versicolor in
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Lasionen von Vitiligo (Dotz et al. 1985), da in ddautveranderungen bei Vitiligo gar keine
Melanozyten mehr existieren.

Ein weiterer Erklarungsansatz liegt in der Beobaehteines verdickten Stratum corneums
und dem Vorliegen zahlreicher Pilzelemente in hgggnentierten Arealen (Galadari et al.
1992; Karaoui et al. 1981).

Allen diesen Ansétzen ist gemein, dass sie keik&img fur das Auftreten der Fluoreszenz

der hyperpigmentierten Lasionen im UV-Licht bieten.

Auch fir die hypopigmentierte Variante der Pityisasersicolor existieren verschiedene
Erklarungsansatze. Zum einen wurden die Depignremigen lange Zeit als
Pseudoleukoderm angesehen, das durch die physhalislterwirkung von Schuppen- und
Pilzauflagerungen zustande kommt (Wertheim 1928;stig&iovsky 1927). Das
Sichtbarwerden der Depigmentierungen nach UV-Beking in vormals hyperpigmentierten
Arealen, sowie das Fehlen eines Erythems in daoffeten Gebieten nach UV-Bestrahlung
trotz Reaktion der umgebenden Haut wurden als Asguen fir das Vorliegen eines
physikalischen UV-Filters gewertet. Da die Depigtemingen jedoch auch in nicht
belichteter Haut und in schwarzer Haut auftretesliff@ und Jacobson 1954), bietet die
physikalische Filterwirkung allein keine ausreictienErklarung. Auch die trotz fehlender
Schuppung und erfolgreicher Eradikation der Erregirnur sehr zogerlich einsetzende
Repigmentierung und eine nachweisbare SchadigumgMs#ganozyten sprechen fir das
Vorliegen eines echten Leukoderms bei der Pitygiagrsicolor alba (Thoma et al. 2005;
Galadari et al. 1992).

Aufgrund histologischer und elektronenmikroskope&chUntersuchungen wird eine
Beeinflussung der Melanogenese durch den Erregawn. lseine Metabolite diskutiert
(Galadari et al. 1992; el-Gothamy et al. 1975).gJund Bohnert konnten eine Hemmung der
Tyrosinase, dem Schlisselenzym der Melaninbiosgethdurch einen Extrakt aus Schuppen
der Pityriasis versicolor nachweisen (Jung und Bohd976). Diese Wirkung wurde auf
Metabolite der Malassezia-Hefen, Dicarbonsauren, insbesondere die Azelarasau
zuruckgefuhrt, welche als Inhibitoren der Tyrosendangieren (Nazzaro-Porro und Passi
1978). Spatere Untersuchungen ergaben jedoch, dias&zelainsaure keine Wirkung auf
normale Melanozyten zeigt, und so eine VerursactdergDepigmentierungen bei Pityriasis
versicolor unwahrscheinlich erscheint (Robins et1@B5; Breathnach et al. 1984). Von de
Luca wurde eine Schéadigung der Melanozyten durpbperoxide und ihren Nebenprodukten
angenommen (De Luca et al. 1996). Da Lipoperoxigseoch regelmallig aldalassezia-
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Kulturen isoliert werden und di®lalassezia-Hefen als Kommensale auf menschlicher Haut
vorkommen, miuisste eine Schadigung der Melanozyteih daraus resultierender
Depigmentierung bei jedem Menschen in nhMalassezia-Hefen besiedelten Arealen

vorkommen.

1.3.4.2. Metabolite des Tryptophan-abhéangigen Pigmentstoftlsels als

Erklarungsmodell fir die Symptome der Pityriasisrgecolor

Ein neuer Erklarungsansatz fur die verschiedeneardkkeristika der Pityriasis versicolor
konnte sich aus dem von Mayser et. al beschriebefeyptophan-abhéngigen
Pigmentstoffwechsel ergeben (Mayser et al. 199&y). kdonnen die unterschiedlichen
Farbschattierungen der Hyperpigmentierungen durab dariierenden Anteile der
verschiedenfarbigen Einzelsubstanzen im Pigmenggmbegrindet sein. Aul3erdem zeigt
das Pigmentgemisch eine gelblich-grine FluoresmenV-Licht.

Verschiedene Metabolite konnen bei der Entstehueg Repigmentierungen eine Rolle
spielen. Einige Substanzen, wie beispielsweise K&dtassezin, Malasseziaindol A und 052,
zeigenin vitro eine Hemmung der Tyrosinase (Kramer et al. 200dnTa 2003; Dahms et al.
2002). AuBerdem konnte mit Malassezin ein Arylhgdinbonrezeptor-Agonist identifiziert
werden, der Apoptose in menschlichen Melanozytdozreren kann (Kramer et al. 2005b).
Auch fur das fehlende, bzw. gering ausgepragteliedtche Infiltrat bietet der Tryptophan-
abhangige Pigmentstoffwechsel eine Erklarung. DigriBrubine A, B und C sind selektive
Inhibitoren des granulozytaren Bursts und konnenilmr antiinflammatorisch wirksam sein
(Kramer et al. 2005a).

Die im Vergleich mit anderen depigmentierenden &mnkungen deutlich reduzierte
Empfindlichkeit gegenltber UV-Licht kann unter aretardurch Pityriacitrin bedingt sein.
Pityriacitrin zeigt eine, wenn auch relativ schwaclJV-Filterwirkung (Gambichler et al.
2007; Mayser et al. 2002; Mayser und Pape 1998).

Bislang ist es nicht gelungen, die Pigmente austddauppen an Pityriasis versicolor
Erkrankter zu isolieren. Auch ist der Tryptophamdéfgige Pigmentstoffwechsel nur .
furfur und einigen M. pachydermatisStammen beobachtet worden, so dass der
Zusammenhang zwischen Pigmentsynthese und Pattssgeter Erkrankung noch nicht

bewiesen werden konnte.
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2. PROBLEMSTELLUNG

Hefen der Gattuniylalassezia gelten als Erreger der Pityriasis versicolor, elmaufigen, mit
Pigmentverschiebungen einhergehenden Dermatoseurilngst fuM. furfur beschriebene
Tryptophan-abhangige Pigmentstoffwechselweg bietetplausibles Erklarungsmodell fir
die verschiedenen Charakteristika der Erkrankunghd® konnte ein Zusammenhang des
Pigmentstoffwechsels mit der Erkrankung jedoch niwdichgewiesen werden. Zudem sind

die Malassezia-Hefen bislang kaum molekularbiologisch untersucht.
Daraus ergaben sich flir die vorliegende Arbeitdalie Fragestellungen:

1. Lassen sich mittels cDNA-Subtraktions-Verfahren re@ld der Pigmentsynthese

differentiell exprimierte Gene nachweisen?

2. Um was fur Gene handelt es sich und finden sich ¢logien zu Genen aus Pigment-/

Tryptophan-/ Indolalkaloidstoffwechselwegen and€eganismen?

3. Gibt es Sequenzen, die in den Modellstoffwechselnach Irlinger et. al. eingeordnet

werden konnen?

4. Lassen sich molekularbiologische Verfahren zur Espionsanalyse differentiell

exprimierter Sequenzen sowie Housekeeping-Genbestan?

5. Lassen sich Sequenzen identifizieren, die fiur &berprifung in lasionaler Haut bei

PV geeignet sind (stabile Expression Uber einegdarZeitraum)?

6. Lassen sich bei einer interessanten Sequenz uethdifousekeeping-Gen genomische

Sequenz und Open Reading Frame identifizieren?

7. Lassen sich gleichzeitig Grundlagen fir weiterfillgiee Untersuchungen wie die
Erarbeitung eines Transformationssystems zur hageolo Genrekombination fur die

Malassezia-Hefen erarbeiten?

8. Wie lassen sich die hier gewonnenen Ergebnisse ien Ehtschlisselung der

Pathogenese der Pityriasis versicolor integrieren?
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3. MATERIALUND METHODEN

3.1. Vorarbeiten Dritter

3.1.1. cDNA Subtraktion

Hort et al. haben unter Verwendung des PCR-Sel&idi*cSubtraction Kits (Clontech, Saint-
Germain-en-Laye, F) eine cDNA-Subtraktion zur Etlmitg wahrend der Tryptophan-
abhangigen Pigmentsynthese differentiell exprirarer®equenzen publiziert (Hort et al.
2008). In Abbildung 13 ist eine Ubersicht des Veréms abgebildet. Die cDNA-Subtraktion
ermoglicht ohne Kenntnis des Genoms die selektivapliizierung solcher mRNA-
Transkripte, die von der einen Population exprimieerden (Tester), jedoch in einer
Kontrollpopulation (Driver) nicht vorkommen. Ausgaid von der Annahme, dalsk furfur
bei Pigmentbildung die Transkription von Genen leghliert, die in nicht pigmentbildenden
Kulturen nicht oder kaum exprimiert werden, wurde Besterpopulatiom. furfur in Trp-
Medium kultiviert und mitM. furfur in Arg-Medium als Driverpopulation verglichen.

Die Pigmentbildung der Trp-Kulturen wird nach et Stunden sichtbar. Da die
Hochregulation der beteiligten Gene schon deutliciher beginnen muss, wurde die
Subtraktion 3 Stunden und 5 Stunden nach Pigmarkirah durchgefuhrt.

Hort et al. inserierten die bei den Subtraktionefallenden Sequenzen in TOPOII-Vektoren
(Invitrogen, Mannheim, D) und transformierten sieHscherichia coli (DH5a, Invitrogen).
AuBBerdem wurden aus einer gelelektrophoretischefiréxunung der subtrahierten cDNAs
prominente Banden ausgeschnitten uné.inoli transformiert. Da bei der Subtraktion neben
den differentiell exprimierten cDNAs auch ein sogemter Background aus nicht differentiell
exprimierten Sequenzen zu erwarten ist (Gurskayal.ei996; Diatchenko et al. 1996),
wurden die 5-Stunden-Sequenzen mittels reversemthélor Blot auf differentielle
Expression gescreent und differentiell exprimidémeerts sequenziert.

Bestandteil der vorliegenden Dissertation sind ®@aneening und Sequenzierung der ,3-
Stunden-Klone* und der Klone, die die ausgeschmetteBanden trugen, dartber hinaus die
Sequenzanalyse und die Abgleiche der Sequenzererb&eitpunkte in entsprechenden
Gendatenbanken.
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» Zwei Tester-Populationen mit verschiedenen
Driver cDNA (in excess) Tester cDNA with adaptor 2

S — Adaptoren, Driver cDNA hat keine Adaptoren

» Angleichung und Anreicherung van

differentiell exprimierten Sequenzen

» Generierung von Templates fur die PCR-

Amplifikation differentiell exprimierter Sequenzen

a,bcd+ e

g

» Unterdriickungs-PCR (nur differentig|

N = | exprimierte  Sequenzen werden exponentiell
N = amplifiziert)
——— » Reduzierung von Hintergrund und weitere
© e——tth Anreicherung von  differentiell  exprimierten
l e i Mo Sequenzen

a, d  no amplification

E ) b=+b' no amplification
¢ linear amplification

e exponential amplification

Abbildung 13: Schematische Darstellung der cDNA-Subaktion
(Diatchenko et al. 1996)

3.2. Anzucht und Kultivierung von Mikroorganismen

Lebende, vermehrungsfahige Mikroorganismen wurdets sunter einer Laminar Airflow
Sicherheitsarbeitsbank (Geratetyp UVUB1200, UnipguMartinsried, D) unter sterilen
Bedingungen gehandhabt. Glasgegenstéande (SchoittizMa), Verbrauchsmaterialien und
Lésungen und Medien wurden, soweit moéglich, vor iBeang autoklaviert (Autoklav 23,
Melag, Berlin, D). Temperaturempfindliche Substanzevurden sterilfiltriert (Millex

Spritzenfilter, 0,22um, Millipore, Schwalbach, D).
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3.2.1. Anzucht und Kultivierung von E. coli

3.2.1.1. Festmedium

Freundlicherweise stellte Frau Dr. Hort die vonblreits inE. coli inserierten Sequenzen aus
der nach 3 Stunden durchgefihrten cDNA-Subtrakfiondie weitere Untersuchung zur
Verfigung. Da der verwendete TOPO Il Vektor als eBwbnsmarker eine
Ampicillinresistenz enthalt, wurden die Bakteriemf &B-Amp-Agar in Petrischalen (10cm
@, Nunc, Roskilde, DK) verimpft. Es wurden friscKalturen, die Gber Nacht bei 37°C im
Brutschrank (Heraus Typ B6200, Thermo Fisher SiienBonn) herangezichtet worden

waren, verwendet.

LB-Amp-Agar (Amp.- 100ml Ampicillin-Stamml6sung 1ml
Konzentration 50pug/ml) m il i
Ampicillin-Natriumsalz (Roth) 50mg
LB-Agar* (Roth, Karlsruhe, D) 49 In 1ml Aqua dest I6sen, sterilfiltrieren
Mit Aqua dest auf 100ml auffllen Aufbewahrung bei —20°C
nach Autoklavieren und Abkuhlen auf ca. 50°C
Ampicillin-Stammlésung 100pl

*Zusammensetzung LB-Agar gemaf Herstellerangaben:
Trypton 10g/l, Yeast Extract 5g/I, NaCl 10g/I, Ades g/l

3.2.1.1.1 .Klonierung

Von der urspriinglichen LB-Amp-Agar-Platte mit deB+Stunden-Transformanten® und den
.Gelbanden-Klonen* wurden Einzelkolonien gepickip@tenspitzen, Sarstedt, Nimbrecht,
D) und auf durchgehend nummerierte Felder aufgacLB-Amp-Platten verimpft. Diese

Nummerierung wurde wéhrend aller Versuche beibehalt

3.2.1.2. Flissigmedium

In Flissigmedium, LB-Amp-Broth, ebenfalls mit Amglia als Selektionsmarker, wurden
die E. coli Bakterien tiber Nacht bei 37°C kultiviert.

LB-Amp-Broth 100ml
LB-Broth* (Roth) 2,59
Mit Aqua dest auf 100ml auffillen
" nach Autoklavieren und Abkiihlen auf ca. 60°C
Ampicillin-Stammldsung 100pl
*Zusammensetzung LB-Broth gemaf Herstellerangaben:
Trypton 10g/l, Yeast Extract 5g/l, NaCl 10g/I
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3.2.1.3. Konservierung in Glycerinstocks

Die E. coli-Klone wurden in nummerierten 96-Well-Platten (@eziBio-One, Frickenhausen,
D) konserviert. Dazu wurde jedes Well mit 100u| AByp-Broth beflllt und mit je einerg.
coli-Klon beimpft (Pipetten: Feinpipetten Research 10Hd, 10-100ul, 100-1000u! und
Feinpipetten Research Pro 0,5-10ul, 5-100ul, Eppéntiamburg, D). Die Platten wurden
bei 37°C Uber Nacht im Wasserbad (Typ 1092, GFlgedel, D) inkubiert. Anschliel3end
wurden die Kulturen mit Glycerin (85%) (Roth) im NMéltnis Glycerin : LB-Broth 1,5 : 1
versetzt und fur eine Stunde auf Eis gestellt. Ruébewahrung erfolgte bei —70°C.

Sollte wahrend der Ubernachtkultur nicht genug gdwsan sein, wurden die entsprechenden
Kulturen bei 4000rpm 5 Minuten zentrifugiert (Tigemtrifuge 5415D, Eppendorf,
Hamburg). Das Pellet wurde in 100ul LB-Broth gelést mit 150ul Glycerin tGberschichtet
und wie oben beschrieben eingefroren.

FUr spatere Arbeitsschritte wurde zur Wiederanzudtivas Flissigkeit aus den
Glycerinstocks entnommen, auf LB-Amp-Agarplattesgastrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

3.2.2. Anzucht und Kultivierung von Malassezidurfur

3.2.2.1. Festmedien

Malassezia furfur CBS 7019 wurde auf modifiziertem Dixon-Agar angd#at (Gueho et al.
1996). Hierzu wurde von der urspringlichen Agatplatzw. aus in Flussigstickstoff
eingefrorenen Kulturen, mit einem sterilen Watteskien (Karl Beese, Barsbuttel, D) etwas
Pilzmaterial entnommen und gleichméaRig auf einelenePlatte ausgestrichen.

Zur Erhaltung der Kulturen wurden diMalassezia spp. alle 2 Wochen neu ausgestrichen.
Nach einigen Monaten wurden die alten Kulturen wefen und die Pilze frisch aufgetaut.

mDixon-Agar 100ml
Malzextrakt (Merck) 3,69
Ochsengalle(Merck) 29 -
AgarAgar(Merck) 1,29 Chsl?;i]n;ﬁggﬂlncgl- 50mi
Pepton (us Casein) (Merck) 0.69 Chloramphenicol (Merck) 312,5mg
Cycloheximid (Merck) 0,049 ’

In 50ml Aqua dest losen, sterilfiltrieren

Chloramphenicol-Stammlésung  0,8ml (5mg) ——
sterilfiltrieren

mit Aqua dest auf 100ml auffullen

nach Autoklavieren und Abkuhlen auf ca. 60°C

Tween 40 (Sigma-Aldrich, Iml
Miinchen, D)
Olivendl (Apotheke des 400ul

Universitatsklinikums)
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3.2.2.2. Flussigmedien

Fur 400 ml 1b-Flussigkultur wurden 5-8 Platten Z&ge alter Dixon-Kulturen mit einem
sterilen Metallspatel entnommen, mit 10 ml 0,9% Nba&sung (B. Braun, Melsungen, D)
gewaschen (3.500rpm fur 5min.) und die Pellets austéim 1b-Glycinflissigmedium gelést.
Nach 2-5 Tagen konnten diese Kulturen fur Versuaaendet werden. Sollten Kulturen in
Pigmentinduktionsmedium (1b-Trp-Medium) bzw. 1b-AMgdium Uberfihrt werden,

wurden je 200ml Glycinkultur fir 400ml Trp-/Arg-Mean abzentrifugiert und in 10 ml 0,9%
NaCl-Losung gewaschen und anschlie3end im entsgpmdeim Medium geldst.

1b-Gly-Flussigmedium 100ml
1b-Flissigmedium 100ml
1b-Flussigmedium 100ml 15mM Glycin (Sigma-Aldrich) 0,119
KH2PO4 (Merck) 0,19
MgSO04 (Merck) 0,059 1b-Arg-Flussigmedium 100ml
15mM der jeweiligen Aminoséure 1b-Flissigmedium 100ml
_mit Aqua dest auf 100ml auffiilen 15mM Arginin (Sigma-Aldrich) 0,269
nach Autoklavieren und Abkihlen auf ca. 60°C
Chloramphenicol-Stammlsg. 2ml (0,01259) 1b-Trp-Flissigmedium 100ml
Tween 80 (Sigma-Aldrich) 3ml 1b-Fliissigmedium 100ml
15mM L-Tryptophan (Sigma- 0,39
Aldrich)

3.3. Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wurden gei®@afhbrook et. al (Sambrook und
Russel 2001) durchgeflhrt.

3.3.1. Isolation von Nukleinsauren

3.3.1.1. Isolation von Plasmid-DNA au&. coli

Die Plasmidextraktion wurde mit. coli Zellen aus 1 ml LB-Broth durchgefihrt. Dazu wurde
der jeweilige Klon gepickt und tber Nacht in 1 r8hfelock Tubes, Eppendorf) LB-Broth bei
37°C unter Schatteln im Wasserbad inkubiert. Di¢tiden wurden fir 25 sek bei 13.000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. DdePeurde durch vortexen (Vortex Genie,
Bender & Hobein, Zurich, CH) in 300ul ,P1“-Lésungsuspendiert, welcher zur Elimination
von RNA zuvor RNAse A zugesetzt worden war. Naclyahe der Losung ,P2“ wurden die

Zellen durch vorsichtiges Schitteln lysiert. AngeRénd wurden die hochmolekulare
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genomische DNA und die Proteine durch Zugabe vothukKacetat-Lésung ,P3“ und
anschlielBender Zentrifugation fur 5min bei 13.0@0nrgeféllt. Die Plasmid-DNA im
Uberstand wurde mittels Zentrifugation fur 10mini B8.000rpm in 0,8vol.% Isopropanol
(Merck) gefallt. Das Pellet wurde in 70% Ethanob(® gewaschen (5min. bei 13.000rpm),
luftgetrocknet und anschlie3end in 20p0Haufgenommen.

P2 (Lysis-L6sung) 200ml
200mM NaOH (Merck)  40ml 1M NaOH

P1 (RNAse-A-L6sung) 200ml 1% SDS (Merck) 20ml SDS 10%
50mM Tris-HCI (Roth) 1219 mit Aqua dest auf 200 ml auffillen
10mM EDTA (Sigma) 0,749
mit Aqua dest auf 200 ml auffullen
pH mit NaOHauf 8,0 einstellen P3 (Prazipitations-Losung) 200ml
Nach Autoklavieren und Abkuhlen auf ca. 60°C 3M Kaliumacetat (Roth) 58,89¢g
0,01% RNAse A(Sigma) 0,02g pH mit NaOH auf 5,5 einstellen

mit Aqua dest auf 200 ml auffillen

3.3.1.2. Isolation von genomischer DNA aus Malassez#tefen
3.3.1.2.1.Phenol-Chloroform-Methode

Von einer 2-5 Tage alteMalassezia-Kultur in Glycin-Flussigmedium wurden 5-10ml
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 500ul Aquatdgd6st und fur 5 sek zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Pellet im oksth Wasser mittels Vortex resuspendiert.
Nach Zugabe von 200ul Lysis-Solution und 300ug ssalregewaschenen Glassbeads
(Sigma-Aldrich) wurde das Gemisch kurz gevortextd uB00ul Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (Roth) zugefiigt. Nach Uberpriifungssl beim Vortexen keine Fliissigkeit
aus dem Tube austrat, wurde die Probe fur 30 mévorgext und 200ul TE-Puffer
hinzugefiigt. Die Probe wurde bei 13.000rpm fur 5aentrifugiert, und die obere Phase in
ein neues 1,5ml Tube Uberfiihrt. Die enthaltene DINAde in 96% Ethanol (Riedel-de Haen,
Seelze, D) fur 1 Stunde bei -20°C gefallt. Ansdbdied wurde die Probe fir 5min bei
13.000rpm zentrifugiert und der Uberstand verwarfggin RNAse-Verdau wurde
durchgefuhrt, indem das Pellet in 400ul TE-Puffetogt wurde, 3ul RNAse A-Losung
zugegeben wurde und das Gemisch fur 30 min bei 3°@eschuttelt wurde (Thermomixer
Comfort, Eppendorf). Im Anschluss wurde die DNA rh@ul einer 4M Ammoniumacetat-
Lésung in 1ml 96% Ethanol fir mindestens 30 min-BérC prazipitiert. Eine Lagerung der
Probe bei -20° Gber Nacht war ebenfalls moglichsdillie3end wurde die Probe fiir 5min bei
13.000rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfenl aias Pellet luftgetrocknet. Das Pellet
wurde in 50ul Agua dest aufgenommen.
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1M Tris pH 8,0 200ml TE 10x 500ml

1M Tris-HCI 31,52¢g 1M Tris-HCI 78,8
mit Aqua dest auf 100 ml aufflllen 0,01 M EDTA 18,69
mit NaOH pH auf 8,0 einstellen pH mit NaOH auf 7,5-8,0 einstellen
mit Aqua dest auf 200 ml auffillen mit Aqua dest auf 500 ml auffillen
5M NacCl 100ml 4M Ammoniumacetat-Lésung 100ml
5M NaCl 29,29 4M Ammoniumacetat (Roth) 30,89
mit Aqua dest auf 100 ml auffullen mit Aqua dest auf 100 ml auffllen
Lysis-Solution 100ml 0,5M EDTA 100ml
2% TritonX 100 (Sigma) 2ml 0,5M EDTA 18,69
1% SDS 10ml SDS 10x pH auf 8,0 einstellen
100mM NaCl (Roth) 2ml 5M NacCl mit Aqua dest auf 100ml auffillen
10mM Tris (Roth) 1ml 1M Tris, pH8
1mM EDTA 200p1 0,5M EDTA

mit Aqua dest auf 100 ml auffullen

3.3.1.2.2.Qiagen QlAamp DNA Mini Kit

Das Qiagen QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Durde gemald Herstellerangaben
verwendet. Eine reiskorngrol3e Menge Pilzkultur veuird 180ul ATL-Puffer mittels Vortex
suspendiert. Nach Zugabe von 20ul Proteinase K evdrel Zellwandlyse fur mindestens 30
min bei 56°C im Thermomixer durchgefuhrt. Zwischerah wurde die Probe wiederholt
gevortext. Die Probe wurde kurz anzentrifugiert, Bamtikel vom Rand des Tubes abzul6sen,
und 200ul AL-Puffer dazugegeben. Nach griindlicheontéken wurde die Probe bei 70°C
fur 10 min inkubiert. Nach Zugabe von 200ul Etha@6% wurde das komplette Gemisch
inklusive aller festen Bestandteile auf ein Sauiclygegeben und bei 8000rpm fur 1min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in einem Collen-Tube aufgefangen und verworfen.
Nach Zugabe von 500ul AW1-Puffer, Zentrifugatiom &00rpm fur 1min und nochmaligem
Verwerfen des Durchflusses, wurden 500ul AW2-Pulfaf das Séaulchen gegeben. Nach
Zentrifugation bei 13.000rpm fur 3 min. wurde dasulghen in einem neuen C-Tube noch
einmal fur 1min. bei 13.000rpm zentrifugiert undeim sauberes 2ml Tube gesetzt, da keine
Reste von AW2-Puffer in der DNA enthalten sein diirfDie DNA wurde fir 5 min. bei RT
mit 100ul Aqua dest. aus dem Séaulchen geldst, minefheit das Saulchen noch einmal mit
100l Aqua dest fur 15min stehen gelassen undeditiahe DNA durch Zentrifugation bei
8000rpm fur 1min heraus gewaschen. Dieses Protekgélb jedoch eine geringere Ausbeute
als die Phenol-Chloroform-Methode und wurde nurwesrdet, wenn in kurzer Zeit eine

geringe Menge DNA bendtigt wurde.
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3.3.1.3. Isolation von Gesamt-RNA aus MalasseZiafur

Verschiedene Protokolle wurden auf ihre Anwendbiadkei M. furfur Gberprift, da dieser
Organismus bislang molekularbiologisch kaum untsist. Entsprechend mussten gangige
Protokolle und Herstellerprotokolle, zum einen an @rganismus, zum anderen aber auch an
die Gegebenheiten und Mdglichkeiten unseres Ladogepasst werden. Da aus der Gesamt-
RNA mRNA isoliert werden sollte, wurde bei der Erdkiung des Protokolls Wert auf die
Isolation moglichst grol3er Mengen mdglichst reiR&IA gelegt.

Der Umgang mit RNA erforderte besondere Vorsichfsmaamen zur Vermeidung einer
Kontamination mit RNasen. So mussten alle Arbeitéfen, Pipetten und Gerate regelmalig
mit RNase AWAY (Roth) abgewischt und die Handschut@ifig gewechselt werden.
AulRerdem wurden RNase freie Pipettenspitzen mieiS{MultiGuard, Roth) verwendet. Die
Verbrauchsmaterialien mussten die HerstellerangRiNase frei tragen. Selbst angesetzte
Puffer und Lésungen, sowie das Aqua dest. wurdern Madglichkeit mit DEPC (Roth)
behandelt. Die RNA wurde zwischen den einzelnerefsbchritten stets auf Eis gestellt, um

einer Degradierung bestmdglich entgegenzuwirken.

Folgende Protokolle wurden geprift:
1. Hot Phenol
2. PeqGold RNAPure Herstellerprotokoll
3. PeqGold RNAPure fir C. glabrata modifiziert

3.3.1.3.1.Hot Phenol

Es wurden 50 ml abzentrifugierte und bei -70°C gette Flissigkultur in einem 2ml Tube in
440ul TE aufgetaut. Es wurden 60ul 10%SDS und 5@0065°C erwarmtes Phenol (Roth)
zugegeben und das Gemisch fur 10min. bei 65°C imrmibblock geschittelt. Das Tube
wurde in Flussigstickstoff gegeben, bis das Phansekristallisierte. AnschlieRend wurde bei
10.000rpm fur 10 min zentrifugiert. Die obere wégsrPhase wurde in ein neues Tube
dberfuhrt und die Prozedur mit heilem Phenol, kgsskstoff und Zentrifugation
wiederholt. Die obere wassrige Phase wurde in eures Tube Uberfihrt, mit dem gleichen
Volumen PCI gemischt und fir 5 min bei RT steheraggen. Das Gemisch wurde mit
10.000rpm zentrifugiert. Die obere wassrige Phasele/mit 0,8 vol.% Isopropanol und 2ul
Glykogen (40ug) (Roche, Mannheim, D) versetzt, Y0mentrifugiert und mit Ethanol 70%
gewaschen. Das Pellet wurde an der Luft getrockimet20ul RNase freiem Wasser

aufgenommen und bei -70°C gelagert.
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3.3.1.3.2.PeqGold RNAPure Herstellerprotokoll

Die Halfte einer 50ml Flussigkultur, die abzentgiert und bei -70°C gelagert worden war,
wurde mit 5ml PeqGold RNAPure (PegLab, Erlangen, g@mischt und auf vier 2ml
Eppendorf Tubes aufgeteilt. Es wurden ungefahr 8&gegewaschene Glassbeads zugefligt
und 15 min. gevortext. Die Probe wurde fir 5 min R€ stehen gelassen und fur 10min bei
11.600rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand veuid ein neues Tube Uberfiihrt und
0,2ml Chloroform (Merck) je eingesetztem Millilitd?eqGold RNAPure zugegeben. Die
Proben wurden fir 15sek kraftig geschuttelt undSHLOmIn auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurde fur 5min bei 11.600rpm und 4°C zentrifugiddie obere Phase wurde in ein neues
Tube Uberfuhrt. Die Préazipitation der RNA erfolgigt dem gleichen Volumen Isopropanol,
dem 20ug Glykogen pro ml eingesetztem PeqGold RNABaigeflgt wurden. Die Proben
wurden fir 15min bei 4°C inkubiert und anschliediad 10min bei 11.600rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen unds deellet zweimal in Ethanol 70%
gewaschen und bei 11.600rpm und 4°C fur 10min degtert. Das Pellet wurde an der Luft
getrocknet und in 20ul RNase freiem Wasser gelost.

3.3.1.3.3.PeqGold RNAPure fur C. glabrata modifiziert

Das fur C. glabrata modifizierte Protokoll entsprach weitgehend demq®ad

Herstellerprotokoll. Jedoch wurde die Probe nacimbigenisierung durch Vortexen mit den
Glassbeads statt fur 5min fur 15min bei Raumtentperstehen gelassen, und die erste
Zentrifugation wurde auf 15min verlangert. Aul3erdemrde nach Zugabe des Isopropanols

auf eine Inkubation fir 15min verzichtet.

3.3.1.3.4.0Optimiertes Protokoll

Die oben beschriebenen Verfahren ergaben entwedemwenig oder sogar komplett
degradierte RNA. Ausgehend vom Herstellerprotoikoh PeqGold RNAPure wurde fir die
Isolation von RNA au$/. furfur das folgende Protokoll erarbeitet: Je 50ml Fligdigr von
M. furfur wurden in 50ml Cellstar-Polypropylenréhrchen (@egi Bio-One, Frickenhausen,
D) abzentrifugiert und in Flussigstickstoff eingafn. Die Lagerung erfolgte bei -70°C. Ein
tiefgefrorenes Zellpellet aus 50ml Kultur wurde7i@Oul Lysis-Solution und 40ul Proteinase
K-Stammlésung suspendiert und auf vier 2ml Tubdgedailt. Die Zellwandlyse wurde bei
65°C fir 15min im Thermomixer durchgefihrt und &ig gestoppt. Die Proben wurden mit

je Iml PeqGold RNAPure versetzt, per Vortex gentisaind 15min bei Raumtemperatur
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inkubiert. Nach Zugabe von 200ul Chloroform wurdk& Proben wieder gut gemischt und
far 15min bei 11.200rpm zentrifugiert. Die obereaBd wurde in ein neues Tube Uberfihrt
und die gleiche Menge Phenol-Chloroform-lsoamylbtdo (25:24:1) beigefiigt. Nach
grundlichem Vortexen wurden die Proben bei 11.280fjr 10min zentrifugiert. Die obere
Phase wurde in ein neues Tube uberfuhrt und die RWA,8 vol.% Isopropanol geféllt. Da
nur geringe Mengen RNA zu erwarten waren, wurden RBi®ben 3,5ul Glykogen (70U pro
ml PeqGold RNAPure) zugefiigt. Die Proben wurdenlfdmin bei 11.200rpm zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol, dem 0,05% DEPC
zugesetzt waren, fir 15min bei 13.000rpm gewasddaoh dem Trocknen des Pellets an der
Luft wurde es in 20ul Aqua dest. aufgenommen. Mesem Protokoll konnte RNA mit einer

fur die reverse-Transkriptase-PCR ausreichendetit@uaoliert werden.

Proteinase K-Stammldsung 5ml

20mg/ml Proteinase K (Roth) 100mg
in 5ml Agua dest l6sen

3.3.1.4. DNase-Verdau und Phenol-Chloroform-Extraktion derNgA

Die geloste RNA wurde vorsichtig mit 30l DNase-¥au-Mix gemischt und der Verdau fir
20-25min bei 37°C unter Schutteln inkubiert. ZureBdigung des Verdaus wurden 47,5ul
Aqua dest und 2,5ul Proteinase K (50ug) beigefingt die Reaktion im Thermoblock bei
55°C fur 15-20 min geschittelt. Die RNA wurde m@Op PCI extrahiert, mit 0,8 vol.%
Isopropanol prazipitiert und zweimal mit 1ml Ethari®@% mit DEPC 0,05% gewaschen.
Nachdem das Pellet an der Luft getrocknet war, wasl in 20ul Aqua dest aufgenommen
und die Eluate derselben Kultur jeweils zusammeaggf Die RNA wurde bei -70°C
aufbewahrt. Eine Probe der Gesamt-RNA wurde jewailsITS-Primern in einer non-RT-

PCR auf persistierende Kontamination mit gDNA U lpéitp

DNase-Verdau-Mix 50ul Finale
Reaktion  Konzentration

10x DNase Puffer (Roche)  5pl 1x

DNase (Roche) 2ul 20U (0,4U/ul)

RiboLock RNase Inhibitor 0,5ul 20U (0,4U/pl)

(Fermentas St. Leon-Rot)

RNA 20ul

Aqua dest Auf 50pl
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3.3.1.5. Isolation von mRNA

Aus der Gesamt-RNA wurde mRNA mit dem PolyATtradt-kPromega, Mannheim, D)
gemal Herstellerangaben isoliert. Dieses Kit biaaigrder Hybridisierung der PolyA-Enden
der mRNA an biotinylierte Oligo(dT)s und der Bindunlieser Hybride an Streptavidin-
gekoppelter paramagnetischer Partikel unter stntgge Bedingungen. Wahrend diese
Partikel mit einem Magneten polarisiert werden kémnverbleiben rRNA und DNA in
L6sung und kdnnen entsprechend abpipettiert werden.

Es wurden 50pg Gesamt-RNA, was meist der komplesi@rerten Gesamt-RNA entsprach,
mit RNase-freiem Aqua dest auf 500ul aufgefillt el 65°C fur 10 min denaturiert. Zur
RNA wurden 13ul SSC 20x und 3ul biotinylierte Oligd) gemischt und das Gemisch auf
RT abgekuhlt. Wahrenddessen wurden die Streptagekoppelten paramagnetischen
Partikel (SA-PMPs) dreimal mit je 300ul SSC 0,5xwwgschen und in 100ul SSC 0,5x
resuspendiert. Die Oligo(dT)-mRNA-Hybride wurdenrsiohtig mit den SA-PMPs gemischt.
Damit sich die Hybride an die SA-PMPs anlagern kennwurde das Gemisch fur 10min bei
RT stehen gelassen und gelegentlich durch vorgehtschitteln gemischt. Im magnetischen
Stander wurden die restliche DNA und rRNA in dersiwdg von den an die SA-PMPs
angelagerten Hybriden getrennt. Diese L6ésung waufbewahrt bis sicher war, dass die
MRNA-Isolation erfolgreich war. Die Partikel wurdenermal mit je 300ul SSC 0,1x
gewaschen. Die mRNA wurde in zwei Schritten mit 1l00nd 150ul RNase-freiem Aqua
dest aus den SA-PMPs gel6st. Von diesen 250ul wurdeul zur photometrischen
Konzentrationsbestimmung eingesetzt und anschlee@afbewahrt. Die mMRNA wurde bei -
70°C aufbewahrt.

3.3.1.6. Photometrische Bestimmung der DNA-/RNA-Konzentratio

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauremde die Absorption im Photometer
(UV Photometer GeneRay, Whatman Biometra, Gottipndgssi 260nm bestimmt. Dabel
entsprach eine optische Dichte (OD) von 1 einerzeotration doppelstrangiger DNA von
50pg/ml, bzw. einer Konzentration einzelstrangi@A oder RNA von 40ug/ml. Die

Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet

Konzentration der DNA in pg/pl=Olghx 50 x Verdiinnungsfaktor
1000

Konzentration der RNA in pg/pl= Gk x 40 x Verdinnungsfaktor
1000
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Durch Messung der Absorption bei 280nm kann eingsAge Uber die Reinheit der RNA
getroffen werden. Liegt der Quotient vonefAzgo unter 1,8, so ist die Probe mit Proteinen
oder Phenol verunreinigt.

Zur Messung der isolierten Nukleinsauren wurderquBBNA bzw. RNA mit 66,5ul TE-
Puffer verdinnt und in UV-Kuvetten (mikro, Plastihd, Brand GmbH, Wertheim, D)

eingesetzt.

3.3.2. Enzymatische Reaktionen an Nukleinséduren

3.3.2.1. Restriktionsverdau

Es wurden 1pug gDNA bzw. 1ul Plasmid-DNA in einensti&tionsverdau eingesetzt. Die

isolierten Plasmide wurden auf die erfolgreicheettien einer differentiellen Sequenz

Uberprift. Dazu wurde ein Restriktionsverdau mib B4 fur 2h bei 37°C durchgefuhrt. Nach
Beendigung des Verdaus wurde der gesamte Reaktisaitzagelelektrophoretisch aufgetrennt
und unter UV-Licht fotografiert (Kapitel 3.3.3).

Fur die Inverse PCR wurde 1pg genomische DNA entigniamit einem Restriktionsenzym

verdaut, welches keine Schnittstelle innerhalb tekannten Sequenz aufwies. Zur
Deaktivierung des Restriktionsenzyms wurde das freagemisch fur 15min auf 65°C

erhitzt. Da nicht jedes Enzym hitzedeaktivierbar,waurde die geschnittene DNA mittels

phenolischer Extraktion (Kapitel 3.3.1.2.1) aus d&maktionsgemisch isoliert und das
gewonnene Pellet in die Ligationsreaktion einges@e verwendeten Restriktionsenzyme

sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Restriktionsverdau  20pl Finale
Reaktion Konzentration

10x Enzympuffer 2pl 1x

(Promega)

Restriktionsenzym  0,5pl 5U (0,25U/pl)

(Promega)

BSA (Promega) 0,2ul 0,1pg/ul

DNA / Plasmid lpg/ 1pl

Agua dest Auf 20pl

Tabelle 2: Verwendete Restriktionsenzyme

Versuch Enzym
Plasmid-Verdau und EcoR |
Inverse PCR
Inverse PCR BamH |
Inverse PCR Bgl Il
Inverse PCR Xba |
Inverse PCR Hind IlI
Inverse PCR Kpn |
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3.3.2.2. Ligation

Die verdaute gDNA wurde in Aqua dest geldst undridacht bei 4°C durch T4-Ligase
(Invitrogen) ligiert. Eine starke Verdunnung bedigtsdie fir die inverse PCR (Kapitel
3.3.5.6) gewinschte Ligation innerhalb eines MdekiNach Beendigung der
Ligationsreaktion wurde die DNA mit 1ml EtOH reinghd 20ul Ammoniumacetat fur 30
min bei -20°C ausgefallt. Das Pellet wurde in 28gua dest gelost.

Ligase-Mix 500pl Finale
Reaktion Konzentration

Verdaute gDNA 20pl 1lpg

T4 Ligase 5x Puffer (Invitrogen) 100ul 1x

T4 DNA Ligase (Invitrogen) 10pl 50U (0,1U/ul)

Aqua dest Auf 500

3.3.3. Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um eirfalieen zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten entsprechend ihrer Grol3e. Dazu wurdevedar enzymatisch verdaute gDNA
oder Plasmid-DNA, cDNA oder PCR-Produkte mit Ladémuversetzt und in einzelne
Taschen eines 1% Agarose-Gels (Invitrogen) gegebén DNA wurde als Kontrolle eine
1kb plus DNA Leiter (Invitrogen) verwendet. Gel ubdaufpuffer enthielten 1XTBE. Das Gel
war mit Ethidiumbromid (Roth) in einer Endkonzetiva von 0,5ug/ml versetzt. An das Gel
wurde eine Spannung von 3-5V/cm angelegt (Powetgupf305T, Whatman Biometra),
dabei gilt die Entfernung zwischen Anode und Kathodicht die Lange des Gels. Die
Gelelektrophorese wurde beendet, sobald die DNAyRemte genugend aufgetrennt waren,
d.h. wenn der Ladepuffer in der groRen Kammer (tori 25.11, Whatman Biometra,
Gottingen) etwa 4-5cm weit gelaufen war, in deirlda Gelkammer (Horizon 58, Whatman
Biometra) 2-3cm. Anschlieend wurden die DNA-Bandenter UV-Licht betrachtet
(Geldokumentationssystem BDA Digital, Whatman Bitrag fotografiert (Kamera Canon
Powershot G2, Krefeld) und mittels Geldokumentatsmitware (Geldokumentation, BioDoc

Analyse, Whatman Biometra) gespeichert.

TBE 10x 500ml Ficoll-Blau 25ml
0,89M Tris 549 25% Ficoll 400 6,259
0,89M Borsaure 27,59 (Pharmacia, Freiburg)
(Merck) Bromophenolblau 1 Ladepuffer B iml
0,02 M EDTA 3,79 (Sigma) Spatelspitze Ficoll-Blau 400pl
mit Aqua dest auf 500 ml auffillen mit Aqua dest auf 25 ml auffullen mit Aqua dest auf 1ml auffullen
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3.3.3.1. Isolation von DNA aus Agarosegelen oder Reaktionsgsgchen

Zur Isolation von DNA aus Agarosegelen oder Realsiigmischen wurde ein DNA-
Extraktionskit der Firma Fermentas gemal} Hersteligaben verwendet. Dieses Kit basiert
auf einem modifizierten Protokoll nach VogelstemduGillespie (Vogelstein und Gillespie
1979). Die Nukleotide werden bei einer hohen Kotration von Salzen selektiv an speziell
praparierte Silica-Partikel gebunden und in melrafaschschritten von Kontaminationen
gereinigt.

Das Reaktionsgemisch wurde mit dem dreifachen VelumBinding Solution versetzt und
nach Zugabe von 5ul Silica-Partikel fir 5min bePG&nkubiert. Das Gemisch wurde fir
5sek bei 13.000rpm zentrifugiert und der Uberstaadvorfen. Das Silica-Partikel-DNA-
Gemisch wurde viermal mit 500ul eiskalter WashingiuBon fir 5sek bei 13.000rpm
gewaschen. Zwischendurch sollte das Pellet volisgamelost sein. Nach dem letzten
Waschschritt wurde das Pellet an der Luft getrotkigr Elution der DNA wurde das Pellet
in Aqua dest geldst, fir 5min bei 55°C inkubierdupmei 13.000rpm fiir 5sek zentrifugiert.
Das Eluat wurde abgenommen und aufbewahrt und datioBsschritt wiederholt.
Mitgenommene Silica-Partikel konnte man durch Zérgation fir 30sek bei 13.000rpm
entfernen. Die Prozeduren zur Aufreinigung der DNa&us Agarosegelen und
Reaktionsgemischen unterscheiden sich lediglickikarangehenden Schritt zu Entfernung der
Agarose bei den Gelen. Zur Isolation der DNA anem® Agarosegel wurde nach Abschluss
der Gelelektrophorese unter moglichst kurzzeitisualisierung im UV-Licht ein Gelstiick
herausgeschnitten, welches die gewlinschte DNA-Baadthielt. Entsprechend dem
Herstellerprotokoll wurde die Agarose in 0,5 VolumEBE-Conversion-Buffer gemischt mit
4,5 Volumen Binding Buffer fur 5 min bei 55°C auli@gt und die DNA wie beschrieben
aufgereinigt. Die erhaltene DNA wird in Aqua destis (10mM, pH 8,5) oder TE-Puffer

gelost.

10mM Tris pH 8,5 200ml
10mM Tris-HCI 0,329

In Aqua dest losen

mit NaOH pH auf 8,5 einstellen
mit Aqua dest auf 200 ml auffillen
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3.3.3.2. Alternatives Protokoll zur Isolation von DNA aus Agosegelen und
Reaktionsgemischen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegeaddiolgte mit einer abgewandelten
Phenol-Chloroform-Methode. Das Gelstiickchen, welctlas gewtnschte DNA-Fragment
enthielt, wurde zunachst in 400ul TE-Puffer fir 1@rbei 70°C erwéarmt und mit einem
sterilen Wattestabchen zerkleinert. Es wurden 40B@l (25:24:1) zugegeben und das
Gemisch fur 5min bei 13.000rpm zentrifugiert. Dieece Phase wurde in ein neues Tube
uberfihrt, der Phenolschritt wiederholt und die reb®hase erneut in ein neues Tube
Uberfuhrt. AnschlieRend wurde die DNA fir mindesteé80min bei -20°C mit 20ul 4M
Ammoniumacetat-Losung in 1ml reinem Ethanol gefdiich Zentrifugation bei 13.000rpm
far 5min wurde das Pellet in 1ml 70% Ethanol flridipei Raumtemperatur stehen gelassen
und far 5min bei 13.000rpm zentrifugiert. Das Relleirde an der Luft getrocknet und in

Aqua dest aufgenommen.

3.3.4. Reverser Northern Blot

Da das Ergebnis des cDNA Subtraktionsverfahren$it nimur differentiell exprimierte
Sequenzen enthalt, muss ein Screening der kloni&egjuenzen erfolgen. Die 3-Stunden-
Sequenzen wurden mittels reversem Northern Blot iwé differentielle Expression
Uberprift. Der reverse Northern Blot basiert aumdPrinzip des von Edwin Southern
entwickelten Southern Blot (Southern 1975). Die é8elanung ,reverser Northern* kommt
durch die Verwendung von in cDNA umgeschriebenerARNs Template zustande, im
Gegensatz zu genomischer DNA / PCR-Produkten bemuth®8rn Blot und RNA beim
Northern Blot.

3.3.4.1. Gelelektrophorese

Zunachst wurden das komplette Produkt einer Kol®@&R im Verhaltnis 5:1 mit Ladepuffer
.B“ vermischt und gelelektrophoretisch aufgetremmid das Gel fotografiert. Als Standard
wurde eine DIG-gelabelte DNA-Leiter (DNA Molecul&veight Marker 1ll, DIG-labeled,
Roche)verwendet.

Um die doppelstrangige DNA im Gel in Einzelstrargdzutrennen, wurde das Gel 2x 15
min in Denat-Losung denaturiert und dann 30 minN@utral-Losung neutralisiert. Vor dem

Aufbau des eigentlichen Blots wurde das Gel in 3&C aquilibriert.
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Neutral-Lsg. 1l

1M Tris-HCI 157,69 SSC 20x 1l
Denat-Lsg. 1 1,5M NaCl 87,669 0,3M NaCitrat 88,239
0,5M NaOH 0,51 mit Aqua dest auf 700ml auffullen (Roth)
1,5M NacCl 87,669 pH mit NaOH auf 7,4 einstellen 3M NacCl 1759
mit Aqua dest auf 1| auffillen mit Aqua dest auf 1| auffillen mit Aqua dest auf 11 auffillen

3.3.4.2. Blotting

Das Gel wurde mit den Taschen nach unten auf ai2@x SSC getrankte Bricke aus 3MM
Chromatographiepapier (Whatman, Dassen) gelegtbBigen Enden der Briicke reichten in
mit 20x SSC geflllte Behélter, so dass die Bruckénend des gesamten Transfers mit 20x
SSC getrankt blieb. Um ein Vorbeilaufen der Salzhiszu verhindern, wurden die Rander
des Gels mit Frischhaltefolie (Melitta Toppits, Man) bedeckt. Auf das Gel wurde ein
entsprechend grol3es Stiick positiv geladene Nylororeenm(Roche) gelegt, auf die Membran
2 in 20x SSC getrankte Stiicke 3MM Chromatograpluepaind darauf wiederum ein Stapel
Papiertiicher, die mit einem Gewicht beschwert warddéach einer Transferzeit von 16-20
Stunden wurde die Membran in 2x SSC gewaschen en808C flur 2 Stunden gebacken, um
die DNA auf der Membran zu binden. AnschlieBenddeudie Membran in eine Plastiktite
(autoklavierbare Entsorgungsbeutel, Roth) eingesdbivwund entweder bei 4° gelagert oder

direkt weiterverwendet.

3.3.4.3. Dig-Labeling der Sonden

Als Sonden dienten unsubtrahierte aber bereits thddigierte cDNAs nach dem ersten

PCR-Schritt aus der Subtraktion. Dabei wurde cDNA der 3-Stunden-Tryptophankultur als
Positivsonde und cDNA aus der 3-Stunden-Argininkudtls Negativsonde verwendet.

1pl der unsubtrahierten cDNA wurden in die Reakeargesetzt. Die PCR beinhaltete 12-15
Zyklen a 30sek bei 94°C, 30sek bei 68°C und 9082k ®°C. Abschlielend wurde die Probe
auf 4°C gekuhlt.

PCR-Mix fur DIG- 25ul PCR-  finale Konzentration

Labeling Reaktion
10x PCR-Puffer (Clontech) 2,5ul 1x
dNTPs (Dig-gelabelt: 2,5ul 0,2mM dNTPs
ungelabelt 2:3) (Roche) 0,07mM DIG 11dUTP
Nested Primer 1 (10uM)) 1pl 0,4puM
Nested Primer 2R (10uM) 1l 0,4uM
50x BD Advantage cDNA- 0,5ul 1x
Polymerase (Clontech)
Aqua dest Auf 25pl
Template 1pl
Nested Primerl 5-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'
Nested Primer 2R 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

35



3.3.4.4. Hybridisierung

Die Membranen wurden zunachst mit der Argininsonderidisiert, gestrippt und dann mit
der Tryptophansonde hybridisiert. Die Membran wundié 42°C warmem Dig Easy Hyb
(Roche) in eine Rollerflasche (Schott) gegeben uidd 1 Stunde bei 42°C im
Hybridisierungsofen (Typ 7601, GFL) prahybridisidfalls eine frische Dig-gelabelte Sonde
verwendet werden sollte, wurde diese 5 min. inl8&Rem Wasser denaturiert, anschliel3end
sofort auf Eis gestellt und in 68°C warmes Dig E&byp gegeben. Bereits verwendete
Sonden wurden auf 68°C erwarmt. Die Prahybridisigstitissigkeit wurde abgegossen und
aufbewahrt, da sie bis zu dreimal wiederverwendetirde. Nach Zugabe der
Hybridisierungsflissigkeit wurden die Membranen rib&acht mit den Sonden bei 42°C
hybridisiert. Am nachsten Tag wurde die Sonde abgggn und bei —20°C aufbewahrt, sie
konnte bis zu finfmal verwendet werden. Die Memlwande zunachst zweimal fir 5min bei
Raumtemperatur in Low Stringency Buffer und ansd#ind zweimal fir 15 min bei 68°C

mit High Stringency Buffer (vorgewéarmt) gewaschen.

Low Stringency 500ml High Stringency 500ml
Buffer Buffer SDS 10x 500ml
2x SSC 50ml SSC 20x 0,1x SSC 2,5ml SSC 20x 10% SDS  10g
0,1% SDS 5ml SDS 10% 0,1% SDS 5ml SDS 10% mit Aqua dest auf 500ml
mit Aqua dest auf 500ml auffiillen mit Aqua dest auf 500ml auffullen auffullen

3.3.4.1. Chemilumineszenz-Detektion

Die Membran wurde flir 5 min bei Raumtemperatur insWing Buffer gewaschen und mit
Blocking Solution fir 60 min geblockt. AnschlieBendirde die Membran fur 30min mit
Anti-Digoxigenin-Antikorper (Roche) inkubiert. Danmurde die Membran dreimal fur 10
min mit Washing Buffer gewaschen und 5 min in DetecBuffer aquilibriert. Die Membran
wurde in einen aufgeschnittenen Entsorgungsbeuwkedgy und 500ul Chemilumineszenz-
Losung (Roche) gleichmallig auf der Membran vertBiéir Beutel wurde schnell zugeklappt
und die Chemilumineszenz-L6sung flr 5 min einwirgetassen. Dann wurde die Membran
in einen neuen Beutel gegeben und der Beutel zhge#dt. Die Membranen konnten
eingeschweil3t im Dunkeln bei 4°C fur mehrere Momgiagert werden.

Die Lichtemission der Chemilumineszenz gefarbtenmdeanen nahm wahrend 24 Stunden
zu, aber bereits nach ca. einer halben Stundeteedie Emission zur Schwérzung eines
Lumifilms (Roche). Die Kontaktzeit von Membran ubdmifilm in einer Réntgenkassette

betrug 10-60 Minuten. Anschlie3end wurde der Filin étwa 5 min in Entwicklerlésung
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(Adefo-Chemie, Dietzenbach) getaucht, zwischengserasind 10 min ins Fixierbad (Adefo-
Chemie) gelegt und zwischendurch leicht geschutst Film wurde unter flieRend Wasser
abgespiilt, noch einmal 20 min gewassert und ahufergetrocknet. Die Lumifiime wurden

eingescannt und die Hybridisierungsmuster der Ang8onde mit denen der Tryptophan-

Sonde verglichen.

Maleic Acid Buffer 1l Detection Buffer 1l
0,1M Maleinsaure (Roth) 11,69 0,1 M Tris-HCI 15,769 Tris-HCI
0,15M NaCl 8,7669 0,1M NaCl 5,84g NaCl
Mit Aqua dest auf 700ml auffillen Mit Aqua dest auf 700ml auffillen
pH mit NaOH auf 7,5 einstellen pH mit NaOH auf 9,5 einstellen
Mit Aqua dest auf 11 auffillen Mit Aqua dest auf 11 auffiillen
Wasch-Lsg. 100m Antibody-Lsg. (1:10% 20 ml
Maleic Acid Buffer 99,7ml Anti-DIG-Antikorper 2ul
Tween 20 (Sigma) 3ml Blocking Solution 20ml Blocking Solution 1x
Blocking Lsg. (10x) 100ml
Blocking Pulver (Roche) 109

Mit Maleic Acid Buffer auf 100ml auffillen
Auf Heizblock lésen, dann autoklavieren

3.3.4.2. Stripping der Dig-gelabelten DNA-Sonde

Die Membran durfte vor dem Strippen nicht trockmgach der Chemilumineszenz-Detektion
wurde die Membran mit Aqua dest abgespult und zakimei 37°C mit Stripping-Solution
gewaschen. Die Membran wurde dann fur finf Minuien2x SSC geschuttelt und
anschlieBend entweder feucht eingeschweil3t odeektdiprahybridisiert. Gestrippte

Membranen wurden zwei Stunden lang prahybridisiert.

Stripping-Lsg. 500ml
0,2M NaOH 100ml NaOH 1M
0,1% SDS 5ml SDS 10%

Mit Aqua dest auf 500ml auffillen
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3.3.5. PCR-Verfahren

3.3.5.1. Standard-PCR

Standard-PCR-Mix 25ul finale
Konzentration

10x PCR-Puffer (Invitrogen) 2,5l 1x

MgCI2 (50mM) (Invitrogen) 0,75ul 1,5mM

dNTPs (10mM) (Promega) 0,5ul 0,2mM

Primer forward (10puM) 0,5ul 0,2uM

Primer reverse (10uM) 0,5ul 0,2uM

Tag-Polymerase (Invitrogen)  0,1pl 0,5U

Aqua dest Auf 25pl
Standard PCR Programm Temperatur Dauer  Zyklenzahl
Gesamte PCR 105°C Deckel des Gerates
Initiale Denaturierung 94°C 2 min. 1x
Denaturierung 94°C 30 sek.
Primeranlagerung (Annealing) Primerabhéngig 30 sek. } 35x
Sequenzverlangerung (Elongation) 72°C 1 min.
Finale Elongation 72°C 10 min. 1x
Kuhlung 4°C 0 1x

3.3.5.2. Kolonie-PCR

Mit jedem der 3-Stunden-E. coli-Klone wurde eineldfoe-PCR durchgefuhrt. Die Primer
sind mit ihren Annealingtemperaturen in Tabellen@eflhrt.

Fur die Kolonie-PCR wurde mit einer sterilen Pipefipitze ein wenig Bakterienmaterial von
einer Ubernachtkultur gepickt und in 15ul Aqua dgsiost. Die Bakterienzellen wurden fir
5 min. bei 94°C aufgebrochen. Anschlieend wurde $#andard- PCR-Mix vorsichtig

untergemischt und die PCR gestartet.

Tabelle 3: Primer fir die Kolonie-PCR

Primer Name Annealing Temperatur Sequenz
Nested Primerl } 55 5'-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3
Nested Primer 2R 5-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

3.3.5.3. Reverse Transkriptase PCR

Fur die cDNA-Synthese wurden 2,5ng mRNA bzw. 50G&samt-RNA pro 10ul cDNA-
Synthese-Reaktion eingesetzt, d.h. fur einen 3QNA:Ansatz wurden 7,5ng mRNA bzw.
1,5ug Gesamt-RNA eingesetzt. Die RNA wurde mit RN&®iem Aqua dest auf 15ul
eingestellt und mit 1,5ul Oligo(dissPrimern (Promega) und 1,5ul dNTPs gemischt. Um
eventuelle Sekundarstrukturen der RNA aufzubreclwenge das Gemisch fir 5Smin auf 65°C

erhitzt und anschlieRend sofort auf Eis gekuhlt, wime erneute Ausbildung der
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Sekundarstrukturen zu vermeiden. Nach Zugabe voim6rirst Strand Puffer (Invitrogen),
3ul DTT (Invitrogen) und 1,5ul RNase Inhibitor, wlerdas Reaktionsgemisch fur 2min auf
42° C eingestellt und 1,5ul SuperScriptll Reversanskriptase (Invitrogen) beigefugt. Die
cDNA-Synthese fand fur 90 min bei 42°C statt. ZweBdigung der Reaktion wurde sie fur
15 min auf 70°C erhitzt und dann auf 4°C abgekiibik. cDNA wurde bei -20°C gelagert.

3.3.5.4. Degenerate PCR

Da zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Dissertatikeine Sequenzinformationen zu
Housekeeping-Genen ald. furfur vorlagen, die als interner Standard fur die weiter
Versuche verwendet werden konnten, mussten dieséchat mittels degenerate PCR
ermittelt werden. Als Zielsequenz wurde die Ironf@uEinheit der Succinatdehydrogenase
(das sdh2-Gen) ausgewahlt.

Um eine unbekannte Gensequenz in einem Organisofmsk#aren, kann eine ,degenerierte
PCR" angewendet werden. Da die meisten Aminosadreoh mehrere Nukleotidtriplets
kodiert werden, konnen sich auch hochkonservientetelregionen in verschiedenen
Organismen in ihrer Nukleotidsequenz voneinandetersoheiden. Tryptophan wird
beispielsweise nur durch das Codon ,TGG" Leucigetgen durch die Codons ,CTT",
.CTC* ,CTA* ,CTG* ,TTA® und ,TTG" kodiert (Tabelle 4, in Anlehnung an

Nomenclature Committee of the International UnidrBamchemistry (NC-1UB) 1985). Die

vereinfachte Schreibweise fur die unspezifischen kidatide ist in Tabelle 5

zusammengefasst.
Tabelle 4: Standard Codons der Aminosauren
Anzahl Amino- Vereinfacht/
der Codons saure A Elmelan ,Wobble“-Codon
1 Met M ATG ATG
1 Trp W TGG TGG
2 Tyr Y TAT TAC TAY
2 Phe F TTTTTC TTY
2 Cys C TGT TGC TGY
2 Asn N AAT AAC AAY
2 Asp D GAT GAC GAY
2 Gin Q CAA CAG CAR
2 Glu E GAA GAG GAR
2 His H CAT CAC CAY
2 Lys K AAA AAG AAR
3 lle | ATT ATC ATA ATH
4 Gly G GGT GGC GGA GGG GGN
4 Ala A GCT GCC GCA GCG GCN
4 Val \% GTT GTC GTAGTG GTN
4 Thr T ACT ACC ACA ACG ACN
4 Pro P CCT CCC CCA CCG CCN
6 Leu L CTTCTCCTACTGTTATTG YTN
6 Ser S TCT TCC TCATCG AGT AGC WSN
6 Arg R CGT CGC CGA CGG AGA AGG MGN
3 STOPP . TAA TAG TGA TRR
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Tabelle 5: Vereinfachte Schreibweise der Nukleotide

Nukleotide Vereinfachte

Schreibweise
G/A R
TIC Y
AIC M
GIT K
G/C S
AIT W
AICIT H
G/T/C B
G/C/A \
G/IAIT D
G/IAITIC N

3.3.5.4.1.Primerdesign fur degenerate PCR

Fur das Design der degenerierten Primer wurde Ni@BI tblastn-Suche (Proteinsequenz
gegen in Aminosauresequenz Ubersetzte Nukleotigszgn) mit der Sequenz von
UMO00844, Sdh2, dem Succinatdehydrogenase [ubigeinoniron-Sulfur-Protein,
mitochondrial precursor, aus der mips MUMDB (Munitiformation Centre for Protein
Sequences, mipsUstilago maydis Data Base, http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilpago/
durchgefuhrt. Diese Sequenz und 9 ihrer BLAST-Erefiiurden in MegAlign (Lasergene
Version 5, DNAstar, Madison, USA) und Geneious Qi@n 4.5.4, Biomatters Ltd.,
Auckland, Neuseeland) geladen und im Clustal W-Maxageglichen. Die Konsensussequenz
wurde in EditSeq (Lasergene Version 5, DNAstardi@ Nukleotidsequenz Ubersetzt. Aus
den Regionen, die als konserviert angezeigt wurdeingen Primer designt und mittels IDT
SciTools OligoAnalyser 3.0 (http://eu.idtdna.conalgaer/Applications/OligoAnalyzer/)
Uberprift. Die Sequenzen der Primer sowie die égziten Annealingtemperaturen sind in
Tabelle 18 angefinhrt.

3.3.5.4.2.Degenerate PCR

Die degenerate PCR wurde mit gDNA und mit cDNA intarfslard-PCR-Programm
durchgefuhrt. In Abweichung vom Standard PCR-Mixradan statt 0,2 uM Primer 0,5uM
Primer in die Reaktion eingesetzt. Fur die verwggrdd’rimer wurden die optimalen PCR-
Bedingungen anhand gelelektrophoretischer Uberpgifier PCR-Produkte ermittelt. Zeigte
die PCR mehrere Banden in der Gelelektrophoresedemudie prominentesten Banden
ausgeschnitten und aufgereinigt, als Template enRICR eingesetzt und anschlieBend zur
Sequenzierung gegeben. Anhand derjenigen erhalt€eguenzen, die im NCBI-BLAST

(http://www.nchi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) eindeutliche Ahnlichkeit zu annotierten
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Succinatdehydrogenase-Sequenzen zeigten, wurdemenitDT SciTools PrimerQuedt-
Software  (http://eu.idtdna.com/Scitools/ApplicasdPrimerquest/)  Primer  fur  die
semiquantitative PCR und die inverse PCR desigaibé€lle 19 und Tabelle 20).

3.3.5.5. Semiquantitative PCR

Mittels semiquantitativer PCR sollte die Express@niger pigmentassoziierter Sequenzen
uber einen Zeitverlauf von 2 Wochen untersucht eerdZzunachst wurden Standards und
entsprechende Primer erarbeitet. Als erster Stdndarde eine Sequenz alys furfur mit
signifikanter Ahnlichkeit zur Iron-Sulfur-Einheit ed Succinatdehydrogenase verwendet
(mf_sdh2). Eine Teilsequenz dieses Gens war mifegenerate PCR und die Gesamtsequenz
mittels inverse PCR bestimmt worden (Kapitel 36).5Als zweiter Standard wurde die ITS1-
Region verwendet (Makimura et al. 2000), obwohlder Literatur nichts beziglich der
Verwendung dieser Regionen als interne Standardsdan war. Die Expression des ITS-
Gens zeigte sich &hnlich konstant wie die Expresgom mf_sdh2.

Die Primer fur die differentiell exprimierten Sequen 302, 315, 348/540 und 366 waren
anhand der ermittelten Teilsequenzen (Kapitel 3.Giftels IDT SciTools PrimerQuedt-
Software designt worden. Zundchst mussten fur jedamer Annealingtemperatur und
Zyklenzahl ermittelt werden. In Tabelle 19 sind &g, Annealingtemperatur und
Zyklenzahl der jeweiligen Primer angefuhrt.

Aus Trp- und Arg-Kulturen wurde nach 3h, 5h, 48ld ddd die GesamtRNA und daraus die
MRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und in die sgmantitative PCR eingesetzt. In jede
10ul-PCR-Reaktion wurde 1pl Template mit 9ul PCRegemischt. Die Probe wurde initial
fur 3min bei 94°C denaturiert, dann folgten je n&umer die ermittelte Zyklenzahl mit
Denaturierung fir 30sek bei 94°C, Annealing fure0snd Elongation bei 72°C fur 1min.
Nach einer finalen Elongation fiir 10min bei 72°Crdeidie Probe auf 4°C abgekihlt. Die
PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrend unter UV-Licht fotografiert.

3.3.5.6. Inverse PCR

Zur Aufklarung der gesamten genomischen Sequenz Idem-Sulfur-Einheit einer
Succinatdehydrogenase (hier mf_sdh?2), welche irvagiegenden Arbeit als Housekeeping-
Gen verwendet wurde, und der gesamten genomisagpuesz der Sequenz mit Ahnlichkeit
zu einer Tryptophan-Aminotransferase (hier mf_tamdjde die Inverse PCR eingesetzt. Das

Prinzip der Inversen PCR st in Abbildung 14 datgkts Bis zur vollstdndigen
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Sequenzaufklarung waren mehrere Durchgange mitwiedenen Restriktionsenzymen und
Primerpaaren notwendig. Die Sequenzen und Annedlamgperaturen der Primer fur die
einzelnen Schritte sind in Tabelle 20 aufgefuhig, @inzelnen Restriktionsenzyme in Tabelle
2. Die Primer wurden mit der IDT SciTools Primer@G¥-Software oder ,manuell“ anhand
der Sequenz designt und anschlielRend durch dieS&Tools OligoAnalyser 3.0-Software
Uberprift. Die Restriktionsenzyme wurden mit der BNE Cutter Software
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) auf &tistellen innerhalb der jeweiligen

Sequenz Uberpriift.

E=SS Bekannte Sequenz
ESSS  Unbekannte Sequenz
BN  Sequenz auBerhalb der Schnittstellen

Restriktionsschnittstelle

@m  Reverse Primer

=)  Forward Primer
' Ligationsstelle
1)) % ﬁ
= )
Anhand einer bekannten Teilsequenz werden nacmagd$ehtete Primer designt.

2))

Genomische DNA wird mit einem Restriktionsenzym aipeitten, das keine Schnittstelle
innerhalb der bekannten Sequenz besitzt.

3)
Die geschnittene DNA wird ligiert. A nd
4.
) =) D -

Die ringférmige DNA wird in eine PCR mit den ,invem" Primern eingesetzt.

Abbildung 14: Schematische Darstellung der inversBCR

3.3.5.6.1.Inverse PCR 1

In die erste inverse PCR wurden 2ul der verdautehairkularisierten DNA eingesetzt und
eine PCR nach folgendem Schema durchgefihrt: lmibanaturierung bei 94°C fir 3min, 35
Zyklen mit Denaturierung fur 1min bei 94°C, 1minib#dem Primer entsprechender
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Annealingtemperatur und Elongation fir 2min bei G2Nach der finalen Elongation bei

72°C fur 10min wurde die Reaktion auf 4°C abgekufiir die Inverse PCR1 fur mf_taml

wurde immer das Primerpaar ,146 inverse f und rimandet. Fir die erste Inverse PCR 1 fur
mf_sdh2 wurde das Primerpaar ,Cbx inverse f undrietwendet, fir alle nachfolgenden

Inverse PCR 1-Reaktionen das Primerpaar ,nested ierse f und r“. Sequenzen und
Annealingtemperaturen der Primer sind in Tabell@2@efihrt.

3.3.5.6.2.Inverse PCR 2 (Touchdown PCR)

Es wurden 0,5-1ul der Inverse PCR 1-Reaktion oheledatrolle in die Inverse PCR 2 (25ul
PCR) eingesetzt. Die verwendeten Primer sind irell@l20 aufgefihrt. Die Inverse PCR 2
wurde als Touchdown PCR durchgefiihrt. Diese begaiheiner initialen Denaturierung bei
94°C fur 3 min. Es folgten 2 Zyklen mit Denaturiegubei 94°C fur 30 sek und 30 sek bei
einer Annealingtemperatur, die ca. 3°C — 10°C ieererrechneten Annealingtemperatur lag.
Die Elongation erfolgte entsprechend fur 1 min B2i75 °C. Danach erfolgten immer zwei
Zyklen mit einer um 1-2 °C reduzierten Annealingpamatur, bis diese 3°C — 10°C unter der
errechneten lag. Mit dieser Annealingtemperaturdenr20 Zyklen durchgeftihrt. Die Zyklen
der Touchdown-PCR, in denen das Annealing oberthailerrechneten Annealingtemperatur
stattfand, sollten die Spezifitatt der PCR erhohenl eine Fehlanlagerung der Primer
reduzieren. Die finale Elongation wurde fur 15 ndiarchgefiihrt, anschlie3end wurde die
PCR auf 4°C gekihlt. Das PCR-Produkt aus der ieveBCR 2 wurde gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die prominentesten Banden wurden agbgéten, aufgereinigt und zum

Sequenzieren gegeben.

3.3.6. Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmide, die eine diffeefirekprimierte Sequenz enthielten, wurde
im Institut fir medizinische Mikrobiologie des Umeisitatsklinikums Giel3en durchgefuhrt.
Das Cycle-Sequencing-Verfahren erfolgte nach dentteMabbruchprinzip nach Sanger
(Sanger et al. 1977). Es wurden fluoreszenzmaekiertlesoxynukleotide als Terminatoren
verwendet. Als Primer fUr die forward-Reaktion weirdier Standardprimer M10 und als der
Primer fur die reverse-Reaktion der Standardprikhet eingesetzt.

Die Ubrigen Sequenzierungen wurden durch das Selgalabr (Gottingen) durchgefihrt. Der

DNA-Gehalt der aufgereinigten PCR-Produkte wurde -phétometrisch bestimmt. Die

bendtigte DNA-Menge wurde eingestellt und zusamm&n20pmol des jeweiligen forward
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und reverse Primers gemischt. Das Ergebnis der ébeggrung wurde in Form eines
Elektropherogramms als ABI-Trace-File mit der Exien *.abl elektronisch gespeichert.

3.3.7. Sequenzanalyse

3.3.7.1. Sequenzanalyse der differentiell exprimierten Segaen (3h und 5h)
3.3.7.1.1.Softwarebearbeitung der Sequenzdateien

Die ABI-Trace-Dateien der Sequenzierungsergebniese3 Stunden- und der 5 Stunden-
Sequenzen wurden im SeqMan-Programm (LasergenéoXess DNAstar) auf ihre Qualitat
Uberprift, die Primersequenz-Fragmente bereinigt die Sequenzen als Sequenz-Textfiles
mit der Endung *.seq gespeichert. Diese Sequen#ilesxkonnten im EditSeg-Programm
bei Bedarf manuell korrigiert werden. Aul3erdem vewrddie Sequenzen im SegMan-
Programm anhand von Sequenziberschneidungen iningente eingeteilt. Dies wurde
zunachst fur beide Zeitpunkte gesondert und arefddid mit den 3-Stunden- und den 5-

Stunden-Sequenzen gemeinsam durchgefuhrt.

3.3.7.1.2.BLAST-Search

Die Sequenzen wurden sowohl in der NCBI (Nationaént@® for Biotechnology
Information)-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gblast/Blast.cgi) als auch in der GenRE
MIPS (Munich Information Center for Protein SequendJstilago Maydis DataBase
(http://mips.gsf.de/genre/proj/ustilago) auf Hongém Uberprift. Wahrend die NCBI-
Datenbank Sequenzinformationen auf Nukleotid- unotdhebene bakterieller, viraler und
eukaryoter Organismen enthalt, ist in tistilago maydis-Datenbank Sequenzinformation aus
Ustilago maydis enthalten. BeU. maydis handelt es sich um den néachsten pigmentbildenden
Verwandten vorM. furfur, dessen Genom komplett sequenziert ist. Die Sequenmeden
zunéchst im ,tblastx” (translated vs. translated)ABT-Programm abgeglichen. In diesem
Modus wird die zu Uberprifende Nukleotidsequenoraatisch in eine Aminosauresequenz
Ubersetzt und mit in der Datenbank enthaltenensiégtiten Sequenzen verglichen. Dabei ist
das Programm in der Lage, alle sechs LeserahmenNdkleotidsequenz simultan zu
Uberprifen. Nur Treffer mit einem e-valgele-3 wurden als Sequenzahnlichkeit gewertet.
Die Aminosauresequenz, die den besten Treffer mBdAST-Suche ergab, wurde in der
NCBI-Conserved-Domain-Search (http://www.ncbi.nlih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) auf
das Vorhandensein konservierter Proteindoméanenpiildfer Au3erdem wurde mit den
Sequenzen auch eine ,blastn“-Suche auf NukleotierElmurchgefuhrt.
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3.3.7.1.3.Einteilung der BLAST-Search-Ergebnisse

Die Sequenzen wurden anhand der wahrscheinlichektibuen ihrer besten BLAST-Search-
Ergebnisse oder ihrer konservierten Regionen inelAming an den MIPS Yeast FunCat
(http://mips.gsf.de/projects/funcat) sortiert (Rpept al. 2004; Mewes et al. 2000). Die
Hauptkategorien des MIPS FunCat sind in Tabelleuyediihrt. Au3erdem wurden die
Sequenzen zum einen anhand ihrer Ahnlichkeiteneru&hzen voM. globosa auf der einen
Seite und ihrer Ahnlichkeiten zu U. maydis und aedeOrganismen auf der anderen Seite

eingeteilt.

Tabelle 6: Hauptkategorien des MIPS FunCat (Functioal classification catalogue V2.0)

Metabolism

01 Metabolism

02 Energy

04 Storage protein

Information pathways

10 Cell cycle and DNA processing

11 Transcription

12 Protein synthesis

14 Protein fate (folding, modification and destinadion
16 Protein with binding function or cofactor requiremhéstructural or catalytic)
18 Protein activity regulation

Transport

20 | Cellular transport, transport facilitation arahsport routes
Perception and response to stimuli

30 Cellular communication/signal transduction mechanis
32 Cell rescue, defense and virulence

34 Interaction with the cellular environment

36 Interaction with the environment (systemic)

38 Transposable elements, viral and plasmid proteins
Developmental processes

40 Cell fate

41 Development (systemic)

42 Biogenesis of cellular components

43 Cell type differentiation

45 Tissue differentiation

47 Organ differentiation

Localization

70 Subcellular localization

73 Cell type localization

75 Tissue localization

77 Organ localization

78 Ubiquitous expression

Experimentally uncharacterized proteins

98 Classification not yet clear-cut

99 Unclassified proteins

3.3.7.1.4.Vergleich der 3-Stunden- und der 5-Stunden-Sequenze

Die 3-Stunden- und die 5-Stunden-Sequenzen wunteisegMan-Programm anhand von
Sequenziberschneidungen in Kontingente eingetBie Konsensussequenzen wurden
zusatzlich zu den Einzelsequenzen gegen die NCBH gegen die GenRe MIPS-
Datenbanken geblastet. Die BLAST-Search-Ergebndese beiden Sequenzpools wurden
miteinander verglichen. Auch die jeweiligen Einteilen gemaf des MIPS Yeast FunCat der

beiden Pools wurden vergleichend gegenibergestellt.
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3.3.7.1.5.Einordnung identifizierter =~ Sequenzen in  Modellste@thselwege der
Tryptophanmetabolite ald. furfur

Auf Grund der oben erwéhnten wahrscheinlichen Hankh bzw. der konservierten
Regionen wurden die Sequenzen in Modellstoffweehsge fiir die verschiedenen
Tryptophanmetabolite eingeordnet. Bei diesen Mati#lwechselwegen (Abbildung 8)
handelt es sich um theoretische Uberlegungen vdimgdér et al basierend auf
Verfutterungsversuchen mit radioaktiv-markierten yptophanmolekilen,
Strukturaufklarungen der Metabolite und ihrer Zwisostufen sowie Syntheseversuche zu

den verschiedenen Verbindungen (Irlinger et al420Ginger 2002).

3.3.7.2. Sequenzanalyse der Sequenzierergebnisse aus deendegte und der inverse

PCR, Aufklarung der genomischen Sequenzen von mhadnd mf_taml

Die Sequenzierergebnisse der degenerate und derseWCR-Schritte wurden im tblastx-
Modus und im blastn-Modus mit der NCBI Gendatenbabgeglichen. Die BLAST-Search-

Ergebnisse der degenerate PCR-Produkte wurden asirDiesign genspezifischer Primer
verwendet.

Die Angleichung der in der inversen PCR neu ertéiteSequenzfragmente an die bereits
bekannte Sequenz erfolgte manuell. Die so erhaltSequenzen wurden erneut mit der
NCBI Gendatenbank abgeglichen. Anhand der erweite8equenzen wurden fir weitere
Inverse PCR-Durchgénge neue Primer designt, bikalgplette genomische Sequenz der zu
untersuchenden Gene vorlag, bzw. bis Sequenzahtmichbarter Gene identifiziert waren.

3.3.8. Identifikation des Open Reading Frames von mf_tamlund mf_sdh2 und

Sequenzanalyse

Um die Open Reading Frames, d.h. die proteinkoddee Anteile von mf_taml und
mf_sdh2 mittels Standard-PCR (Kapitel 3.3.5.1) nentifizieren, wurden anhand der
genomischen Sequenzen Primer designt, die ausgekend moglichen Start- und
Stoppkodons amplifizierten. Hierbei wurde es sialmatze gemacht, dass ein Open Reading
Frame (der proteinkodierende Teil eines Gens, veelbki der Translation von der mRNA in
Proteinsequenz Ubersetzt wird), in Eukaryoten bissahr wenige Ausnahmen immer mit
einem ATG, dem Startkodon, welches fur ein Metmdkodiert, beginnt und mit TAA, TAG
oder TGA, sogenannten Stoppkodons endet, an weldleedranslation abbricht. Der ein

bestimmtes Protein kodierende Open Reading Franss ralso mit einem ATG beginnen,
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eine nicht durch Stoppkodons unterbrochene Nulkdeetjuenz beinhalten und an einem
sinnvollen Punkt durch ein Stoppkodon terminierrdes. Derartige Sequenzen wurden fur
mf_sdh2 und mf_tam1 gesucht.

Sequenzen und Annealingtemperaturen der Primerisifidbelle 21 angefuhrt. Als reverser
Primer fur die cDNA-forward Primer fur mf_taml1 werdl146 inverse r* eingesetzt und fur
die forward Primer fur die cDNA-reverse Primer ,1#&erse 3 f“. Als reverser Primer fur
die cDNA-forward Primer fur mf_sdh2 wurde ,nestetdixdnverse r* eingesetzt und fur die
forward Primer fir die cDNA-reverse Primer ,nestedx inverse f‘. Als Template wurden
sowohl gDNA als auch cDNA aus einer 3 Stunden alteyptophan-Kultur eingesetzt. Die
PCR-Produkte aus der cDNA-PCR wurden in der Geielphorese mit denen aus der
gDNA-PCR verglichen. Banden aus den cDNA-PCRs, die erwartete Grof3e zeigten,
wurden bei Vorliegen mehrerer Banden ausgeschnigtefyereinigt und zum Sequenzieren
geschickt. Zur Kontrolle wurden auch PCR-Produkie gDNA sequenziert.

Durch Uberprifung aller Leserahmen der mit cDNA giNA amplifizierten PCR-Produkte
durch tblastx-Suche auf Pilzsequenzen und Traoslatider Sequenzen in
Aminosauresequenzen im EditSeqg-Programm wurdenwdibrscheinlichsten Start- und
Stoppkodons identifiziert.

Nach Vorliegen der méglichen Anfangs- und Endseguenrde der dazwischenliegende
Bereich von cDNA aus einer 3 Stunden alten TrypaopKultur durch Uberlappende PCRs
mit den Primerpaaren ,146 f“ und ,146 b r* (beidabElle 19) und ,146 inverse f* (Tabelle
20) und ,Mf_taml1_Endl r* (Tabelle 21) fur mf_tamaduden Primerpaaren ,Mf_sdh2_start2
f* und ,Cbx inverse r* und ,Mala Cbx 2f‘ und ,Mf_d@®_end1 r* fur mf_sdh2 amplifiziert
und sequenziert. Die resultierenden Sequenzen wur@d@uell zusammengefigt und mit der
vorliegenden genomischen Sequenz verglichen. Auchden sie ausgehend von den
identifizierten Startkodons mittels EditSeqg-Prognanm Proteinsequenz lbersetzt und auf
ihre Kontinuitat und Ubereinstimmung mit der im abix identifizierten Proteinsequenz
Uberpraft.

Mit den Ubersetzten Proteinsequenzen der letztanddientifizierten Open Reading Frames
fur mf_taml und mf_sdh2 wurden NCBI tblastn-Suchdurchgefihrt. Die ermittelten
Proteinsequenzen wurden in einer Datenbank ab@eglianit in Aminosduresequenzen
Ubersetzten Nukleotidsequenzen. Die Suchergebnmselen auf pilzliche Sequenzen
beschrankt. Mit dem Geneious-Programm wurden diarseaeinlichen Proteinsequenzen
von MF_Tam1- und MF_Sdh2 mit 10 BLAST-Treffern imen graphischen Zusammenhang
gebracht. Mit dem MegAlign-Programm wurde fur MFnTlein Baumdiagramm erstellt.
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Zur Uberprifung konservierter Regionen und funkeiter Einheiten der aus den Open
Reading Frames resultierenden Proteinsequenzenamfl Tind mf_Sdh2 wurde eine NCBI
Conserved Domains-Suche (http://www.ncbi.nlm.nik/§tructure/cdd/wrpsb.cgi)

durchgefuhrt. Die NCBI Conserved Domains Databasabglicht die Untersuchung neuer
Proteinsequenzen anhand des Abgleichs mit bekan@equenzen und bekannten
Proteinmodellen. Es wird das Vorhandensein konedrri Regionen sowie funktioneller
Einheiten und die Zugehorigkeit zu Superfamiliend uie Ahnlichkeit zu spezifischen

Doméanen Uberprift und visualisiert. Dartberhinausrden kurze Erlauterungen der
Ergebnisse mit angezeigt (Marchler-Bauer et al9200archler-Bauer et al. 2007; Marchler-
Bauer et al. 2005).

3.3.9. Hypothetische Uberlegungen zu MGL_2601 ausl. globosa

MGL_2601 ist die zu mf_taml und UM01804 homologeusz aud. globosa. Im NCBI

ist MGL_2601, eine partielle mRNA-Sequenz, unter éecession Nr. XM_001730167
hinterlegt. Das Genom voM. globosa ist als whole genome shotgun sequence” unter der
Accession NrAAYY(01000009 hinterlegt. Um die Sequenz adsglobosa mit mf_taml aus
M. furfur tiefergehend vergleichen zu kénnen, wurde der ihdé genomischen Sequenz aus
M. globosa, in dem sich MGL_2601 befindet, im tblastx unterdudm EditSeq wurde die
genomische Sequenz in allen moglichen LeserahmdieiRroteinsequenz tbersetzt und mit
den BLAST-Ergebnissen und der Proteinsequenz vonri&thl verglichen. Die genomische
Sequenz wurde manuell editiert und um hypothetidotrens bereinigt, so dass die partielle
MRNA-Sequenz MGL_2601 erweitert werden konnte. Ddaraus resultierende
Proteinsequenz und die Proteinsequenz von Mf_Taordem im NCBI Alignment BLAST

(bl2seq, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgiemander verglichen.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Untersuchungen zur differentiellen  Expression  Trypbphan-
pigmentassoziierter Gene

4.1.1. Vorarbeiten Dritter

Freundlicherweise stellte Frau Dr. Hort ihre Voratén zur Verfigung: Zur ldentifikation
wahrend der Pigmentsynthese Nh furfur differentiell exprimierter Gene hatte sie cDNA
Subtraktionen 3 Stunden und 5 Stunden nach Pigndeidiion durchgefiihrt. Die
differentiell exprimierten Sequenzen hatte sie @PD II-Vektoren inseriert und in E. coli
Bakterien transformiert. Die Klone der 5h-Subtraktivaren von Frau Dr. Hort gescreent und
die positiven Plasmide sequenziert worden. Etwa &@he wurden gescreent; 91 Inserts

konnten erfolgreich sequenziert werden.

4.1.2. Screening der 3 Stunden-Sequenzen

Das Screening der Sequenzen der 3h-Subtraktion ewarGegenstand der vorliegenden
Arbeit. Etwa 900Klon-Kolonien wurden vereinzelt und mittels Kolof®CR und reversem

Northern Blot auf differentiell exprimierte Sequenz Uberprift. Ein Beispiel fir die

Darstellung differentieller Expression im reversdiorthern Blot ist in Abbildung 15

dargestellt.

Aus den positiven Klonen wurden die Plasmide extéralund diese auf die erfolgreiche
Insertion der differentiell exprimierten SequenZdrerprift (ein Beispiel zeigt Abbildung

16). Insgesamt wurden 79 Sequenzen aus dem 3hrigenti erfolgreich sequenziert.
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Abbildung 15: Exemplarische Darstellung der Hybridisierung der 3h-Sequenzen 129 — 160.

Oben: Argininsonde. Unten: Tryptophansonde. Marmnk die unterschiedlich starke Bindung der Sonden.
Einige Sequenzen, wie z.B. 129, 145, 146 (spate),3@7, 156 und 157 hybridisieren nahezu nur it d
Tryptophan-Sonde.

— Plasmidreste

Inserierte Sequenzen

Abbildung 16: Exemplarische Darstellung eines Verdas extrahierter Plasmide.

Aus Klonen, die eine Sequenz enthielten, welcheswersen Northern Blot nur mit der Tryptophan-Sonde
hybridisierte, wurden die Plasmide extrahiert urese mit EcCoORI verdaut.
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4.1.3. BLAST Search und Sequenzabgleich

Mit jeder Sequenz beider Kontingente wurde einesleted vs. translated BLAST-Suche
(tblastx) sowohl in der NCBI Datenbank, als aucldén GenRe MIP&J. maydis Datenbank
durchgefuhrt. In Tabelle 7 (3 Stunden) und Tab8llgs Stunden) sind die Ergebnisse der
tblastx Suche in Anlehnung an den MIPS Yeast Fur{Batpp et al. 2004; Mewes et al.
2000) anhand ihrer wahrscheinlichen Funktionen eggity. Zur Ubersichtlichkeit sind die
Sequenzen entsprechend dieser Einteilung nummedibweichungen von der Reihenfolge
sind durch Anderungen der Ergebnisse in spatereaSBESuchen begriindet. Mit Sternchen
markierte Sequenzen ergaben keinen Treffer in @BINDatenbank, daflr aber in der GenRe
MIPS Datenbank.

Tabelle 7: Einteilung der BLAST-Search-Ergebnisse ér 3-Stunden-Sequenzen anhand ihrer
hypothetischen Funktionen.

Sequenzen, die keinen Treffer in der NCBI Datenbargrgaben, aber in der GenRe MIPSnaydis

Datenbank, sind mit * gekennzeichnet.

Seq. Bester Treffer Hypothetische Funktion
Nr. Gen Nummer
Metabolism
Amino acid / nitrogen metabolism
301 Malassezia globosa MGL_1168 Chorismate synthase
302 Malassezia globosa MGL_2601 Kynurenine/alpha-aminoadipate aminotranaske
303 Aspergillusterreus ATEG_01774 Cystathionine beta-lyases/cystathiogarama-synthases
304 Malassezia globosa MGL_0703 Cystathionine beta-lyases/cystathionimama-synthases
305 Ustilago maydis UM05632 Iron-Sulfur cluster nifU-like protein séaifl protein
306 Oryza sativa Isopropylmalate/ homocitrate/ citramalate synthases
307 Malassezia globosa MGL_1477 ATP phosphoribosyl-transferase
308 Malassezia globosa MGL_1477 ATP phosphoribosyl-transferase
309 Malassezia globosa MGL_0551 Asparagine synthase B (glutamine-hydrolyzing)
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
310 Malassezia globosa MGL_2663 Long chain acyl-CoA dehydrogenase
311 Malassezia globosa MGL_2663 Long chain acyl-CoA dehydrogenase
312 Malassezia globosa MGL_3742 phosphatidylserine decarboxylase
313 Malassezia globosa MGL_2336 Esterasellipase
314 Malassezia globosa MGL_3209 4-hydroxybenzoate polyprenyltransferase and related
prenyltransferases
315 Malassezia globosa MGL_0310 Cytochrome P450, C-22 sterol-desaturase
316 Malassezia globosa MGL_1929 Isopentenyl diphosphate isomerase
317 Malassezia globosa MGL_2702 Malic enzyme (Malate dehydrogenase)
Carbohydrate and C-compound metabolism
318 Malassezia globosa MGL_4274 L-Lactate 2-monooxygenase (LMO) FMN-binding domain
319 Malassezia globosa MGL_0092 Phosphoglycerate mutase
320 Sclerotinia sclerotiorum 1980 SS1G_10803 Zn-dependent alcohol dehydrogenalass IlI
321* Ustilago maydis UM11539 related to SNF8
365 Malassezia globosa MGL_3995 Glycosyltransferase family 28 N-terminal domain
Metabolism others
322 Ustilago maydis 5 UM02703 Fructose-1,6-bisphosphatase
323 Arthrobacter sp. Predicted epimerase, PhzC/PhzF homolog
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324 Malassezia globosa MGL_2010 Pyridoxine biosynthesis enzyme
325* Ustilago maydis 521 UM00567 related to B2-aldehyde-forming enzyme
Energy
326 Malassezia globosa MGL_4076 Transaldolase A/B
Cell Cycle
353* Ustilago maydis UM04487 Karyogamy Protein
Transcription
327 Staphylococcus haemolyticus RimL, Acetyltransferase (GNAT) family
328 Malassezia globosa MGL_4188 related to MRNA guanylyltransferase
329 Nematostella vectensis Histone H3
330 Aspergillus niger An08g06960 Histone H3
331 Ustilago maydis h4 gene for histone 4 Histone H4
332 Malassezia globosa MGL_3511 Histone H4
333 Ustilago maydis h4 gene for histone 4 Histone H4
334 Ustilago maydis h4 gene for histone 4 Histone H4
364a Malassezia globosa MGL_1942 Helix-turn-helix XRE-family like proteins
Protein synthesis
335 Malassezia globosa MGL_3246 Asx tRNA synthetase (AspRS/AsnRS) clagoitk domain
336 Cryptococcus neoformans CNM01460 TCTP, Translationally controlled tumouotein
337 Ustilago maydis UM11719 Ribosomal protein S4E
338 Malassezia globosa MGL_0281 Ribosomal protein Sé6e
339 Malassezia globosa MGL_0281 Ribosomal protein Sée
340 Malassezia globosa MGL_0281 Ribosomal protein Sée
341 Ustilago maydis UM00867 Ribosomal protein S8
342 Malassezia globosa MGL_2944 Ribosomal Protein S10
343 Malassezia globosa MGL_1652 Ribosomal Protein S23
344 Neurogpora crassa 40S ribosomal protein S23 Ribosomal protein S23
345 Ustilago maydis UM11135 Ribosomal protein S27
346 Coccidioidesimmitis CIMG_05425 Ribosomal protein L3
347 Malassezia globosa MGL_2147 Ribosomal protein L11
348 Malassezia globosa MGL_2147 Ribosomal protein L11
349 Malassezia globosa MGL_3166 Ribosomal Protein L37ae
Protein fate
350 Malassezia furfur 18S ribosomal RNA gene
351 Malassezia globosa MGL_0599 Eukaryotic aspartyl protease
352 Malassezia globosa MGL_1910 Serine/Threonine protein kinase
354 Malassezia globosa MGL_1502 GroEL_like type | chaperonin
355 Malassezia globosa MGL_0788 Component of SCF ubiquitin ligase and anaphase-giinppcomplex
356 Malassezia globosa MGL_2996 Ubiquitin activating enzyme (E1)
357 Schizosaccharomyces pombe Ubiquitin
Cellular transport
358 Malassezia globosa MGL_2787 Fe-S cluster assembly scaffold protein
359 Malassezia globosa MGL_2751 Eukaryotic porin
360 Malassezia globosa MGL_2587 related to GLE2 - required for nuclear pore comsigxcture and
function / WD40 repeats
361 Malassezia globosa MGL_3780 Importin beta-related nuclear transpareptor
362 Malassezia globosa MGL_0542 V-type ATPase 116kDa subunit family
363* Ustilago maydis UM04736 snf7, conserved hypothetical protein inedhn vacuolar transport
Cell rescue / Stress response
364b Mycobacterium smegmatis Hemoglobin-like flavoprotein
Unclassified proteins
366 Malassezia globosa MGL_0063 no match found
367 Malassezia globosa MGL_0063 no match found
368 Malassezia globosa MGL_0063 no match found
369 Malassezia globosa MGL_0754 Uncharacterized Zn ribbon-containing pirote

No significant similarity

370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379

52



Tabelle 8: Einteilung der BLAST-Search-Ergebnisse @r 5 Stunden-Sequenzen anhand ihrer
hypothetischen Funktionen.

Sequenzen, die keinen Treffer in der NCBI Datenkardegaben, aber in der GenRe MIP.Snaydis
Datenbank, sind mit * gekennzeichnet.

Seq. Bester Treffer Hypothetische Funktion
Nr. Gen Nummer
(Accession Nr.)
Metabolism
Amino acid / nitrogen metabolism
501 Malassezia globosa MGL_2109 Glutathione S-Transferase
502 Malassezia globosa MGL_0780 Cystein desulfurase and related enzymiéS)(n
503 Sclerotinia sclerotiorum SS1G_00355 2-Nitropropane dioxygenase (NPD)
504 Malassezia globosa MGL_3024 Iron-Sulfur cluster nifU-like protein
505 Malassezia globosa MGL_0320 Citrate synthase
506 Malassezia globosa MGL_4035 Mitochondrial aconitase A swivel domain
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
507 Malassezia globosa MGL_0279 Lipase (class 3).
508 Malassezia furfur secreted lipase 1 precursor Secretory lipase
(LIP1)
509 Malassezia globosa MGL_1574 Acid sphyngomyelinase
Carbohydrate and C-compound metabolism
510 Ustilago maydis UM10062 Flavin-binding monooxygenase-like
511 Ustilago maydis UM10062 Flavin-binding monooxygenase-like
512 Ustilago maydis UM10062 Flavin-binding monooxygenase-like
513 Ustilago maydis UM10062 Flavin-binding monooxygenase-like
514 Ustilago maydis UM10062 Flavin-binding monooxygenase-like
515 Ustilago maydis UM11922 Chitin deacetylase
516 Malassezia globosa MGL_4190 Glycerate dehydrogenase
517 Malassezia globosa MGL_4179 Phosphoglycerate kinase
Metabolism others
518 Malassezia globosa MGL_4159 Pyruvate-/ Indolepyruvate decarboxylase
519 Malassezia globosa MGL_1313 NMTL1/THI5 like, Thiamin biosynthesis
520 Malassezia globosa MGL_2660 Rare lipoprotein A (RIpA)-like double-gséta-barrel, B2-aldehyde
forming enzyme
521 Malassezia globosa MGL_1057 Rare lipoprotein A (RIpA)-like double-psi beta-belrr
522 Rhodococcus sp. Methylase involved in ubiquinone/ menaquinonesihesis
523 Arthrobacter sp. Methylase involved in ubiquinone/ menaquinone hibsgsis
Energy
524* Ustilago maydis 521 UM11830 NADH-ubiquinone oxidoreductase complex |
525 Candida albicans cytochrome C gene (CYCL1) geneCytochrome c2
526* Ustilago maydis UM11938 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 4
527 Malassezia globosa MGL_3419 Isocitrate lyase
Cell Cycle
528 Malassezia globosa MGL_0337 Cyclin
Transcription
529 Malassezia globosa MGL_0308 Transcription factor Tfb4
530 Malassezia globosa MGL_3680 SAM-dependent methyltransferases relai¢BNA (uracil-5-)-
methyltransferase
531 Malassezia globosa MGL_3950 Ribonuclease T2
532* Ustilago maydis UM02059 DNA-directed RNA polymerase Il
Protein biosynthesis
533 Malassezia globosa MGL_3353 Seryl-tRNA synthetase (SerRS) class Il
Protein fate
534 Malassezia globosa MGL_0815 Serine carboxypeptidase
535 Malassezia globosa MGL_3953 Family of activating enzymes (E1) of ubiquitin-lipeoteins
536 Pleurotus ostreatus putative ubiquitin (ubgl) Ubiquitin
537 Ustilago maydis UM06118 related to Tripeptidyl-peptidase | precursor
591 Malassezia globosa MGL_1964 Protein-disulfide isomerase
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Protein activity regulation

538 Malassezia globosa MGL_3887 Patched family; related to Sterol regulatory eleniénding protein
cleavage-activating protein

539 Malassezia globosa MGL_3887 Patched family

Cellular transport

540 Ustilago maydis UM05471 Fe-S cluster assembly scaffold proteirsBdlke domain

541 Malassezia globosa MGL_1200 Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain

542 Malassezia globosa MGL_1200 Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain

543 Ustilago maydis UM06292 Vacuolar protein sorting-associated progg

544 Ustilago maydis UM00508 ATP synthase subunit C

545 Malassezia globosa MGL_0527 Syntaxin / SNARE domain

546 Malassezia globosa MGL_0527 Syntaxin / SNARE domain

547 Malassezia globosa MGL_0527 Syntaxin / SNARE domain

548 Ustilago maydis UM06138 Dipeptide/tripeptide permease

549 Ustilago maydis UM06138 Dipeptide/tripeptide permease

550 Aspergillus niger An01g11630 Preprotein translocase subunit Sss1

551 Ustilago maydis UM03718 SURF4

552 Malassezia globosa MGL_2422 Ferric reductase

Cellular communication / signal transduction
553 Ustilago hordei G-alpha subunit (FIL1) gene
Biogenesis of cellular components

G protein alpha subfffiL1)

554 Malassezia globosa MGL_3753 Actin depolymerisation factor/cofilin -like domains
Cell rescue / Stress response

555 Mycobacterium sp. Flavodoxin reductases (ferredoxin-NADPH reductagamily 1

556 Malassezia globosa MGL_2367 Methioninsulfoxid-Reduktase

557 Malassezia globosa MGL_2367 Methioninsulfoxid-Reduktase

558 Malassezia globosa MGL_2367 Methioninsulfoxid-Reduktase

559 Malassezia globosa MGL_2367 Methioninsulfoxid-Reduktase

560 Malassezia globosa MGL_2207 Protein phosphatase 2A regulatory B subunit

561 Malassezia globosa MGL_0846 Cytochrome c peroxidase
Unclassified Proteins

562 Malassezia globosa MGL_3153 Function unknown

563 Malassezia globosa MGL_3153 Function unknown

564 Malassezia globosa MGL_3153 Function unknown

565 Ustilago maydis UM03923 Function unknown

566* Ustilago maydis UM11139 Function unknown

567* Ustilago maydis UM11139 Function unknown

568* Ustilago maydis UM11139 Function unknown

569 Ustilago maydis UM02672 DUF1690; Protein of unknown function

570 Ustilago maydis UM11131 Function unknown

571 Pseudomonas aeruginosa Function unknown

586 Malassezia globosa MGL_0759 Function unknown

No significant similarity

572,573, 574, 575, 576, 577, 578, 579, 580, 582, 583, 584, 585, 587, 588, 589, 59

Die meisten Proteine konnten aufgrund ihrer Fumiaioin mehr als eine Kategorie des MIPS
Yeast FunCat eingeteilt werden. Fir die vorliegendabellen (Tabelle 7 und Tabelle 8)
wurde fir jede Sequenz nur eine dominante FunkiorEinteilung ausgewahlt.

Neben den wahrscheinlichen Funktionen der Sequewrede besonderes Augenmerk auf
ihre Ahnlichkeit zu Sequenzen aMs globosa undU. maydis gelegt.M. globosa ist zwar der
nachste Verwandte voM. furfur mit einem sequenzierten Genom, jedoch konnte im

Gegensatz zW. maydis in vitro die Pigmentbildung bisher nicht induzieverden. In den
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Tabellen 9 - 11 sind fur die 3 Stunden-Sequenzehionden Tabellen 12 - 14 fir die 5
Stunden-Sequenzen sowohl die Ergebnisse der tiastite als auch der blastn-Suche in

Bezug auf ihre Ahnlichkeit zu Sequenzen Bugjlobosa dargestellt.

Tabelle 9: 3 Stunden Kategorie 1Malassezia globosals bester Treffer (NCBI).

E= e-value, I=Ildentity, S= Similarity. Mit * markigee Sequenzen: Kein bester oder zweitbester Triffder
NCBI Datenbank, aber Treffer in der MIRE maydis Datenbank. Fett gedruckt: Gleiches Ergebnis fiasti-

Suche und blastn-Suche.

Seq. Bester Treffer E Bester Treffer translated E Hypothetische Bester Treffer
Nr. translated I;'S BLAST in anderen I;'S Funktion nucleotide BLAST
BLAST (tblastx) Organismen (blastn) (E; 1)
in M. globosa (Accession Nr.)
(Accession Nr.)
Metabolism
Amino acid / nitrogen metabolism
301 MGL_1168 4e-76 Ustilago maydi UM01402 2e-70 Chorismate Ustilago maydis
(XM_001731848)  77%:; 86% (XM_752456) 74%; 82% synthase UMO01402 (1e-52; 73%)
302 MGL_2601 2e-43 Ustilago maydi UM01804 7e-39 Kynurenine/alpha- Ustilago maydis
XM_001730167  64%; 86% (XM_752858) 62%; 79% aminoadipate UMO01804 (2e-04; 69%)
aminotransferase
304 MGL_0703 6e-12 Ustilago maydis 3e-12 Cystathionine beta- No significant similarity
(XM_001732058) 49%;61%  UM11720* (no accession 55%; 65% lyases/
no.) cystathionine
gamma-synthases
307 MGL_1477 8e-63 Ustilago maydis UM11807 le-45 ATP phospho- Malassezia globosa
(XM_001731242) 75%; 87% (XM_757071) 65%; 76%  ribosyl-transferase MGL_1477 (4e-53;
72%)
308 MGL_1477 1e-90 Ustilago maydis UM11807 4e-76 ATP phospho- Malassezia globosa
(XM_001731242) 80%; 88% (XM_757071) 73%; 84%  ribosyl-transferase MGL_1477 (2e-83;
70%)
309 MGL_0551 le-53 Ustilago maydis UM00311 5e-48 Asparagine Podospora anserina
(XM_001732724)  81%:;89% (XM_751365) 77%; 83% Synthase B (PODANSQ8830)
(3e-70; 82%)
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
310 MGL_2663 2e-89 Ustilago maydi UM01466 7e-80 Long chain acyl- Ustilago maydis
(XM_001730229) 82%; 91% (XM_752520) 74%; 85% CoA UMO01466 (3e-73; 72%)
dehydrogenase
311 MGL_2663 3e-91 Ustilago maydis UM01466 2e-81 Long chain acyl- Malassezia globosa
(XM_001730229)  83%; 92% (XM_752520) 74%; 87% CoA MGL_2663 (8e-80;
dehydrogenase 74%)
312 MGL_3742 4e-63 Ustilago maydis UM02799 2e-59 Phosphatidyl-serine  Malassezia globosa
(XM_001729223)  66%; 79% (XM_753853) 61%; 78% decarboxylase MGL_3742 (8e-36;
67%)
313 MGL_2336 3e-46 Petroleum-degrading 1e-06 Esterasel/lipase Malassezia globosa
(XM_001730488) 63%; 76%  pacterium HD-1 Esterase = 60%; 68% MGL_2336 (5e-05;
HDE (AB029896) 64%)
314 MGL_3209 3e-37 Ustilago maydis UM01450 5e-28 4-hydroxybenzoate Parvibaculum
(XM_001729613)  79%; 92% (XM_752504) 55%; 76%  poly-prenyltrans- lavamentivorans
ferase and related (9e-13; 70%)
enzymes
315 MGL_0310 7e-36 Ustilago maydis UM00350 8e-27 Cytochrome P450, Malassezia globosa
(XM_001732483) 84%;89% (XM_751404) 77%; 87% C-22 sterol- MGL_0310 (3e-36;
desaturase 77%)
316 MGL_1929 5e-91 Adonis aestivalis 2e-87 Isopentenyl Malassezia globosa
(XM_001730878)  77%, 86% (EF489296) 73%, 86% diphosphate MGL_1929 (2e-76;
isomerase 71%)
317 MGL_2702 le-63 Ustilago maydis UM11919 4e-47 Malic enzyme Malassezia globosa

(XM_001730268)  75%; 85% (XM_753360)

73%; 86%

MGL_2702 (1e-51;
72%)
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Carbohydrate and C-compound metabolism

318 MGL_4274 le-42 Aspergillus oryzae 9e-31 L-Lactate 2-mono- Malassezia globosa
(XM_001728533)  77%:; 89% (NW_001884664) 61%;75%  oxygenase (LMO) MGL_4274 (1e-39;
FMN-binding 75%)
domain
319 MGL_0092 5e-66 Ustilago maydis UM05339 6e-62 Phosphoglycerate Malassezia globosa
(XM_001732265) 80%; 88% (XM_756393) 70%; 87% mutase MGL_0092 (7e-74;
75%)
365 MGL_3995 3e-30 Ustilago maydis 5e-04 Glycosyltrans- No significant similarity
(XM_001728776) 55%;82%  UM11491* (XM_753929) 46%; 57% ferase family 28
Metabolism others
324 MGL_2010 6e-66 Ustilago maydis UM03824 2e-58 Pyridoxine Malassezia globosa
(XM_001730959) 89%; 96% (XM_754878) 79%; 90% biosynthesis MGL_2010 (7e-74;
enzyme 75%)
Energy
326 MGL_4076 3e-32 Ustilago maydis UM04138 6e-27 Transaldolase A/B Malassezia globosa
(XM_001728689) 68%; 82% (XM_755192) 68%; 75% MGL_4076 (3e-43;
77%)
Transcription
328 MGL_4188 2e-61 Ustilago maydi UM04881 2e-53 related to mMRNA Ustilago maydis
(XM_001728657)  70%:; 81% (XM_755935) 65%;80%  guanylyltransferase UMO04881 (5e-20; 72%)
332 MGL_3511 3e-46 Neurospora crassa OR74A 9e-46 Histone H4 Ustilago maydis histone
(XM_001729424)  93%; 95% (XM_951504) 86%; 92% H4 UM02710
(1e-99; 87%)
364a MGL_1942 9e-14 Nidula niveotomentosa 2e-11 Helix-turn-helix Uncultured
(XM_001730891) 75%; 88% MBF 1 (tcf gene) 88%; 92%  XRE-family like Desulfobacteraceae
(AM497800) proteins bacterium 16S rRNA
gene (1e-22; 88%)
Protein synthesis
335 MGL_3246 7e-77 Ustilago maydi UM04442 4e-71 Asx tRNA syn- Ustilago maydis
(XM_001729650) 78%; 87% (XM_755496) 74%;87%  thetase (AspRS/ UMO04442 (5e-103;
AsnRS) class Il 79%)
338 MGL_0281 3e-92 Ustilago maydis UM00659 1e-90 Ribosomal protein Malassezia globosa
(XM_001732454)  95%; 97% (XM_751713) 87%; 94% Sée MGL_0281
(1e-147; 86%)
339 MGL_0281 4e-97 Ustilago maydis UM00659 1e-90 Ribosomal protein Malassezia globosa
(XM_001732454)  93%; 97% (XM_751713) 85%; 93% Sée MGL_0281 (4e-153;
86%)
340 MGL_0281 le-13 Oryza sativa (AK108193) 2e-11 Ribosomal protein Malassezia globosa
(XM_001732454)  88%; 97% 82% ; 91% Sée MGL_0281
(5e-25; 84%)
342 MGL_2944 3e-62 Ustilago maydis UM03237 3e-54 Ribosomal Protein Malassezia globosa
(XM_001729906) 94%; 98% (XM_754291) 85%; 96% S10 MGL_2944
(9e-117; 86%)
343 MGL_1652 3e-81 Cryptococcus neoformans 2e-72 Ribosomal Protein Malassezia globosa
(XM_001731417) 94%;97%  CNGO04360 (XM_572112) 85%; 93% S23 MGL_1652
(8e-143; 88%)
347 MGL_2147 le-11 Nematostella vectensis 4e-07 Ribosomal protein Malassezia globosa
(XM_001730641) 80%; 85% (XM_001641997) 72%; 81% L11 MGL_2147
(3e-32; 81%)
348 MGL_2147 le-11 Anthopleura elegantissma 3e-07 Ribosomal protein Malassezia globosa
(XM_001730641) 80%:; 85% (DQ314616) 69%; 81% L11 MGL_2147
(3e-32; 81%)
349 MGL_3166 7e-38 Ustilago maydi UM11412 2e-41 Ribosomal Protein Ustilago maydis
(XM_001729570) 82%; 93% (XM_753572) 91%; 94% L37ae UM11412 (1e-42; 80%)
Protein fate
351 MGL_0599 2e-38 Ustilago maydis UM11908 4e-36 Eukaryotic aspartyl No significant similarity
(XM_001732772)  48%;63% (XM_753096) 39%; 63% protease
352 MGL_1910 2e-45 Ustilago maydis UM05544 le-41 Serine/Threonine Malassezia globosa
(XM_001730859) 88%; 94% (XM_756598) 81%; 90% protein kinase MGL_1910
(1e-41; 75%)
354 MGL_1502 4e-47 Ustilago maydi UM05831 4e-46 GroEL_like type | Ustilago maydis

(XM_001731267)

83%; 92%

(XM_756885)

84%; 90%

chaperonin

UMO05831 (2e-58; 79%)
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355 MGL_0788 2e-54 Tribolium castaneum 3e-53 Component of SCF Culex pipiens
(XM_001732143) 86%;90% | OC655935 (XM_962490) 78%;84%  ybiquitin ligase and quinquefasciatus RING-
anaphase-pro- box protein 1A
moting complex (9e-77; 85%)
356 MGL_2996 le-27 Oryza sativa (AK110124) 4e-24 Ubiquitin activating Malassezia globosa
(XM_001729958)  75%; 83% 71%; 91% enzyme (E1) MGL_2996 (1le-27;
74%)
Cellular transport
358 MGL_2787 le-29 Ustilago maydi UM05471 le-25 Fe-S cluster Ustilago maydis
(XM_001729749)  70%:; 91% (XM_756525) 87%;92%  assembly scaffold UMO05471 (le-19; 76%)
protein
359 MGL_2751 9e-41 Ustilago maydis UM05662 le-31 Eukaryotic porin Malassezia globosa
(XM_001730317) 93%; 98% (XM_756716) 77%; 89% MGL_2751 (3e-69;
84%)
360 MGL_2587 4e-95 Ustilago maydis UM03762 8e-67 related to GLE2 - Malassezia globosa
(XM_001730153) 87%; 94% (XM_754816) 72%;82%  required for nuclear ~ MGL_2587 (5e-70;
pore complex 73%)
structure &
function
361 MGL_3780 3e-57 Ustilago maydi UM02859 3e-51 Importin beta- Ustilago maydis
(XM_001728940)  94%; 97% (XM_753913) 84% ; 94% related nuclear UM02859 (5e-80; 81%)
transport receptor
362 MGL_0542 8e-42 Ustilago maydis UM00630 8e-29 V-type ATPase Malassezia globosa
(XM_001732715)  88%; 96% (XM_751684) 68%;82%  116kDa subunit MGL_0542 (1le-72;
family 86%)
Unclassified proteins
366 MGL_0063 9e-29 Ustilago maydis UM00102 le-24 no match found No significant similarity
(XM_001732236) 52%; 77% (XM_751156) 49%; 68%
367 MGL_0063 3e-24 Ustilago maydis UM05528 le-18 no match found No significant similarity
(XM_001732236)  50%; 74% (XM_756582) 41%; 60%
368 MGL_0063 9e-25 Ustilago maydis UM00102 4e-18 no match found No significant similarity
(XM_001732236) 48%; 71% (XM_751156) 44%; 65%
369 MGL_0754 9e-46 Candida albicans 2e-25 Uncharacterized Zn  Malassezia globosa

(XM_001732109)

86%; 92%

Ca019.13944
(XM_707070)

68%; 78%

ribbon-containing
protein

MGL_0754 (4e-43;
76%)
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Tabelle 10: 3 Stunden Kategorie 2Malasseziaglobosa unter den 100 besten Treffern, jedoch nitlals

bester Treffer (NCBI).

E= e-value, I= Identity, S= Similarity. Mit * markite Sequenzen: Kein bester oder zweitbester Trieffter
NCBI Datenbank, aber Treffer in der MIPS U. maydetenbank. Fett gedruckt: Gleiches Ergebnis fiasti-
Suche und blastn-Suche.

Seq. Bester Treffer E Bester Treffer E Hypothetische Bester Treffer
Nr. translated BLAST IS translated I;'S Funktion nucleotide BLAST
(tblastx) (Accession Nr.) BLAST in M. (blastn)
globosa (E; D)
(Accession Nr.)
Metabolism
Amino acid / nitrogen metabolism
303 Aspergillusterreus 2e-41 MGL_0703 2e-31 Cystathionine beta- Malassezia globosa
ATEG_01774 ST%;72%  (XM_001732058) 67%;80%  |yases/cystathionine MGL_0703 (le-17; 71%)
(XM_001209139) gamma-synthases
stilago maydis e- . e- ron-Sulfur cluster acaca fascicularis
305 Ustil di 3e-12 MGL_3024 9e-12 Iron-Sulfur cl M fasciculari
UMO05632 (XM_756686) 40%;52%  (XM_001729986) 43%; 50% nifU-like protein androgen receptor
scaffold protein (2e-18; 96%)
306 Oryza sativa 6e-59 MGL_1091 2e-57 Isopropylmalate/  Oryza sativa (5e-68; 79%)
(AK119950) 80%;90% (XM_001731771) 77%:86%  homocitrate/ citra-
malate synthases
Carbohydrate and C-compound metabolism
320 Sclerotinia sclerotiorum 4e-43 MGL_0654 2e-37 Zn-dependent Malassezia globosa
SS1G_10803 54%;72%  (XM_001732009) 64%; 77% alcohol dehydro- MGL_0654 (9e-24; 66%)
(XM_001588306) genases, class llI
Metabolism others
322 Ustilago maydis le-37 MGL_0335 4e-36 Fructose-1,6- Malassezia globosa
UM02703 (XM_753757) 62%;79%  (XM_001732508) 81%; 89% bisphosphatase =~ MGL_0335 (5e-30; 70%)
323 Arthrobacter sp. FB24 le-19 MGL_0881 8e-13 Predicted epimerase, No significant similarity
(CP000454) 56%; 73%  (XM_001731561) 45%;63%  PhzC/PhzF homolog
Transcription
329 Nematostella vectensis 2e-77 MGL_3512 2e-76 Histone H3 Ustilago maydis histone
(XM_001640386) 92%; 95%  (XM_001729425) 95%; 97% H3 UM02709
(4e-134; 86%)
331 Ustilago maydi h4 gene 3e-49 MGL_2855 8e-44 Histone H4 Ustilago maydis histone
for histone 4 (AJ646896) 95%:;97%  (XM_001729817) 96%; 97% H4 UM02710
(5e-106; 87%)
333  Ustilago maydi h4 gene 3e-50 MGL_2855 8e-45 Histone H4 Ustilago maydis histone
for histone 4 (AJ646896) 96%:98%  (XM_001729817) 97%; 98% H4 UM02710
(4e-107; 88%)
334  Ustilago maydi h4 gene 3e-50 MGL_2855 8e-45 Histone H4 Ustilago maydis histone
for histone 4 (AJ646896) 96%;98%  (XM_001729817) 97%; 98% H4 UM02710
(5e-106; (87%)
Protein synthesis
336 Cryptococcus 4e-28 MGL_1433 6e-27 TCTP, Trans- Cryptococcus neoformans
neoformans! 0, 85% | 0:87%  lationally controlle e-56; 0
fi CNM01460  79%;85%  (XM_001731198) 80%;87% |ationall lled CNMO01460 (9e-56; 79%)
(XM_568453) tumour protein
337 Ustilago maydis 3e-24 MGL_3501 2e-23 Ribosomal protein Ustilago maydis
UM11719 (XM_753768) 83%:;92% (XM_001729414) 87%; 95% S4E UM11719 (6e-31; 80%)
341 Ustilago maydis le-49 MGL_3348 le-48 Ribosomal protein Ustilago maydis
UMO00867 (XM_751921) 81%;91%  (XM_001729261) 81%; 92% S8 UMO00867 (2e-76; 82%)
344  Neurospora crassi 40S 3e-23 MGL_1652 2e-22 Ribosomal protein Neurospora crassa
ribosomal protein S23  84%;91%  (XM_001731417) 91%; 93% S23 (2e-51; 90%)
(XM_951162)
345 Ustilago maydis 6e-42 MGL_3168 2e-26 Ribosomal protein Ustilago maydis
UM11135 (XM_752689) 87%;93%  (XM_001729572) 98%; 98% S27 UM11135 (3e-46; 83%)
346  Coccidioidesimmitis RS 3e-69 MGL_2060 le-67 Ribosomal protein Malassezia globosa
CIMG_05425 69%:88%  (XM_001731009) 77%; 82% L3 MGL_2060 (2e-139;
(XM_001245983) 80%)
Protein fate
357 Schizosaccharomyces 2e-48 MGL_3832 le-47 Ubiquitin Podospora anserina

pombe (Z99161) 94%; 98%  (XM_001728992)

96%; 98%

(PODANSg6264)
(9e-89; 87%)
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Tabelle 11: 3 Stunden Kategorie 3: Kein Treffer inMalassezia globoséNCBI).

E= e-value, I= Identity, S= Similarity. Mit * marate Sequenzen: Kein bester oder zweitbester Trieffder
NCBI Datenbank, aber Treffer in der MIRE maydis Datenbank. Fett gedruckt: Gleiches Ergebnis filstiz-
Suche und blastn-Suche.

Seq. Bester Treffer translated BLAST E Hypothetische Funktion Bester Treffer nucleotide
Nr. (tblastx) (Accession Nr.) I; S BLAST (blastn) (E; I)
Metabolism
Carbohydrate and C-compound metabolism
321* Ustilago maydis UM11539 3e-05 related to SNF8 No significant similarity
(XM_755692) 32%; 50%
Metabolism others
325* Ustilago maydis UM00567 2e-04 related to B2-aldehyde-forming No significant similarity
(XM_751621) 31%; 56% enzyme
Cell Cycle
353* Ustilago maydis UM04487 6e-06 Karyogamy Protein No significant similarity
(XM_753121) 33%; 48%
Transcription
327  Saphylococcus haemolyticus JCSC1435 4e-45 RimL, Acetyltransferase (GNAT) No significant similarity
(AP006716) 40%; 61% family
330 Aspergillus nige An08g06960 7e-09 Histone H3 Aspergillus niger
(XM_001392774) 2%; 71% An08g06960 (1le-22; 83%)
Protein synthesis
350 Malassezii furfur (AY623429) 2e-123 18S ribosomal RNA gene Malassezia furfur
99%; 99% (0.0; 98%)

Cellular Transport

363* Usdtilago maydisum04736 (XM_755790)  1e-09 snf7, involved in vacuolar transport No significaimilarity
41%; 60%

Cell rescue / Stress response

364b  Mycobacterium smegmatis (CP000480) le-15 Hemoglobin-like flavoprotein No significant similgr
52%; 63%

No significant similarity

370, 371, 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 379 No significant similarity
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Tabelle 12: 5 Stunden Kategorie 1Malassezia globosals bester Treffer (NCBI).

E= e-value, I= Identity, S= Similarity. Mit * margte Sequenzen: Kein bester oder zweitbester Trieffder
NCBI Datenbank, aber Treffer in der MIRE maydis Datenbank. Fett gedruckt: Gleiches Ergebnis filstiz-

Suche und blastn-Suche.

Seq. Bester Treffer E Bester Treffer translated E Hypothetische Bester Treffer
Nr. translated I;'S BLAST in anderen I;S Funktion nucleotide BLAST
BLAST (tblastx) Organismen (blastn) (E; 1)
in M. globosa (Accession Nr.)
(Accession Nr.)
Metabolism
Amino acid / nitrogen metabolism
501 MGL_2109 6e-24 Ustilago maydis 5e-08 Glutathione S- No significant similarity
(XM_001731058) 46%;67%  UM04801* (XM_755855)  37%; 56% Transferase
502 MGL_0780 4e-32 Ustilago maydis UM05776 6e-28 Cystein desulfurase ~ Malassezia globosa
(XM_001732135)  87%; 95% (XM_756830) 74%; 90% & related enz. MGL_0780 (3e-42;
(nifS) 80%)
504 MGL_3024 7e-56 Ustilago maydi UM05632 3e-52 Iron-Sulfur cluster Ustilago maydis
| 0,957 _ 0, 92% nifU-like protein e-47; o
(XM_001729986) 88%; 95% (XM_756686) 82%; 92% ifU-lik i UMO05632 (9e-47; 73%)
505 MGL_0320 le-19 Ustilago maydis UM01627 9e-16 Citrate synthase Malassezia globosa
(XM_001732493)  77%; 92% (XM_752681) 66%; 85% MGL_0320 (5e-36;
85%)
506 MGL_4035 2e-14 Ustilago maydi UM02899 le-13 Mitochondrial Ustilago maydis
| 0; 850 _ 0;80%  aconitase A swive e-22; o
(XM_001728816) 82%; 85% (XM_753953) 71%; 80% i A swivel UM02899 (7e-22; 79%)
domain
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
507 MGL_0279 2e-18 Ustilago maydis UM02116 2e-10 Lipase (class 3). Malassezia globosa
(XM_001732452)  75%;91% (XM_753170) 55%;65% MGL_0279 (2e-05;
71%)
509 MGL_1574 3e-11 Neurospora crassa 3e-05 Acid No significant similarity
(XM_001731339) 61%;77%  NCU06697 (XM_955919) 47%;64%  sphyngomyelinase
Carbohydrate and C-compound metabolism
516 MGL_4190 7e-12 Ustilago maydis UM05170 5e-07 Glycerate Platanus x acerifolia
(XM_001728659)  72%; 83% (XM_756224) 55%;69% dehydrogenase (7e-31; 100%)
517 MGL_4179 le-25 Ustilago maydi UM04871 7e-24 Phosphoglycerate Ustilago maydis
(XM_001728648)  85%;98% (XM_755925) 82%,92% kinase UMO04871 (2e-38; 81%)
Metabolism others
518 MGL_4159 le-35 Candida albicans pyruvate 2e-27 Pyruvate-/ No significant similarity
(XM_001728628)  49%; 70% decarboxylase 45%; 69% Indolepyruvate
Ca019 2877 decarboxylase
(XM_710440)
519 MGL_1313 5e-24 Schizosaccharomyces 7e-20 NMT1/THI5 like, Ustilago maydis
(XM_001731078)  66%; 77% pombe SPCC1223 57%; 73% Thiamin UMO00816 (4e-15; 77%)
(NM_001023338) biosynthesis
520 MGL_2660 2e-13 Ustilago maydis UM01022 5e-09 Rare lipoprotein A Malassezia globosa
(XM_001730226)  60%; 85% (XM_752076) 55%; 71%  (RIpA)-like double- MGL_0337 (3e-09;
psi beta-barrel, B2- 73%)
aldehyde forming
enzyme
521 MGL_1057 5e-20 Ustilago maydis UM12184 le-19 Rare lipoprotein A No significant similarity
(XM_001731737)  63%;75% (XM_753315) 58%; 75%  (RIpA)-like double-
psi beta-barrel
Energy
527 MGL_3419 5e-19 Fomitopsis palustris le-18 Isocitrate lyase Oryza sativa (1e-40;
(XM_001729332)  80%; 88% FPICL1 isocitrate lyase =~ 80%; 86% 90%)
(AB079254)
Cell Cycle
528 MGL_0337 8e-37 Ustilago maydis alternative 7e-27 Cyclin Malassezia globosa
(XM_001732510) 93%; 100% cyclin Pcl1 UM11928 80%; 90% MGL_0337 (2e-43;
(XM_753756) 80%)
Transcription
529 MGL_0308 le-20 Ustilago maydis 4e-15 Transcription factor No significant similarity
(XM_001732481) 55%; 75% uUMO00922* 43%; 63% Tfb4

(XM_751976)
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530 MGL_3680 5e-41 Ustilago maydis UM03063 5e-28 SAM-dependent Malassezia globosa
(XM_001729161) 67%; 85% (XM_754117) 73%; 82%  methyltransferases ~ MGL_3680 (6e-15;
related to tRNA - 68%)
methyltransferase
531 MGL_3950 le-29 Botryotinia fuckeliana 5e-26 Ribonuclease T2 No significant similarity
(XM_001728904)  51%; 69% BC1G_14317 50%; 69%
(XM_001546930)
Protein biosynthesis
533 MGL_3353 7e-126 Oryza sativa (AK107679) le-115 Seryl-tRNA Malassezia globosa
(XM_001729266)  93%; 97% 86%; 93%  synthetase (SerRS) MGL_3353
class Il (3e-155; 81%)
Protein fate
534 MGL_0815 le-14 Magnaporthe grisea 2e-05 Serine No significant similarity
(XM_001732170)  50%; 75% MGO09538 (XM_364693)  60%; 65%  carboxypeptidase
535 MGL_3953 le-04 Ustilago maydis 7e-05 Family of No significant similarity
(XM_001728907) 50%; 65%  UMO05739* (XM_756793) 47%;61%  activating enzymes
(E1) of ubiquitin-
like proteins
591 MGL_1964 2e-04 Ustilago maydis 2e-04 Protein-disulfide Uncultured archaeon
(XM_001730913) 62%;62%  UMO01883* (XM_752937)  53%; 59% isomerase partial 16S rRNA gene
(9e-15; 76%)
Protein activity regulation
538 MGL_3887 3e-61 Ustilago maydis UM02576 4e-39 Patched family; Malassezia globosa
(XM_001728841) 73%; 87% (XM_753630) S519%; 74% related to Sterol MGL_3887 (9e-43;
regulatory element 73%)
binding protein
cleavage-activating
protein
539 MGL_3887 3e-61 Ustilago maydis UM02576 4e-39 Patched family Malassezia globosa
(XM_001728841) 72%; 87% (XM_753630) 51%; 74% MGL_3887 (7e-43;
73%)
Cellular transport
541 MGL_1200 2e-18 Ustilago maydis UM01740 2e-10 Cytochrome b5-like  Belgica antarctica (9e-
(XM_001731880) 72%; 93% (XP_757887) 55%; 74% Heme/Steroid 05; 100%)
binding domain
542 MGL_1200 le-18 Ustilago maydis UM01740 le-10 Cytochrome b5-like No significant similarity
(XM_001731880)  72%; 93% (XP_757887) 55%; 74% Heme/Steroid
binding domain
545 MGL_0527 le-05 Ustilago maydis 4e-09 Syntaxin / SNARE Malassezia globosa
(XM_001732700) 80%;92%  UM12108* (XM_751654) 90%; domain MGL_0527 (6e-11,
100% 80%)
546 MGL_0527 3e-06 Ustilago maydis 4e-10 Syntaxin / SNARE Malassezia globosa
(XM_001732700) 76%;86%  UM12108* (XM_751654) 87%; domain MGL_0527 (7e-11,
100% 80%)
547 MGL_0527 le-05 Ustilago maydis 4e-09 Syntaxin / SNARE Malassezia globosa
(XM_001732700) 80%;92%  (M12108* (XM_751654) 90%; domain MGL_0527 (6e-11;
100% 80%)
552 MGL_2422 3e-15 Ustilago maydis UM11604 le-05 Ferric reductase No significant similarity
(XM_001730574)  40%; 61% (XM_751436) 30%; 48%
Biogenesis of cellular components
554 MGL_3753 8e-34 Ustilago maydis UM04314 4e-28 Actin depoly- Malassezia globosa
(XM_001729234)  86%; 95% (XM_755368) 75%; 88% merisation factor MGL_3753 (1e-34;
76%)
Cell rescue / Stress response
556 MGL_2367 le-52 Ustilago maydis UM01728 6e-44 Methioninsulfoxid- Malassezia globosa
(XM_001730519) 82%; 88% (XM_752782) 79%; 88% Reduktase MGL_2367 (1le-32;
72%)
557 MGL_2367 le-52 Ustilago maydis UM01728 6e-44 Methioninsulfoxid- Malassezia globosa
(XM_001730519) 82%; 88% (XM_752782) 79%; 88% Reduktase MGL_2367 (1e-32;
72%)
558 MGL_2367 6e-41 Ustilago maydis UM01728 3e-33 Methioninsulfoxid- Malassezia globosa
(XM_001730519) 85%; 87% (XM_752782) 84%; 90% Reduktase MGL_2367 (1e-30;
75%)
559 MGL_2367 5e-30 Ustilago maydis UM01728 4e-24 Methioninsulfoxid- Malassezia globosa

(XM_001730519)  76%; 76%

(XM_752782)

60%, 65%

Reduktase

MGL_2367 (8e-21;
70%)
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560 MGL_2207 7e-51 Oryza sativa (AK107284) 2e-47 Protein phosphatase Malassezia globosa

(XM_001730359)  92%; 95% 84%; 91% 2A regulatory B MGL_2207
subunit (2e-52; 77%)

561 MGL_0846 3e-06 Ustilago maydis UM02377 le-04 Cytochrome ¢ No significant similarity
(XM_001731526)  64%; 79% (XM_753431) 55%; 63% peroxidase
Unclassified Proteins

562 MGL_3153 5e-10 Ustilago maydis UM03923 4e-07 Function unknown No significant similarity
(XM_001729557)  46%; 62% (XM_754977) 50%; 58%

563 MGL_3153 3e-08 Ustilago maydis UM03923 4e-07 Function unknown No significant similarity
(XM_001729557)  45%; 60% (XM_754977) 50%; 58%

586 MGL_0759 7e-04 No match found Function unknown No significant similarity

(XM_001732114) 81%; 95%

Tabelle 13: 5 Stunden Kategorie 2Malassezia globosanter den 100 besten Treffern, jedoch nicht als
bester Treffer (NCBI).
E= e-value, I= Identity, S= Similarity. Mit * marate Sequenzen: Kein bester oder zweitbester Trieffder
NCBI Datenbank, aber Treffer in der MIRE maydis Datenbank. Fett gedruckt: Gleiches Ergebnis filstiz-
Suche und blastn-Suche.

Seq. Bester Treffer Bester Treffer E Hypothetische Bester Treffer
Nr. translated BLAST translated I;S Funktion nucleotide BLAST
(tblastx) (Accession Nr.) BLAST in M. (blastn)
globosa (E; D)
(Accession Nr.)
Metabolism
Amino acid / nitrogen metabolism
503  Sclerotinia sclerotiorum 6e-08 MGL_3253 8e-07 2-Nitropropane Chaetomium globosum
SS1G_00355 78%;85%  (XM_001729657) 70%;92%  dioxygenase (NPD) CHGG_08930
(XM_001598219) (5e-14; 80%)
Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism
508 Malassezidgurfur le-127 MGL_1311 le-58 Secretory lipase Malassezia furfur
secreted lipase 1 98%; 98%  (XM_001731076) 48%; 65% secreted lipase 1
precursor (LIP1) precursor (LIP1)
(DQ155666) (0.0; 99%)
Carbohydrate and C-compound metabolism
510 Ustilago maydis 2e-29 MGL_4008 le-17 Flavin-binding Ustilago maydis
UM10062 (XM_753207) 73%;84% (XM_001728789) 54%;70%  monooxygenase-like UM10062 (4e-16; 71%)
511 Ustilago maydis 2e-29 MGL_4008 le-17 Flavin-binding Ustilago maydis
UM10062 (XM_753207) 73%;84% (XM_001728789) 54%;70%  monooxygenase-like UM10062 (4e-16; 71%)
512 Ustilago maydis le-26 MGL_4008 6e-17 Flavin-binding Ustilago maydis
UM10062 (XM_753207) 73%;83% (XM_001728789) 56%;73%  monooxygenase-like UM10062 (4e-16; 71%)
513 Ustilago maydis le-26 MGL_4008 6e-17 Flavin-binding Ustilago maydis
UM10062 (XM_753207) 73%;83% (XM_001728789) 56%;73%  monooxygenase-like UM10062 (4e-16; 71%)
514 Ustilago maydis 6e-27 MGL_4008 7e-18 Flavin-binding Ustilago maydis
UM10062 (XM_753207) 73%; 84%  (XM_001728789) 56%;73%  monooxygenase-like UM10062 (3e-17; 71%)
515 Ustilago maydis 4e-50 MGL_0816 3e-48 Chitin deacetylase Ustilago maydis
UM11922 (XM_753743) 77%;81% (XM_001732171) 63%;77% UM11922 (2e-26; 80%)
Energy
525 Candida albicans 2e-07 MGL_3743 7e-05 Cytochrome c2 Coprinopsiscinerea

cytochrome C gene
(CYC1) (CAU57896)

71%; 90%

(XM_001729224)

70%; 92%

okayama CC1G_10735
(8e-17; 85%)
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Protein fate

536 Pleurotus ostreatus 7e-120 MGL_1040 2e-95 Ubiquitin Ostreococcus lucimarinus
putative ubiquitin (ubgl) 93%;96%  (XM_001731720) 96%; OSTLU_26775
(AJ416499) 100% (7e-177; 83%)
Cellular transport
540 Ustilago maydis 2e-16 MGL_2787 2e-15 Fe-S cluster Ustilago maydis
UMO05471 (XM_756525) 94%; (XM_001729749) 86%; 97% assembly scaffold ~ UM05471 (5e-14; 77%)
100% protein, HesB-like
domain
543 Ustilago maydis 3e-41 MGL_1608 7e-41 Vacuolar protein Malassezia globosa
UM06292 (XM_757346) 78%;92%  (XM_001731373) 72%; 83% sorting-associated MGL_1608 (8e-46; 76%)
protein 26
544 Ustilago maydis le-34 MGL_1143 le-27 ATP synthase Ustilago maydis
UMO00508 (XM_751562) 70%;81%  (XM_001731823) 93%; 98% subunit C UMO00508 (1e-85; 87%)
548 Ustilago maydis 2e-12 MGL_3042 3e-07 Dipeptide/tripeptide  No significant similarity
UMO06138 (XM_757192) 53%; 77%  (XM_001730004) 62%; 85% permease
549 Ustilago maydis 2e-12 MGL_3042 3e-07 Dipeptide/tripeptide  No significant similarity
UMO06138 (XM_757192) 53%:77%  (XM_001730004) 62%; 85% permease
550 Aspergillus niger le-09 MGL_1800 4e-07 Preprotein trans- Coprinopsiscinerea
An01g11630 83%;96%  (XM_001730749) 82%;92%  |ocase subunit Sss1 okayama CC1G_01841
(XM_001389536) (6e-15; 82%)
551 Ustilago maydis 2e-87 MGL_0097 6e-82 SURF4 Oryza sativa
UMO03718 (XM_754772) 82%;90%  (XM_001732270) 79%; 90% (5e-128; 75%)
Cellular communication / signal transduction
553  Ustilago hordei G-alpha 3e-29 MGL_0613 le-28 G protein alpha Hypocrea jecorina G-
subunit (FIL1) (U76672) 72%;86% (XM_001732270) 85%; 93% subunit (FIL1) alpha protein (1e-22;
76%)
Cell rescue / Stress response
555  Mycobacteriumsp. MCS le-12 MGL_2992 2e-06 Flavodoxin No significant similarity
(CP000384) 61%;80%  (XM_001729954) 45%; 65% reductases
(ferredoxin-NADPH
reductases) family 1,
flavohemoprotein
Unclassified Proteins
564 Ustilago maydis 2e-17 MGL_3153 le-13 Function unknown No significant similarity
UMO03923 (XM_754977) 54%:;66% (XM_001729557) 40%; 58%
565 Ustilago maydis 6e-15 MGL_3153 7e-12 Function unknown No significant similarity

UMO03923 (XM_754977) 56%; 67%

(XM_001729557)

39%; 59%
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Tabelle 14: 5 Stunden Kategorie 3: Kein Treffer inMalassezia globosé\NCBI).

E= e-value, I= Identity, S= Similarity. Mit * marate Sequenzen: Kein bester oder zweitbester Trieffder
NCBI Datenbank, aber Treffer in der MIRE maydis Datenbank. Fett gedruckt: Gleiches Ergebnis filstiz-
Suche und blastn-Suche.

Seq. Bester Treffer translated BLAST E Hypothetische Funktion Bester Treffer
Nr. (tblastx) (Accession Nr.) I; S nucleotide BLAST
(blastn) (E; I)
Metabolism
Metabolism others
522  Rhodococcus sp. RHAL (CP000431) 4e-08 Methylase involved in ubiquinone/ No significant similarity
58%; 65% menaquinone biosynthesis
523  Arthrobacter sp. FB24 (CP000454) 4e-08 Methylase involved in ubiquinone/ No significant similarity
38%; 52% menaquinone biosynthesis
Energy
524* Ustilago maydis UM11830 6e-07 NADH-ubiquinone oxidoreductase No significant similarity
(XM_751719) 70%; 72% complex |
526* Ustilago maydi UM11938 9e-04 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 4 Ustilago maydis
(XM_754059) 88%; 100% UM11938
(6e-09; 90%)
Transcription
532* Ustilago maydi: UM02059 4e-12 DNA-directed RNA polymerase IlI Ustilago maydis
(XM_753113) 76%; 84% UMO02059
(7e-12; 80%)
Protein fate
537 Ustilago maydis UM06118 4e-32 related to Tripeptidyl-peptidase | precursor Phanerochaete chryso-
(XM_757172) 62%; 76% sporium S53 protease
(Prt53A) (2e-04; 67%)
Unclassified protein
stilago maydis e- unction unknown o significant similarity
566+ Ustil dis UM11139 4e-09 Functi k No signifi imilari
(No accession number) 51%; 78%
stilago maydis e- unction unknown o significant similarity
567* Ustil dis UM11139 5e-09 F i k No signifi imilari
(No accession number) S51%; 78%
stilago maydis e- unction unknown o significant similarity
568* Ustil dis UM11139 le-09 F i ki No signifi imilari
(No accession number) 52%; 78%
stilago maydis e- ; Protein of Unknown function o significant similarity
569 Ustil dis UM02672 3e-09 DUF1690; Protein of Unk functi No signifi imilari
(XM_753726) 38%; 72%
570 Ustilago maydis UM11133 2e-05 Function unknown No significant similarity
(XM_755275) 43%; 62%
seudomonas aeruginosa e- unction unknown o significant similarity
571 Pseud i 2e-04 F i k No signifi imilari
(CP000744) 36%; 41%
No significant similarity
579 No significant similarity Malassezia globosa
MGL_1920 (5e-04; 79%)
590 No significant similarity Cucumis sativus 1-amino-

cyclopropane-1-carboxylate
synthase (5e-04; 93%)

572, 573,574,575, 576, 577, 578, 580, 581, 582, 584, 585, 587, 588, 589

No significant similarity

Die Sequenzen wurden anhand der starksten Ahnliginkeu Sequenzen aiv globosa, U.

maydis, anderen Organismen und keinen bekannten Sequenxesr Kategorien eingeteilt.

Diese sind in Abbildung 17 fir die tblastx-Ergelsgisund die blastn-Ergebnisse der 3h-

Sequenzen und in Abbildung 18 fur die ErgebnisgebtieSequenzen dargestellt. Wahrend

bei den tblastx-Ergebnissen Sequenzen Mlusglobosa als bester Treffer insbesondere

innerhalb des 3h-Kontingents vorherrschten, andede das Verhéaltnis beim blastn-Search

zugunsten ,no similarity” (keine Ubereinstimmuniy).der blastn-Suche gab es unter den 3h-
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Sequenzen haufiger. maydis als besten Treffer (17) als in der tblastx-Sud®,(wéhrend
es sich mitM. globosa als bestem Treffer in beiden Kontingenten umgekeérhielt (3h:
tblastx: 45 / blastn: 29, 5h: tblastx: 40 / blagth).

50 50
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25 23
20 T
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= iR (]
T T T 0 T T T

M. globosa U. maydis Other organisms Nosimilarity M. globosa U. maydis Other organism No similarity

Abbildung 17: Verteilung der translated-BLAST-Ergebnisse (tblastx) (links) und der nucleotid-BLAST-
Ergebnisse (blastn) (rechts) der 3h-Sequenzen
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Abbildung 18: Verteilung der translated-BLAST-Ergebnisse (tblastx) (links) und der nucleotid-BLAST-
Ergebnisse (blastn) (rechts) der 5h-Sequenzen

Die Sequenzen der 3h- und der 5h-Kontingente wdtenh die SeqMan-Software anhand
ihrer Sequenziberschneidungen zunachst gesonakenschlielend gemeinsam in Gruppen
eingeteilt worden. Das 3h-Kontingent konnte in 64iipen eingeteilt werden, von denen 54
nur eine Sequenz enthielten, d.h. keine Redundavadagen. Die Ubrigen Gruppen, welche
jeweils zwei oder mehr Sequenzen enthielten, smdabelle 15 aufgefiihrt. Neben der
BLAST-Suche mit den Einzelsequenzen wurden auch rmén abgeglichenen
Gesamtsequenzen tblastx-Suchen durchgefuihrt. Dababen einige der Einzelsequenzen
trotz Sequenziberschneidungen nicht zwangslaugiglgg Ergebnisse im BLAST-Search.
Das 5h-Kontingent konnte in 72 Gruppen eingeteikrden, von denen 62 Gruppen
Einzelsequenzen enthielten. Die Gruppen, die Semuemit Uberschneidungen enthielten,
sind in Tabelle 16 aufgefuihrt. Im 5h-Kontigent drga Einzel- und Gesamtsequenzen stets

die gleichen Ergebnisse in der tblastx-Suche.
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Tabelle 15: Sequenziberschneidungen im 3h-Kontingéen

Gruppe Sequenzen BLAST-Ergebnis der Einzelsequenzen BLAST-Ergebnis der Gesamtsequenzen
1 331, 332, 333, 334 Histone H4 Histone H4
2 366, 367, 368, 377 366, 367, 368: MGL_0063 MGL_0063
377: no significant similarity
3 371, 373, 379 no significant similarity no sigeait similarity
4 303, 375 303: Cystathionine beta-lyases/gammtirages Cystathionine beta-lyases/ gamma-synthases
375: no significant similarity
5 307, 308 ATP phosphoribosyltransferase ATP phasipbsyltransferase
6 310, 311 Long chain acyl-CoA dehydrogenase Ldragncacyl-CoA dehydrogenase
7 338, 339 Ribosomal protein S6e Ribosomal prdéie
8 325%, 353* 325: B2-aldehyde-forming enzyme B2-aldehyde-forming enzyme
353: Karyogamy Protein
9 343, 344 Ribosomal protein S12 Ribosomal prdidif
10 347, 348 Ribosomal protein L11 Ribosomal protdit
Tabelle 16: Sequenziberschneidungen im 5h-Kontingéen
Gruppe Sequenzen BLAST-Ergebnis der Einzelsequenzen BLAST-Ergebnis der Gesamtsequenzen
1 510, 511, 512, 513, 514 Flavin-binding monooxysen Flavin-binding monooxygenase
2 556, 557, 558, 559 methionine sulfoxide reduc&s& methionine sulfoxide reductase SelR
3 562, 563, 564, 565 UMO03923, function unknown U3, function unknown
4 545, 546, 547 Syntaxin, vesicular transport fgnote Syntaxin, vesicular transport protein
5 566, 567, 568 Um11139, function unknown Um11188¢tion unknown
6 522,523 2-polyprenyl-3-methyl-5-hydroxy-6-metexy 2-polyprenyl-3-methyl-5-hydroxy-6-metoxy-
1,4-benzoquinol methylase 1,4-benzoquinol methylase
7 538, 539 Related to Sterol regulatory elemerdihin Related to Sterol regulatory element binding
protein cleavage-activating protein protein cleavage-activating protein
8 541, 542 Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding
domain domain
9 548, 549 POT (proton-dependent oligopeptide party POT (proton-dependent oligopeptide transport)
family family
10 582, 583 No significant similarity No signifidesimilarity

In Tabelle 17 sind die redundanten Sequenzen adsrb&ontingenten angefihrt. Es zeigt

sich, dass die tblastx-Suche mit den Einzelsequermes Gruppe C zu verschiedenen

Ergebnissen filhrt. Gruppe D enthdlt Sequenzen ahgeifikante Ahnlichkeit zu einer

bekannten Sequenz.

Neben den gleichen BLAST-Ergebnissen der GruppenHa&sB-like domain) und B

(Ubiquitin) konnten noch zweimal gleiche BLAST-Ebgesse durch Sequenzen beider

Kontingente ohne Sequenziberschneidungen erziellewe Diese waren ein Iron-Sulfur
cluster nifU-like Protein (Seq 305 und 504) und [eimvoh&amoprotein (Seq. 364 und 555).

Insgesamt konnten also vier BLAST-Ergebnisse miugazen beider Kontingente erzielt

werden.

Tabelle 17: Sequenziiberschneidungen von 3h- und equenzen.

Gruppe Seq. 3h Seq. 5h BLAST-Ergebnis der Einzelsagnzen BLAST-Ergebnis der Gesamtsequenzen
A 358 540 HesB-like domain HesB-like domain
B 357 536 ubiquitin (ubgl) ubiquitin
Cc 363 504 363: conserved hypothetical protein W@l Iron-Sulfur cluster nifU-like protein
in vacuolar transport
504: Iron-Sulfur cluster nifU-like protein
D 371,373,379 576 No significant similarity Ngsificant similarity
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4.1.4. Funktionelle Aspekte

4.1.4.1. Einteilung anhand des MIPS FunCat und verschieden&toffwechselwegen

Die differentiell exprimierten Sequenzen wurdenamhder wahrscheinlichen Funktion des
besten BLAST-Ergebnisses gemalR des MIPS functioatdlogues (Ruepp et al. 2004,
Mewes et al. 2000) eingeteilt. In Abbildung 19 sdid einzelnen Kategorien der 3h- bzw. der
5h-Sequenzen anteilig dargestellt.

3h 5h
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Abbildung 19: Funktionelle Einteilung der 3h-Sequerzen (links) und der 5h-Sequenzen (rechts).

Wahrend die 3h-Sequenzen in 10 Kategorien eing&einden konnten, waren es bei den 5h-
Sequenzen 13 Kategorien. Bei beiden Kontingentelit sMetabolismus® die dominante
Kategorie dar, ohne weitere Einteilung in PrimanduSekundarmetabolismus. Im 3h-
Kontingent waren ,Proteinbiosynthese®, ,unbekanienktion® und ,Transkription® die
nachsthaufigsten Kategorien, wahrend im 5h-Kontibgeunbekannte Funktion® und
»Zellularer Transport" die nachsthaufigsten Kategodarstellen.

Es konnten drei Sequenzen mit Ahnlichkeiten im dida zu Proteinen aus
Tryptophanstoffwechselwegen identifiziert werdeamtich Seq. 301 (Chorismat Synthase),
Seq. 302 (Tryptophanaminotransferase) und Seq. 5@yruvatdecarboxylase/
Indolpyruvatdecarboxylase (PDC/IPDC)). Die Chorisngynthase (AroC) katalysiert im
Shikimat Stoffwechselweg den letzten Schritt voEr®lpyruvylshikimat-3-Phosphate zu
Chorismat, der gemeinsamen Vorstufe aromatischebivM@ungen wie den aromatischen
Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanira¢heroux et al. 1999; Morell et al.
1967). Die Kynurenin / Alpha-aminoadipate Aminos#erase (Tryptophanaminotransferase)

Taml (UM01804) audJ. maydis desaminiert Tryptophan zu Indolpyruvat (Zutheraét
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2008). Indolpyruvat wiederum kann von einer Pyrdeatirboxylase zu Indolacetaldehyd
umgesetzt werden (Dickinson et al. 2003; Iraquile1999).

Andere Sequenzen zeigten im tblastx Ahnlichkeiten Proteinen, die mit Priméar- und
Sekundarstoffwechselwegen assoziiert sind, inslukesendem Isoprenoidstoffwechsel (Seq.
314: Polyprenyltransferase, Seq. 315: Cytochron&0P&-22-Sterol-Desaturase, Seq. 316:
Isopentenyldiphosphate Isomerase, Seq. 522 und H&8hylase aus Ubichinon-/
Menachinon-Biosynthese), welcher unter anderemeamddung fungaler Alkaloide beteiligt
ist (Keller et al. 2005).

Weitere Sequenzen zeigten im tblastx Ahnlichkeitaniron-Sulfur-Proteinen, wie z.B. der
Aconitase (Seq. 506) oder Ferredoxinreduktasen )(58%w. Proteinen, die an der
Biosynthese der Iron-Sulfur-Proteine beteiligt s{8e¢q 305, 358, 502, 504, 540).

Im 5h-Kontigent fanden sich dartiberhinaus 5 Seqeenmit Ahnlichkeit zu Flavin-
bindenden Monooxygenasen (510-514). Auch findeh sinige Sequenzen mit Ahnlichkeit
zu Proteinen mit Transporterfunktion oder Beteitigwan der Proteinbiosynthese.

4.1.4.2. Einordnung identifizierter =~ Sequenzen in  Modellstefechselwege der
Tryptophanmetabolite aus M. furfur

Eine mogliche Beteiligung differentiell exprimierteSequenzen im gemeinsamen
Vorlauferstoffwechsel der Modellstoffwechselwege s Abbildung 20 dargestellt. Die
maogliche Beteiligung weiterer differentiell exprienier Sequenzen am Tryptophan-

abhangigen Pigmentstoffwechseln furfur wird im Diskussionsteil (Kapitel 5) erortert.

Cytochrome b5-like
Heme/Steroid binding Fyruvate-/Indolepyruvate
Aminctransferase  domain Decarboxylase
Seq. 302 Seq 541/542 Seq. 518
Tryptophan | HERC i \ 2
i l.-? _( 0 ==—{ }—u O r"ﬂ Pityhiarubinas
Fu Y e . — =
L o __\1.2 i\ W}_,.F\'\., %1_{}_5‘_{;&“ -
H t 1 i r u==~’\ A A= T Fityrialactone
Indol-3-vl-pyruvate i i
f E: Condensation
Deaminatiocn J \
Decarboxylation
Fity nacrtrin Malassezin

Abbildung 20: Mdégliche Beteiligung identifizierter Sequenzen am Stoffwechsel der theoretischen
gemeinsamen Vorstufen der Modellstoffwechselwege
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4.2. Uberpriifung der Expression ausgewahlter Sequenzen ittels
semiquantitativer PCR

Es wurde untersucht, wie die Expression einigefedshtiell exprimierter Sequenzen uber
einen Zeitraum von 2 Wochen, zum Zeitpunkt 3h,48f und 2Wo, verlief. Zur Erarbeitung

der Expressionsprofile wurden semiquantitative P@&shgefuhrt.

4.2.1. Primerdesign

4.2.1.1. Primer fir Housekeeping-Gene, degenerate PCR

Als internen Standard fir die Untersuchung der Esgion der differentiell exprimierten
Sequenzen mittels semiquantitativer PCR wurden &prenzen benétigt, die auch unter
unterschiedlichen Kulturbedingungen stets gleich priexiert werden, sogenannte
.Housekeeping Gene“. In den durchgefiuihrten Expentere wurden als erste Housekeeping
Primer ein Primerpaar fiur die ITS1-Region Vvdglalassezia-Hefen verwendet (Makimura et
al. 2000) (Sequenz Tabelle 19). Als weiteres Hoesping-Gen wurde die Iron-Sulfur-
Einheit der Succinatdehydrogenase (sdh2) ausgewddhltdie Succinatdehydrogenase als
konstitutionell exprimiertes Gen idromyces fabae (Wirsel et al. 2004) gilt, und auch im
Affymetrix Ustilago maydis GenArray als Kontrolle eingesetzt wurde (persomithitteilung

H. Eichhorn/J. Schirawski, Max Planck Institut férrestrische Mikrobiologie, Marburg). Da
die Sequenz der sdh2 a4. furfur bislang nicht bekannt ist, wurden zunéchst eine
Teilsequenz mittels degenerate PCR ermittelt urichiaeh dieser Teilsequenz Primer fur die
semiquantitative PCR entworfen. Die Gesamtsequandevmittels inverser PCR aufgeklart.
Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wird diese Sequém der vorliegenden Arbeit als
mf_sdh2 bezeichnet.

Mittels MegAlign-Software waren die Sdh2-Proteig8enzen von UM00844 und neun
NCBI BLAST-Treffern, sieben Basidiomyceten und zwaicomyceten, abgeglichen worden
(Abbildung 21).

Anhand der retrograden Ubersetzung der Konsendgsémsequenz in die Nukleotidsequenz
wurden von konservierten Regionen Primer fir digederate PCR designt. Diese sind mit
ihren Annealingtemperaturen in Tabelle 18 aufgeflhr
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Abbildung 21: Abgleich der Proteinsequenz von SdhausU. maydismit seinen 9 besten NCBI BLAST-
Treffern.

1: XP_756991, 2: XP_001729560, 3: XP_572035, 4:0(R838873, 5: XP_001876249, 6: BAD06473, 7:
BAA22507, 8: XP_001594577, 9: XP_001548350, 10: CB395.

Identische oder aquivalente Aminosauren (konseevigegionen) sind dunkel hinterlegt: sechs undesieb
Sequenzen - hellgrau, acht und neun Sequenzenldraikealle Sequenzen schwarz.

Tabelle 18: Degenerate Primer fir mf_sdh2. X=Inosin

Primer Name | Annealing Sequenz Bemerkung

Temperatur
Cbx degen 1 for | Tm 46,5°C 5“TYA ARR THT AYM GXT GGA-3' .

Tm berechnet, kein PCR-Produkt

Cbx degen 1rev | Tm 46,9°C 5-TRT ARA AYT GXG TXA RRT C-3’

Tm 57,8°C 5-TGY GGN WSN TGY GCN ATG A-3’ .
Cbx deg 2 m Tm berechnet, kein PCR-Produkt
Chxdeg2r Tm 54,2°C 5-TAY TBN TCN HNR TTC CAC CA-3’
Cbx deg 3 f 5-TTY AAR ATH TAY CGN TGG AAY CC-3’ . .

60°C Annealing Temperatur ermittelt

Cbx deg 3r 5-GGR TTN AGN CCY TTR GGR CAN GT-3'

Mit den degenerate Primern Cbx deg 3 f und r kamm&t gDNA multiple Banden

amplifiziert werden (Abbildung 22). Die prominerte88ande mit einer Fragmentlange von
ungefahr 550 bp wurde aus dem Gel ausgeschnittégerainigt und erneut in die PCR
eingesetzt. Dieser Schritt wurde einmal wiederlfabbildung 23) und das entsprechende
PCR-Produkt sequenziert. Die Qualitdt des Sequesrgiebnisses reichte jedoch nicht zur

Sequenzanalyse aus. Die PCR mit den degeneraterRri@bx deg 3 f und r wurde mit
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cDNA aus mA3 (mRNA aus einer 3 Stunden alten Argioltur) wiederholt. Da die
urspringliche Bande in der Gelelektrophorese zwach war (Abbildung 24), wurden 10 pl
des PCR-Produktes in eine identische 100ul ReP@fresetzt. Die Gelelektrophorese zeigte
eine Einzelbande bei etwa 650bp (Abbildung 25),chvel nach Aufreinigung sequenziert
werden konnte. Anhand der ermittelten Teilsequenrden Primer fir die semiquantitative
PCR designt.

Abbildung 22: PCR mit den degenerate Primern  Abbildung 23: RePCR mit ausgeschnittener Bande
Cbx deg 3 und gDNA. aus Abbildung 22.
Es stellen sich multiple Einzelbanden dar. Die
prominenteste Bande findet sich bei etwa 600bp.

Abbildung 24: PCR mit den degenerate Primern  Abbildung 25: RePCR mit dem PCR-Produkt aus
Cbx deg 3 f und r mit cDNA aus mA3. Abbildung 24.

4.2.1.2. Primer fUr die semiquantitative PCR

Die anhand der Teilsequenzen der differentiell mxjgrten Gene und des mf_sdh2-Gens
designten Primer sind in Tabelle 19 mit Annealingteraturen und Zyklenzahlen aufgelistet.
Als Zielsequenzen fir die semiquanitative PCR watienSequenzen 302, 315, 358/540 und
366 ausgewahlt worden. Wegen der Ahnlichkeiten gerdie Aminosauresequenzen

ubersetzten Sequenzen zu entsprechenden Protdiaballe 7 und Tabelle 8) wurden die

Sequenzen in der vorliegenden Arbeit als mf_tamdq(S302), mf_erg5 (315), mf_hesb

(358/540) und mf_unknownl (366) bezeichnet.
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Tabelle 19: Primer fur die semiquantitative PCR mitAnnealing Temperatur und Zyklenzahl
Die Namen der Primer gehen auf die initiale Numeraiig der Klone zurlick, die die entsprechendentmse

enthielten.
Primer Name Annealing Zyklenzahl | Sequenz
Temperatur
ITS1f 60°C 33 5-AGG TTT CCG TAG GTG AAC CT-3'
ITS1r 5-TTC GCT GCG TTC TTC ATC GA-3'
Mala Cbx 1f (mf_sdh2 f) 60°C 34 5“ACA AGC AAT ACC GCA GCA TCA AGC-3’
Mala Cbx 1r (mf_sdh2 r) 5'-TAA GCC TGC ATG AGC AAC AGC C-3'
146 f (mf_tam1 f) y 5-ACT GCT TCC ACC GAG CGC AA-3’
61°C 31 (fur 5h 35)
146 b r (mf_tam1lr) 5AGG ACC CAC CAT GAA CCC AAC-3’
Erg5 f (mf_erg5 f) . 29 5-GCT GCC AAA CAC GAG GTA GT-3'
Erg5 r (mf_erg5r) 5-GAC CAA GGC ATT CCC TAT CA-3'
61 B f (mf_hesb f) 61°C - 5-ACC AAC AAA TAC GAT GAC GAT GAC-3'
61 B r (mf_hesbr) 5-ATT AGA TGA TCG GCT CCC AGC TCA-3'
726 f (mf_unknown f) . 29 5-ATG GAC AAG TTC AAG GCG TGG G-3'
726 r (mf_unknown r) 5-TTC GAG AAC AGG GCA TTG AGG-3'

4.2.2. Semiquantitative PCR

Die Darstellung der Expression der ausgewéhlteru&eten erfolgte durch den paarweisen

Vergleich der Genexpression in pigmentbildenderp{JKulturen zu derjenigen in nicht-

pigmentbildenden (Arg-)Kulturen in einem Zeitveflawon 2 Wochen. Dazu waren cDNA-

Proben jeweils aus der Trp- und der Arg-Kultur 2n Zeitpunkten 3h, 5h, 48h und 14d

hergestellt und in die semiquantitative PCR eing¢sg&orden. Die Proben wurden anhand

der Intensitat der Banden der Housekeeping-Geneitshfund mf_sdh2 paarweise (Trp vs.

Arg) normalisiert.

mf_hesb

Name Lange

mf_its1 270bp
mf_sdh2 208bp
mf_tam1l 257bp
205bp

mf_erg5 190bp
mf_unknown  245bp

Arg

(O8]
>

)]
>

Trp Arg

48h 14d
Trp Arg Trp Arg Trp

Abbildung 26: Expression der Gene irM. furfur zu unterschiedlichen Zeitpunkten.
Lediglich mf_tam1 und mf_unknown werden auch na¢th doch verstarkt durch die Tryptophan-Kultur

exprimiert.
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In Abbildung 26 ist die unterschiedliche Expresst@r Gene zu verschiedenen Zeitpunkten
dargestellt. Die Zyklenzahl der einzelnen Primerradeu so gewahlt, dass in der
Gelelektrophorese gerade Banden sichtbar wurdereigssich, dass lediglich mf_tam1 auch
nach 48h und nach 14d deutlich starker in der Dpipan-Kultur exprimiert wird. Um auch
fur den Zeitpunkt 5h Banden zu erhalten, mussteZgidenzahl allerdings auf 35 erhoht
werden. Auch fir mf_unknown zeigt sich eine verneHexpression in der Tryptophan-
Kultur nach 3h, 5h und 14d. Banden fur mf_hesb kemmnter den gewahlten Bedingungen
nur in der 3 Stunden und der 5 Stunden alten Tphan-Kultur dargestellt werden. Wurde
die Zyklenzahl erhoht, zeigten sich friih bei al@Rs Banden. Die Expression von mf_ergb
liel3 sich auch durch Reduktion der Zyklenzahl nwhtiter differenzieren, da dann tberhaupt
keine Banden mehr sichtbar waren. Hier zeigte e starkere Expression in der
Tryptophan-Kultur nach 3h und schwacher 5h. Bei 48id 14d war das Verhaltnis

umgekehrt, das Gen wurde vermehrt durch die Argfitiur exprimiert.

4.3. Aufklarung und Untersuchung der Gesamtsequenzen undler Open
Reading Frames von mf_tam1 und mf_sdh2

Als besonders interessante Sequenz erwies sichammi t(Seqg. 302). Die in die
Aminosauresequenz (bersetzte Sequenz von mf_taigte zne deutliche Ahnlichkeit zu
aromatischen  Aminotransferasen  (Kynurenin/alpharaadipate = aminotransferase),
insbesondere auch zu Tam1 &lsmaydis, einer Tryptophanaminotransferase, und Aro8 aus
S cerevisiae, welche ebenfalls Tryptophan desaminiert. Tamlelspanscheinend eine
Schlusselrolle in der Tryptophan-abhéangigen Pigsyrihese inU. maydis (Zuther et al.
2008). Daruberhinaus lie3 sich die vermehrte BExgioesvon mf _taml in Tryptophan-
Kulturen Gber einen Zeitraum von 14d demonstriereim weitere Einblicke in die
Eigenschaften dieser Sequenz zu erhalten, wie ddgyen von Introns und Exons und die
Ahnlichkeit der zugehorigen Proteinsequenz zu Sexgre ausJ. maydis und M. globosa,
wurde mittels inverser PCR die genomische Sequerfigeklart und davon die mRNA-
Sequenz abgeleitet und Gberprift.

Auch die genomische Sequenz fir das in der vornigge Arbeit als Housekeeping-Gen
verwendete mf_sdh2 wurde mittels inverser PCR &léige um die Wahrscheinlichkeit zu
erhdohen, dass es sich bei der verwendeten Sequerdas gesuchte Gen handelte, und die

Sequenz fur nachfolgende Projekte verwenden zueinn

73



4.3.1. Genomische Sequenz

Die genomischen Sequenzen von mf_taml und mf_sdh@len mittels inverser PCR

aufgeklart. Die Primer fur die inversen PCRs wurflanmf_taml ausgehend von der in der
Subtraktion ermittelten Teilsequenz (336 bp, Abloidg 33) und fir mf_sdh2 ausgehend von
der mittels degenerate PCR ermittelten Teilsequemt spater basierend auf den jeweils

zusammengefligten Gesamtsequenzen designt (Tabglle 2

Tabelle 20: Primer fur die Inverse PCRs fur mf_tam1(146/302) und mf_sdh2 (cbx) mit Annealing
Temperaturen.

Die Annealingtemperaturen wurden fiir die Touchd®@R etwa 3-5°C niedriger angenommen als der
Mittelwert der errechneten AnnealingtemperatureeiPrimerpaares lag.

Primer Name | Annealing Sequenz Bemerkung
Temperatur
146 inverse f 5-GCT TCG AGA GTT TCT CCA AGA TTC TCT C-3’
- 65°C Inverse PCR 1
146 inverse r 5-GAA GTA GTA TGG ATC ATC CTC GAG CAC C-3'
Nested 146 inv f 5-ATG CGC GTT GGG TTC ATG G-3*
v 58°C Touchdown PCR
Nested 146 inv r 5-AAT TTC ACG CTT GCG CTC GG-3*
146 inv 2 f 5-TCG TCC AAC CTG CAC ACA AGT-3’ Unspezifisches PCR-Produkt in
146inv 2r 60°C 5-TGT CGG AAG TGT GCC AGT TCT TGA-3' der Sequenzierung
Touchdown PCR
146 inv 3 f 5'-GTA CAA GGA GCG TCG CGA TAT GTT TGG-3*
ol 67°C Touchdown PCR
146 inv3r 5-AGC TCT TTG GTA GTG TCG GAA GTG TGC-3
146 inv 4 f 5-TGC CTT CTT TGC CGA CAA GCG CAA GAC-3*
- 68°C Touchdown PCR
146 inv 4r 5-CTG GAA GGA AAC CGC TGG CGT CAG TTG-3*
Cbx inverse f 5-GAC GGT CTG TAC GAG TGC ATT CTG-3’
Akl 63°C Touchdown PCR
Cbx inverse r 5'-GGG GTA AAT GTT CGA GTT CGA CTT G-3*
Nested Cbx inv f 5-AGT GCA TTC TGT GCG CCT-3*
- 55°C Inverse PCR 1
Nested Cbx inv r 5-GCG TGT TGA CAC CGT CAA TG-3*
Cbxinv 2 f 5-ATC AAG AAG GAT ATG GCC ATG GGC-3*
X 65°C Touchdown PCR
Cbxinv2r 5-ATC AAC GCA TCG AGC ACC ATG G

Genomische DNA wurde mit verschiedenen RestrikBomgmen geschnitten (Tabelle 2),
ligiert und in zwei aufeinander folgende PCRs eseget. Dabei wurde die inverse PCR1 flr
mf_taml immer mit dem Primerpaar ,146 inverse f uhdlurchgefuhrt. Die erste inverse
PCR1 fur mf_sdh2 wurde mit dem Primerpaar ,Cbx imeeef und r* durchgefihrt, die
spateren inverse PCR1-Reaktionen mit dem Primerpemted Cbx inverse f und r“. Die
Primer fur die inverse PCR 2 wurden anhand der samilen Gesamtsequenzen designt.
Abbildung 27 - Abbildung 32 zeigen die gelelektroptische Auftrennung der PCR-
Produkte aus unterschiedlichen inverse PCRs 2.TA&lmplates wurde mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnittene gDNA eingesetat] die PCR mit unterschiedlichen

inverse PCR 2-Primerpaaren durchgefihrt.
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600bp ——
450bp ——

250bp ——

BamH I, nested 146 invf+r EcoR |, 146 inverserf Bgl Il, 146 inverse f +r

Abbildung 27: Inverse PCR 2 mit verschiedenen Prinm.

850bp 650bp
500bp —— 500bp — 500bp —
150bp ——

BamH | EcoR | Bgl Il

Xba |

Abbildung 28: Inverse PCR 2 mit den Primern ,146 irv 3 f und r".

1400bp ——
950bp ——
700b —
600bp 500bp
450bp —
Kpn | Hind 111 Xba |
Abbildung 29: Inverse PCR 2 mit den Primern ,146 irv 4 f und r".
s00bp — 600bp ——
400bp
BamH | EcoR | Bgl Il

Abbildung 30: Inverse PCR 2 mit den Primern ,nestedCbx inv f und r".
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300bp

200bp —— 200bp

BamH | EcoR | Bal Il
Abbildung 31: Inverse PCR 2 mit den Primern ,,Cbx inv 2 f und r“.
850bp ——
300bp T 300bp ——
200bp ——
Kpn | Hind Il Xba |

Abbildung 32: Inverse PCR 2 mit den Primern ,,Cbx inv 2 f und r“.

Oftmals lieBen sich mehrere intensive Banden zeigemse wurden ausgeschnitten,
aufgereinigt und zum Sequenzieren gegeben. Didtenea Sequenzen wurden manuell an
die bereits bekannten Fragmente angeknupft. Dieergan PCR-Schritte wurden mit
verschiedenen Restriktionsenzymen und Primern igririverse PCR2 so oft durchgefuhrt,
bis Anteile benachbarter Gene identifiziert werennten. Das fur mf_tam1 und Umgebung
ermittelte gDNA-Fragment ist in Abbildung 33 undsdé@r mf_sdh2 ermittelte Fragment in

Abbildung 34 dargestellt.
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CTGCTGGT CAGT AGGCCGCGCGACGTACCATGT TCTCT CCACCGT CGT AGGACGCGACGAGAT GCAAACCG
GGCAGCGT CACGT GGAACT CCACGT GGAGGGAAGGAGT CACGACCACCAAAAAAGT GGT CTGGGCACAGT GGA
GCGTGCATTGTGACTCTTCCTATCTGACCAT GCCGCTGGACCTACCCAGI CTCCTGICGCAGTC

GTI'ACGT GTAACAACTGACGCCAG

GGT TTCCTTCCAGAACT CGAGACGCAT CGCGT CAAGGECGGT GGGCAT CTCCACCGATGAACAAGGT CTTTCGG
CGCAGGCT CTGCGCGATACGCT CAAGAACT GGCACACT TCCGACACT ACCAAAGAGCT CCGGT TCCCCAAGEC
GCTGTACCCGGT GCCTACGGECGCCAACCCGECGEECACCACT GCTTCCACCGAGCGCAAGCGTGAAATTCTC
GCGAT CCCGCCCGAGTATGGATTGCTGGT GCTCGAGGAT GATCCATACTACT TCCTGACCT TTGAGGACATGT
CTGAGGATGCT CTGCAGCAGAAGCGCGECGCT TAGCTACT TCGCGCT CGAGCGCGAGGACGCGGATAAGT GEGG
GIATGGCTACGTGCTACCCTTCGAGAGI TTCTCCAAGATTCTCT CGGCAGGCATGCCCGTI TCEGT TCATGGTG
GGI CCTCCGACCCTAGI CAACGCCGI CGI GECCCTCACT GCGI CGI CCAACCT GCACACAAGT GGECCGEECEC
AGGCCAT GGCT GGCGAGCT GAT GCAGT ACT GGGGAACCGACGGT TTCCT GCGACACACACACAACGT CGCCCG
GATGTACAAGGAGCGT CGCGATATGT TTGGCCGCATAAT CGACACCAT TCTTGGACGT GGCGAGGACGGAAAA
CAAACACCGAT CCCGACGT ACGT GACGCCCGT CGCCGGCATGT TTTACT GGAT CAAACT GCACCT CCCGCCCA
CGCGACGGECGCCCCCGAGCECGAT TCGTACCGT GT CAT CTCCGAGAAGGCGCT TGAGT TTGGT GTCCTGGCCAT
GCCAGGAGGT GCCTTCTTTGCCGACAAGCGCAAGACGCCGT ATGT GCGCACAT CGT TCAGCCT GATCGAGCCG
CAAGACGCGCAT GAGGCCATCCTGCGT CT CCGT CGCECCGT GGAGAGT GCTTGGAAGGATGCTGGATACGATG
AGATCCCTGCAATGCAGACATAGTCTACTCTTCCTTTTCTTGTGT TGCCTCATTTTCCCGATCGACCTGGTCG
AGT GCGGECCATGAACCTGCGT TAGT AGAGGGACGT ACAAGGAGGCT TGGCCGATCCCTAGATCCTTCATGTAC
GCTGCCTGTTCGCTTGCAATGGCCATGTAGT GCTGT GTATGT TCAAGCGT GT TCGACAAAGCGEGECGAT GCECG
ACCCGAGGTAGGCATAGT GCCGCTCCT TGECCGACGT CAGCGCCGT GCCTCCACT GCTCGACGCGT GCGCCAT
GCCCGTCTGI TGTCACGECGCCCCTTGTAT TCTGCT GACT CAGCGCGACGT GGGT GCCAAAAAGT ACAGGGCA
CGTGNACNGCNCCCTCACTCTNTATGCT

Abbildung 33: Genomische Sequenz von mf_taml (Se802) und benachbarten DNA-Abschnitten.

Die Sequenz mit Ahnlichkeit zu MGL_2601 ubidM01804 (Tam1 aul. maydis) ist dunkelgriin dargestellt,
hellgriin ist der Abschnitt der nur Ahnlichkeit zdA01804 aufweist. Ein wahrscheinliches Intron istkpi
markiert. Das urspriingliche, mittels cDNA-Subtraktermittelte Sequenzfragment ist grau unterlegt. D

wahrscheinliche ORF ist fett und unterstrichen. Bramittelte Startkodon ist rot, das wahrscheinliche
Stoppkodon blau markiert. Die Genabschnitte mit l/&keit zu MGL_2602 sind orange und MGL_2600
violett markiert. Sequenzabschnitte, die keine Atieit im tblastx ergaben, sind schwarz dargestell

Die Gene mf_taml und seine benachbarten Gene @rsnhanalog zu ihren homologen

Sequenzen M. globosa angeordnet (in Abbildung 33 entsprechend der 8.&serichtung

von mf_taml (Plusstrang): MGL_2602, MGL_2601 und IM@&600). Das gesamte, mittels
inverse PCR ermittelte gDNA-Fragment ist 2072 bpglaEin Sequenzfragment mit 75 bp
Lange zeigt im NCBI tblastx eine deutliche Ahnlieitkzu MGL_2602 (e-value = 5e-09,
Identitat = 100%, Ahnlichkeit = 100%). Die genontisc Sequenz von Mf taml mit
Ahnlichkeit zu MGL_2601 (e-value = 6e-126, Iderititd 55%, Ahnlichkeit = 77%) und

UMO01804 (e-value = 8e-121, Identitat = 52%, Ahnkielt = 68%) im NCBI tblastx umfasst
eine 1419bp lange Sequenz und ist dunkelgriin nrarkder hellgrin markierte Abschnitt
weist keine Ahnlichkeit mehr zu MGL_2601 auf, somd@ur noch zu UM01804, da sie
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bereits auf3erhalb von MGL_2601 liegt. MGL_2601 listliglich 963bp lang, wéhrend
UMO01804 1512 bp umfasst. Am 3‘-Ende von mf_tamatlieine Sequenz mit Ahnlichkeit zu
MGL_2600 (e-value 2e-19, Identitat = 70%, Ahnlictike90%). Dieses Gen in umfasstih
globosa 258 bp, die irM. furfur identifizierte Sequenz 218 bp.

CAATGAGT GCAAGT GTGT TTGCAATGCCCCCGT GT TCCGCT TTAACCCGAGGCGCCGECCAGTACATCTTCTG
GCCGAGCCCAACTCTTTCGTCCCTAACCTTATCCCTATACCATGATTGI TCCCAGCACGT TCCGCCTTGCTCGC
GCGGEGT GEGT GCGCCGAGCGT CGCTTCCCGCCT CCCGECGECCGT TCTCGACCT CGECCGT TGCCTCCCTTGAG
ACGCCCGCCACGGAGCGCCCT GCCAAGAT GAAGAAGT TCAAGAT CTACCGCT GGGTATGT TTGACGCCACGAG
TGCGATGCTAACGCT GCAGAACCCT GACCACCCCACGGAGAAGCCCAAGATGCAGACATACGAGATTGATCTG
AACAAGACGGEECCCCATGGT GCTCGATGCGT TGAT CAAGAT CAAGAACGAGGT CGACCCGACCGCTATCGITCC
GCCGCT CGT GCCGT GAGGGT AT CT GCGGCAGCT GCGCGAT GAACAT TGACGGT GT CAACACGCT TGCGT GCCT
GI'GCCGCATTGACCGCGACAAGT CGAACT CGAACAT TTACCCCCT GCCGCACAT GCACGT CGT CAAGGACCTT
GI' GCCGGACCT GACGCAAT TCTACAAGCAAT ACCGCAGCAT CAAGCCAT ACCT GCAGCCCT CT GGCCCCCCGT
CT GAGGEGECCGCGAGT ACCGCCAGAGCCCCGAGGAGCGT CACCGCCT CGACGGT CTGTACGAGT GCATTCTGIG
CCCCTGCTGCTCGACT TCGT GCCCGT CGTACT GGT GGAACCAGGACGAGTACCT CGECCCGECTGTGCTCATG
CAGGCT TACCGCT GGATGECCGACT CGCGT GAT GCT GCGGEGT GAGGAGCGCCGCCRGAAGCT GGAAAACACCT
TCTCGCTGIACCGCT GCCACACCAT CTTCAACT GCACGCGGACAT GCCCCAAGGGT CTGAACCCCGCCAAGEC
GATTGCGCAGAT CAAGAAGGAT AT GGCCAT GEECGCECCCGCCACGECCGECT CAGCGCCCT CTGCAGGCGCCG
TAGACAGCGAACGTATAGGGTACAAGCTTATGI GCTAGGAACG

Abbildung 34: Genomische Sequenz von mf_sdh2 und h&chbarten DNA-Abschnitten.

Die Sequenz, die Ahnlichkeit zu MGL_3104, bzw. UN8@@ (U. maydis Succinatdehydrogenase), aufweist,
ist grun dargestellt. Ein wahrscheinliches Intrsinpink markiert. Der wahrscheinliche ORF ist tetd
unterstrichen. Die Sequenz mit Ahnlichkeit zu MGILO3 ist orange. Sequenzabschnitte, die keine ¥slast
Treffer ergaben sind schwarz dargestellt. Das éh@tStartkodon ist rot, das wahrscheinliche Skoppn
blau markiert.

Die 5'-3‘-Leserichtung ist in Abbildung 34 entsphend der 5'-3'-Ausrichtung von mf_sdh2
(grun) (Plusstrang) gewahlt. Das gesamte mittalerse PCR ermittelte gDNA-Fragment ist
1212 bp lang. Die Anordnung von mf_sdh2 und einesxh¥bargen (orange) ist anscheinend
analog zur Anordnung von MGL_3104 (tblastx: e-valae6e-150, Identitdt = 85%,
Ahnlichkeit = 92%) und MGL_3103 (tblastx: e-valu&e-18, Identitat = 70%, Ahnlichkeit =
87%) inM. globosa. Mf_sdh2 zeigt auRerdem im tblastx eine starkeliéhkeit zu um00844,
der Iron-Sulfur-Einheit der Succinatdehydrogenases d. maydis (e-value = 4e-111,
Identitat= 90%, Ahnlichkeit = 93%). Am 5'-Ende vonf_sdh2 befindet sich ein Abschnitt

ohne Ahnlichkeit zu einer bekannten Sequenz.
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4.3.2. Open Reading Frames von mf_taml und mf_sdh2

Ausgehend von der genomischen Sequenz wurden digeSeen der Open Reading Frames
von mf_taml und mf_sdh2 ermittelt. Zur BestimmungnvAnfangs- und Endbereichen
wurden fur beide Gene verschiedene forward-Primdrraverse-Primer designt (Tabelle 21).
Als reverse Primer wurde fur den Anfangsbereich wdntaml1 der Primer ,146 inverse r*
und als forward Primer fir den Endbereich ,146 &f (beide Tabelle 20) verwendet. Fur
den Anfangsbereich von mf_sdh2 wurde als reversedPr,nested cbx inverse r* und fur den
Endbereich als forward Primer ,nested cbx invers¢béide Tabelle 20) verwendet. Die
PCRs wurden sowohl mit gDNA als auch mit cDNA dgefiihrt und sequenziert. In
Abbildung 35 ist die gelelektrophoretische Auftrang der PCR-Produkte mit den ,146
Start® Primern und den ,146 End* Primern aus gDNAducDNA fir mf_taml
gegenibergestellt, in Abbildung 36 diejenige fur stth2 mit den ,cbx Start* und ,cbx End*

Primern.

Tabelle 21: Primer fur die Analyse von Anfangs- undendbereiche der Open Reading Frames von
mf_taml1 und mf_sdh2.

Primer Name Annealing Temperatur Sequenz
(errechnet)

Mf_taml_Startl f 70°C 5-AGT GGA GGG TGC ATT GTG ACT CTT CCT-3'
Mf_taml_Start2 f 70°C 5-ATT CCC GTT TGA CTC CAT CAC GTT GCG-3"
Mf_tam1_Start2a f 67°C 5-GAT CCG TGG ACT ACT TCC GCT TGA-3"
Mf_taml_Start3 f 65°C 5-GTA TCC TGC AGT ACG GAA GTA CGA-3'
Mf_tam1_Start3a f 69°C 5-AGG GCA ACC CCG TGG AAA TCA CCA T-3'
Mf_taml_Start4 f 65°C 5-AGA GGG AGC TCA CCA AGC TCA TTA-3'
Mf_tam1_Start5 f 65°C 5-ATC TCG ATC CTG TTC AAC CCG CAA-3'
Mf_tam1_End1r 70°C 5-ATC CAG CAT CCT TCC AAG GAC TCT CCA-3'
Mf_tam1_End2 r 71°C 5'-GCA CTC GAC CAG GTC GAT GGG GAA AAT-3*
Mf_tam1_End3 r 70°C 5AAG CGA ACA GGC AGC GTA CAT GAA GGA-3'
Mf_tam1_End4 r 70°C 5-GCC GCT TTG TCG AAC ACG CTT GAA CAT-3'
Mf_tam1_EndS5 r 68°C 5'-TGA CAA CAG ACG GCC ATG GCG CA-3*
Mf_sdh2_Start1 f 67°C 5-AACTCTTTCGTCCCTAACCTTATCCCT-3'
Mf_sdh2_Start2 f 67°C 5- ATTGTTCCCAGCACGTTCCGCCTT-3"
Mf_sdh2_End1 r 68°C 5- ATA TCC TTC TTG ATC TGC GCA ATC GCC-3'
Mf_sdh2_End2 r 67°C 5- ACA TAA GCT TGT ACC CTA TAC GTT CGC-3'
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Abbildung 35: Gegenuberstellung der PCR-Produkte ntigDNA und cDNA mit den Primern fir die
Start- und Endregion von mf_taml.

a und b: PCRs mit den Primern ,Mf_tam1_Start 1&8€ 2af und 3af* mit gDNA (a) und cDNA (b). Der
reverse Primer ist ,146 inverse r* (Tabelle 20).

c und d: PCRs mit den Primern ,Mf_tam1_End 1r-5it gDNA (c) und cDNA (d). Der forward Primer ist
,146 inv 3 f* (Tabelle 20).

BRI IRRA
BRI IRRY

Abbildung 36: Gegenuberstellung der PCR-Produkte ntigDNA und cDNA mit den Primern fir die
Start- und Endregion von mf_sdh2.

a und b: PCRs mit den Primern ,Mf_sdh2_Start1 f Aridmit gDNA (a) und cDNA (b). Der reverse Primer
ist ,nested cbx inverse r* (Tabelle 20)

c und d: PCRs mit den Primern ,Mf_sdh2_End1 r umtir@it gDNA (c) und cDNA (d). Der forward Primer
ist ,nested cbx inverse f‘(Tabelle 20)

Zur Kontrolle des Mittelteils von mf_tam1 wurde cBNwus einer 3h-Tryptophan-Kultur mit
den Primerpaaren ,146 f* und ,146 b r* (beide T&bdl9) und ,146 inverse f* (Tabelle 20)
und ,Mf taml Endl r* (Tabelle 21) sequenziert unat Kontrolle des Mittelteils von

mf_sdh2 mit den Primerpaaren ,Mf_sdh2_Start2 f‘dlée 21) und ,,Cbx inverse r* (Tabelle
20) und ,Mala Cbx 2f* (Sequenz: ATT GAC GGT GTC AABCG CTT GC, Annealing

Temperatur: 65°C) und ,Mf_sdh2_End1 r* (Tabelle 8&jjuenziert.

Die jeweiligen Sequenzfragmente wurden manuell remeler gefligt und mit der gDNA-

Sequenz abgeglichen. Die Sequenzen wurden mitlalstx-Suche im NCBI analysiert.
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Mogliche Open Reading Frames wurden im EditSeq@rom in ihre Aminosauresequenzen
Ubersetzt. Fur mf_taml und mf_sdh2 ergab jeweilsLeiserahmen ausgehend von einem
ATG eine Aminosauresequenz, die ohne Unterbreclaunch ein Stoppkodon der im NCBI
BLAST identifizierten Sequenz entsprach und an reinger jeweiligen Sequenz ald.
globosa undU. maydis analogen Endpunkt durch ein Stoppkodon termimverde. Der Open
Reading Frame von mf_taml umfasst 1431bp und den@eading Frame von mf_sdh2
873bp. Die Nukleotidsequenzen dieser Open Readnagnés sind in Abbildung 33 flr
mf_taml und in Abbildung 34 fir mf_sdh2 fett undtarstrichen hervorgehoben. Der
Vergleich der Nukleotidsequenzen dieser Open Regaélirames mit der gDNA-Sequenz
zeigte, dass die gDNA von mf_tam1l ein GT-AG-Intnan 23bp Lange enthalt, welches in
Abbildung 33 pink markiert ist. Die gDNA von mf_sdlenthalt ein GT-AG-Intron von 38bp
Lange, welches in Abbildung 34 ebenfalls pink datght ist. Im Intron von mf_tam1 findet
sich eine GTACGT-5-Splice-Stelle und eine CAG-3Be-Stelle, jedoch kein
Branchingpoint. Das Intron von mf_sdh2 enthélt e@&8ATGT-5'-Splice-Stelle, einen
TGCTAAC-Branchingpoint und eine CAG-3'-Splicing-8é Diese Regionen stellen &
cerevisiae und anderen Pilzen Splicingregionen dar (Ho e@07; Spingola et al. 1999;
Pikielny und Rosbash 1985).

4.3.3. Untersuchung der hypothetischen Proteinsequenzen rdMf_Tam1 und Mf_Sdh2

Die Nukleotidsequenz des wahrscheinlichsten OpeadiRg Frames wurde im EditSeq-
Programm in die Aminosauresequenz Ubersetzt undN@BI tblastn-Suchmodus mit in
Aminosauresequenzen lUbersetzten bekannten pilalighkleotidsequenzen abgeglichen.

In Abbildung 37 ist der Abgleich der Proteinsequéviz Taml mit 10 BLAST-Treffern
graphisch durch das Geneious-Programm darge$delitkel unterlegte Bereiche zeigen eine
hohe Ubereinstimmung zwischen den Proteinsequeneeneinzelnen Spezies an, nicht
unterlegte Abschnitte sind unterschiedlich. Abhilgu 38 zeigt den Abgleich der
Proteinsequenzen der pigmentbildenden Spezies dateBLAST-Treffern. Dartberhinaus
ist in Abbildung 39 der Abgleich der Sequenzen Win Tam1, MGL_2601 und UMO01804

dargestellt.
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4: UM03538 XP_759685, 5:

XP_719544. *C. neoformans var. neoformans

XP_571491, 6: XP_001883500, 7: ABU51605, 8: XP_QBIBI, 9: XP_446416, 10: AAT92981, 11:

neun und zehn Sequenzenlgumkealle Sequenzen schwarz.
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2: MGL_2601 XP_001730219, 3: UM01804 _XB7951

Sequenzen — hellgrau,

Abbildung 37: Abgleich der Proteinsequenz von Mf_Tanl mit 10 NCBI BLAST-Treffern.

1: Mf_Taml
Identische oder aquivalente Aminosauren (konseevigegionen) sind dunkel hinterlegt: sieben und ach
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Abbildung 38: Abgleich der Proteinsequenzen der Pigentbildner aus Abbildung 37.

1. Mf_Taml, 2: UM 01804 XP_757951, 3: XP_446416XR: 571491, 5: AAT92981. *C. neoformans var.
neoformans

Identische oder aquivalente Aminosauren (konseevigegionen) sind dunkel hinterlegt: drei Sequerzen
hellgrau, vier Sequenzen dunkelgrau, alle Sequesaeanarz.
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Abbildung 39: Abgleich der Proteinsequenzen voM. furfur, M. globosaund U. maydis
1: Mf_Tam1, 2: XP_001730219, 3: XP_757951.

Identische oder aquivalente Aminoséuren (konsdev/iRegionen) sind dunkel hinterlegt: zwei Sequenrzen
hellgrau, alle Sequenzen schwarz.
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In Abbildung 37 sind elf Sequenzen aus zehn phaic Organismen gegeniber gestellt. Bei
den beiden Sequenzen dusmaydis handelt es sich um die Sequenzen Taml (UM01804)
und Tam2 (UM03538) von denen nur Taml eine Betailggan der Tryptophan-abhéngigen
Pigmentsynthese zugeschrieben wird (Zuther et G8R NeberM. furfur und U. maydis
wurde die Tryptophan-abhangige Pigmentsynthese beckt. neoformans (Chaskes et al.
2008),C. glabrata (Mayser et al. 2007) und cerevisiae (unveroéffentlichte Beobachtungen)
beobachtet. Es zeigt sich, dass die Aminosaureesequen C. neoformans mit 367 as die
kirzeste der unter den Pigmentbildnern ist, wahdiadAminosauresequenz v globosa

mit 321 as . furfur 477 as) insgesamt die kiurzeste ist. In Abbildug@&igt sich, dass der
Anteil identischer oder &quivalenter Sequenzenaves den Pigmentbildnern etwas hoher zu
sein scheint, als zwischen allen elf Sequenzen.Ahsldung 39 kann deutlich auf die enge
Verwandtschaft zwischen den pigmentassoziiertenu&een audM. furfur und ausU.
maydis und der nicht-pigmentassoziierten Sequenz\vaugobosa geschlossen werden.

Die Verwandtschaften zwischen den einzelnen Sequemszt in dem Baumdiagramm in
Abbildung 40 dargestellt. Anscheinend wiegt der iféme Verwandtschaftsgrad zwischen
den verschiedenen Spezies schwerer als die Eigahsttyptophan-abhangig Pigment zu
synthetisieren oder nicht. So ist die AhnlichkeiischenM. furfur und M. globosa, zwischen
den beiden Sequenzen Taml und Tam2 @dusmaydis und zwischenC. glabrata, S

cerevisiae undC. albicans jeweils hoher als die der Pigmentbildner untenedea.

2 M. globosa
3 U. maydis UM01804
4 U. maydis UM03538
5 C. neoformans
L 7 E. nidulans
6 L. bicolor

8 C. cinerea

10 S. cerevisiae
— 9 C. glabrata

l 11 C. albicans

| 1 M. furfur
—]

Abbildung 40: Darstellung der Ahnlichkeiten der Proteinsequenzen zu Mf_Tam1 im Baumdiagramm.
Die Nummerierung aus Abbildung 37 wurde beibehalten

Die Untersuchung der hypothetischen ProteinsequenzVif_Taml in der NCBI Conserved
Domain Database (CDD) =zeigte eine hohe Ahnlichkeiler Sequenz zur
Aspartataminotransferase-Familie und eine Zugekéiigu den Aminotransferasen Klasse |
und 1l (Abbildung 41). Die Aspartataminotransfer&samilie gehort zur Pyridoxalphosphat-

abhéngigen Aspartataminotransferase-Superfamili@gé& Enzyme, die zu diesen Familien
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gehoéren, sind z.B. die Aspartataminotransferaseyrosin-, Alanin- und aromatische
Aminotransferasen (Marchler-Bauer et al. 2009; MemcBauer et al. 2007; Marchler-Bauer
et al. 2005).

Anhand des Abgleichs in der CDD konnten fur Mf_Taeid mdgliches katalytisch aktives
Lysin und 10 Pyridoxal-5-Phosphat-Bindungsstellemittelt werden. Die Positionen dieser
Stellen sind in Abbildung 42 dargestellt.

1 7 154 s 388 7s 450 476

Query seq. L

catalybic residue 4

Furidexal S ophosehate binding site 44 A A A T Y
hencdimar iiferface r
Specific: hits BAT_like
Superfanilies AAT_I superfamily
Hulti-donains fiminotran_1_2

Abbildung 41: Ergebnis der Uberpriifung der Proteinsequenz von Mf_Tam1 in der NCBI Conserved
Domains Database.

MPLDLPSLLSQSSCDRPLSAI RALLPLESRPGVI SLLAGKPNPSG-PFDSI TLRLKPSVEGSKDAQGNPVEI TI DGSELE
RI LQYGSTNGDVTLERELTKLI SRVHHRTRNNGQPDGDFAL Al GS?BZZDL LYKTI SI L FNPQDTVLVESPVﬁPGFL PELE
THRVKAVG STDEQGL SAQALRDTLKNWHTSDT TKEL RFPKAL YTVPTGAEPAGT TASTERKREI LAl AREYGLLVLEDD
PYiF L TFEDVSEDAL QQKRAL SYFAL EREDADKWGYGYVL RF E;;Fg%l L SAGV?;VGF MVGPPTLVNAVVALTASSNLHTS

GPAQAMAGEL MOYWGT DGFL RHTHNVARMYKERRDMFGRI | DT1 LGRGEDGKQTPI ATYVTPVAGVFYW KLHLPPTDGA

PEGDSYRVI SEKAL EFGVL AMPGGAFFADKRKTPYVRTSFSLI EPQDAHEAI L RL RRAVESAVKDAGYDEI PAMOT.

Abbildung 42: Uberpriifung von Mf_Tam1 auf funktionelle Bereiche.
Pyridoxal-5-Phosphat-Bindungsstellen sind mit #kigat, das katalytisch aktive Lysin ist eingerahmt.

In Abbildung 43 ist der Abgleich der Proteinsequeviz Sdh2 mit 10 BLAST-Treffern
graphisch durch das Geneious-Programm dargesteltth hier zeigen dunkel unterlegte
Bereiche eine hohe Ubereinstimmung zwischen deteidsequenzen der einzelnen Spezies
an, nicht unterlegte Abschnitte sind verschiedeie. Broteinsequenzen weisen einen hohen
Anteil konservierter Regionen auf.

Der Abgleich von Mf sdh2 im CDD ergab eine deuticAhnlichkeit zur PRK17525
Superfamilie, bzw. sdhB, einer Succinatdehydrogenaen-sulfur Untereinheit wie in
Abbildung 44 dargestellt. Funktionelle Einheitennkten mittels CDD nicht identifiziert

werden.
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1 M. furfur
2 M. globosa
3 U. maydis ME
4 C. cinerea
5 C. neoformans MYV R
6 B. fuckeliana MAA
7 P. nodorum MAS
8 L. edodes
9 L. bicolor
10 M.grisea
11 P. tritici-repentis
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1 M. furfur

2 M. globosa

3 U. maydis

4 C. cinerea

5 C. neoformans
6 B. fuckeliana
7 P. nodorum

8 L. edodes

9 L. bicolor

10 M.grisea

11 P. tritici-repentis

HAEGE =B B
HnRERROERZ W0
AOTUMEUOZ B0

1 M. furfur mAAGE
2 M. globosa A HGA
3 U. maydis 1D FG E|
4 C. cinerea 1T H TE|
5 C. neoformans SYGAN
6 B. fuckeliana O KK E]|
7 P. nodorum IEKLAR
8 L. edodes SNGA
9 L. bicolor ANGAN
10 M.grisea JORK
11 P. tritici-repentis BEKEK

1 M. furfur

2 M. globosa

3 U. maydis

4 C. cinerea

5 C. neoformans
6 B. fuckeliana
7 P. nodorum

8 L. edodes

9 L. bicolor X

10 M.grisea T AMDNS Ml

11 P. tritici-repentis DAMNENS VE

Abbildung 43: Abgleich der Proteinsequenz von Mf_Sd2 mit 10 NCBI BLAST-Treffern.
1: Mf_Sdh2, 2: XP_001729560, 3: XP_756991, 4: XPLgBB873, 5: XP_572035, 6: XP_001548350, 7:
XP_001793919, 8: BAD06473, 9: XP_001876249, 10:369077, 11: XP_001933259

Identische oder &quivalente Aminosauren sind duhikeérlegt: sieben und acht Sequenzen — hellgrau,
neun und zehn Sequenzen dunkelgrau, alle Sequeobesarz.

1 540 [T1] 150 aan 250 2910
Quisiy seq, et
superfanilies [ PRK12575 superfamily )
HudbL-donitne

Abbildung 44: Ergebnis der Uberpriifung der Proteinsequenz von Mf_Sdh2 in der NCBI Conserved
Domains Database.
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4.3.4. Hypothetische Uberlegungen zu MGL_2601

MGL_2601 ist als 963bp lange, partielle mMRNA-Sequan NCBI unter der Accession Nr.
XM_001730167 hinterlegt. Der Abgleich mit dem Gengon M. globosa (Accession Nr.
AAYY01000009) zeigt, dass zwischen dem wahrscheheln Startkodon von MGL_2601
und MGL_2602 eine bislang nicht zugeordnete Sequenz832bp liegt. Das Fragment des
Genoms, auf dem sich MGL_2601 und Anteile der bebaxten Gene befinden, zunachst im

tblastx untersucht. Dabei wurde deutlich, dass gahdem Sequenzanteil mit Ahnlichkeit zu

MGL_2601 ein Sequenzanteil in einem anderen Lesszah(+3) mit Ahnlichkeit zu
UMO01804 (e-value = 6e-105, Identitat = 54%, Postiv 67%) befand. Der Sequenzantell
mit Ahnlichkeit zu UM01804 und MGL_2601 wurde autaBkodons uberprift und

ausgehend von den Startkodons in die jeweiligenter®equenzen Ubersetzt. Nach

Bereinigung der Nukleotidsequenz um ein 28bp lafigagment, welches sich von einem GT

zu einem AG erstreckt, ergab sich ausgehend voeneiStartkodon eine durchgehende,

1446bp lange Sequenz, deren Proteinsequenz ohrexbbthung durch Stoppkodons im
tblastn sowohl Ahnlichkeit zu MGL_2601 als auchiM01804 zeigte. Die gDNA-Sequenz

von MGL_2601hyp ist in Abbildung 45 abgebildet.

ATCCCATTGAACTATGAA

GI'CTCTCCCCGCTGACACAGTGACACAG

ATGTACCCAGGCCTCCT TCCGGACCTAGCAT CCCGCGGAAT CCATACAGT CAACATTGCGACAGA
CGAGGAGGGECTTGT CCGAT TCGGCACT GGCGT CCGT GCTGGAGAAT TGGACAT CACACGAGCAGACGT CTAA
GATGCGCTTTCCCAAGGCCATATACACGGTACCGACAGGCAGT AACCCAGCCGEEGACAACGECTTCGECGEA
TCGCAAGCGTAAGATCCTTGCACT TGCACGT CGACACCAGGT CCTTATTATGGAGGACGACCCCTATTATTA
CATTGGECTTTGACGGEGECT CGGGGAAGAT CCTGTAACGCGT GAACGT ATCCCCAGT TACT TTGCCCTGGAAAG
AGAACAGGCTGATGAATATGGGTATGGATATGTATTACGCT TTGAAAGCTTTTCGAAAAT CATGT CGGCT GG
TATGCGACTGGCCTACGT TGT GGGECCGAAGCCTAT CGT CACGGCCATCGT CGCT TATACGGCGACGAGCAG
TATTCATGCATCATCACCAAT CCAAGTGATTGTGGCACATCTGCTCAGACACT GEGGT GTGAATGGGT TCCT
CCAACACGT GGACAAGGT CGCAAGCAT GTAT CCGGAGCGT CGTGATGT CTTTGCGT CCAGT CTCGAAAAGAT
ATTGGGECAGT GGTCCTACT CCTGT AGCCACAT GGACGACGCCCGT GTCAGGCATGI TTTTCTGECTGAAGT T
GCACT TGCCGCCGACGCCT GAAGCGCCAGAGEGECGACT CGT TCCAGGT TATTGCGGAAAAGGCGCT CGATGA
AGGTGTGCTTGI TGT TCCAGGATCTTCGTTTTATGCGGGT GGGT GTAAGACGCCATACGCTCGTGTCACGCT T
CAGTGT CATTCCCGAGAAT GACATAGCCGAGEGT CTGCAT CGCT TGCGCCGCGECGAT TGAATCTGCATGGAA
GGATGCAGGATACAGCACAATCCCACCAATGTAA

Abbildung 45: Hypothetische genomische Sequenz vawGL_2601hyp.

Der Sequenzabschnitt mit Ahnlichkeit zu UM01804hisligriin, MGL_2601 ist dunkelgriin dargestellt. Das
Startkodon von MGL_2601 ist gelb hinterlegt. Dapditpetische Startkodon der Gesamtsequenz ist rot

markiert. Pink ist der 28bp lange bereinigte Anteil
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Die hypothetische Gesamtsequenz ist mit 1474 bplinBasenpaare langer als MGL_2601
und annéhernd so lang wie mf_tam1 (1454 bp inkioir). Die Bereinigung der 28bp langen
Sequenz erfolgte relativ willkirlich.

Die Proteinsequenzen von MGL_2601hyp und Mf Tamhdsiin Abbildung 46
gegenibergestellt. Die Proteinsequenzen sind zu i#B#tisch, 72% der Aminosauren sind
aquivalent. Ausgehend vom Start-Methionin von MGBOP sind die Sequenzen zu 52%
identisch und zu 72% &aquivalent.

Ein Abgleich in der Conserved Domains-Database deit Proteinsequenz von MGL_2601
zeigte, dass diese zwar ebenfalls das katalytikthealysin enthalt, aber nur 6 Pyridoxal-5-
Phosphat-Bindungsstellen. Ein Abgleich mit MGL_26¢d zeigte alle 10 Pyridoxal-5-
Phosphat-Bindungsstellen (Abbildung 47).

Mf_tam1 MPLERZ CES[@PRPISA|l RGLL[ZEESRPGY| SELAGKPNPSG-PHpBSI [T PR\Y=eSKDAS
MGL_2601hyp VPL Y= RS@IRRPUEA| RGLLINZFESRPGVI SEL AGKPNPSG-PHES| S DAl SDT
Mf_tam1

P DGEEL ERIL OYGSTNEDVIREEL AL S RIRNGSPB GDFIL AN GSGSQDL LYK
D GEDLEREL QYGSSSEY RS eIl VS RAREDGEPRGDYEL AVGIGSQDL LI
*

HeDTVL VESPVYPGy HRYKAY R EEE A RD
I=€DTVL VESPMYPGH S | ATDEEGLSb; S S

MGL_2601hyp

Mf_tam1
MGL_2601hyp

Mf_tam1 DUTINELRFPKARYTVPTGANPAGT TASJJIERKREI LAFAREY(€LL VEEDDPYYELELUFE D R
MGL_2601hyp ESTRKIVRFPKARYTVPTGSNPAGT TASAPRKRKI LALARRHOVL FINEDDPY Y| {(eFB Dig\V] R
Mf_tam1 [BSYFAL ERElBADKWGYGYVL RFESFSKI ESAGVRVGEMWGPH AR SCRAS,
MGL_2601hyp &SYFAL ERESADEYGYGYVL RFESFSKI NSAGVREGYVVGPN A SSPIRQ
Mf_tam1 €=l VMOYVIIPGHL RHIlgN VARMYKERRDVFE I D GRe=reNeTPHATVY TPVAGVFYWHKL HL PP
MGL_2601hyp AHREZE eV e gRe, ASMYRERRDVFASSLEE[N L CSCEEEEs TPVATWITPVSGVEFEWEKLHL PP
Mf_tam1 D EAPEGDSYRVI SEKALE[S GeAFEABN R EPQBAHEA L [RESEZ\SSTAN Y2
MGL_2601hyp IHEAPEGDSEQVI AEKALD G A R IMENCIWAFELERI RRAIESAVKDA
Mf_tam1 G P

MGL_2601hyp ©STHEPWY- -

Abbildung 46: Gegeniiberstellung von Mf_Tam1 und MGL 2601hyp.

Identische Aminoséauren sind schwarz hinterlegténpaivalente grau. Das Start-Methionin von MGL_2601

ist mit einem Sternchen gekennzeichnet.
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Abbildung 47: Ergebnis der Uberpriifung der Proteinsequenz von MGL_2061 (oben) und

MGL_2601h

yp (unten) in der NCBI Conserved Domains Btabase.
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5. DISKUSSION

Die Malassezia-Hefen werden mit einer Vielzahl von Erkrankunger chenschlichen Haut
in Zusammenhang gebracht. Insbesondere geltenlsi&reeger der Pityriasis versicolor.
Zumindest in den gemafgigten Klimazonen Wiltglobosa als Hauptverursacher der Pityriasis
versicolor (Crespo-Erchiga und Florencio 2006; &ag et al. 2006; Nakabayashi et al.
2000), wahrend in den tropischen Regionen auctiurfur eine wichtige Rolle zu spielen
scheint (Krisanty et al. 2008; Miranda et al. 200&tta et al. 2002). Die Pathogenese der
verschiedenen Symptome der Pityriasis versicolobisdang nicht zufriedenstellend geklart.
1998 beschrieb Mayser erstmals einen Pigmentstoffged in M. furfur, der einen
Erklarungsansatz fur die unterschiedlichen Merknagle Pityriasis versicolor bietet (Mayser
et al. 1998b). Von deMalassezia-Hefen bilden in vitro nuM. furfur und M. pachydermatis
Pigment. Malassezia furfur bildet erheblich schneller ein wesentlich breiteres
Pigmentspektrum alM. pachydermatis (Mayser et al. 2004). Kultiviert mal. furfur mit
Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle, so weth braunliches Pigmentgemisch gebildet.

Dieses kann auf folgende Weise mit Merkmalen dirisis versicolor verknipft sein:

»  Hyperpigmentierung in unterschiedlichen Farbtoned tschattierungen: Die Farbung
des Pigmentgemisches reicht je nach Anteil derdiomponenten von gelblich tber rétlich
bis zu dunkelbraun.

»  Fluoreszenz der Lasionen im Woodlicht (366nm): lignientgemisch vorhandene
Fluorochromen wie Pityrialacton fluoreszieren gelpigriin im UV-Licht.

»  Depigmentierung: Das Pigmentgemisch enthalt Matassedas Apoptose in
menschlichen Melanozyten induziert (Kramer et aD0%b), und Keto-Malassezin,
Malasseziaindol A und 052, welche vitro eine Hemmung der Tyrosinase aufweisen
(Kramer et al. 2004; Thoma 2003; Dahms et al. 2002)

»  Fehlender Sonnenbrand in den Lasionen: Mit Pitgctain und Pityriacitrin finden sich
UV-Filter unter den Einzelsubstanzen (Mayser e2@02; Mayser und Pape 1998).

»  Fehlendes oder schwach ausgepragtes entziundlidilgat trotz oft hoher Pilzlast: Die
Pityriarubine A, B und C sind selektive Inhibitordes granulozytaren Bursts und kénnten

Uber diesen Mechanismus antiinflammatorisch wirksam (Kramer et al. 2005a).
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Die Pigmente konnten bislang jedoch nicht aus lré#sioder Pityriasis versicolor isoliert
werden, da nicht genug Schuppenmaterial zur Verfgagteht, so dass der Nachweis eines
Zusammenhangs zwischen Tryptophan-abhangiger Piggmthese und den Manifestationen
der Erkrankung noch aussteht. Die Identifikatiom Wharakterisierung von Genen, die am
Tryptophan-abhangigen Pigmentstoffwechsel Morfurfur beteiligt sind, ermoglicht tieferen
Einblick in den Stoffwechselweg und stellt weiteW¥erkzeuge zur Aufklarung der

Pathogenese der Pityriasis versicolor bereit.

5.1. Untersuchungen wahrend der Tryptophan-abhangigen
Pigmentsynthese differentiell exprimierter Gene

Malassezia furfur ist molekularbiologisch noch kaum untersucht. Nebeur
Speziesidentifikation verwendeten ITS (internalns@ibed spacer)-Regionen der rDNA
(Makimura et al. 2000) sowie rDNA-Sequenzen (Guillmd Gueho 1995) sind bislang
lediglich eine Chitinsynthase (Kano et al. 199®)ed.ipase (Brunke und Hube 2006), einige
Allergene (Andersson et al. 2003; Onishi et al. & 9%sueda et al. 1998) sowie ein Fragment
eines Cytochrom b-Gens (Biswas et al. 2001) seqgertnzorden.

Zur Identifikation von Genen, die an der Pigmentsgse beteiligt sind, musste ein Verfahren
gewahlt werden, bei dem man ohne Kenntnis des Geml@® Organismus auskommt. Diese
Voraussetzung erfillt die cDNA Subtraktionstechgao Das Verfahren ermoglicht die
selektive Amplifizierung in der ,Tester‘-Populatiodifferentiell exprimierter Gene, in
unserem Falle in der pigmentbildenden Tryptophaiitiku nicht aber in der ,Driver*-
Population, der nichtpigmentbildenden Arginin-Kult(Diatchenko et al. 1996). Dennoch
liegt unter den nach Durchfiihrung des cDNA Subioaisiverfahren klonierten Sequenzen ein
hoher Anteil nicht differentiell exprimierter Sequeen vor (Gurskaya et al. 1996), was einen
zusatzlichen Screening-Schritt erfordert. So wurtimtendlich aus 900 Klonen der 3h-
Kultur lediglich 79 und aus den 600 Klonen der Shitdr 91 Sequenzen erfolgreich
identifiziert. Im NCBI tblastx-Search wiesen 69 vden 3h-Sequenzen und 73 von den 5h-
Sequenzen signifikante Entsprechungen mit bekarfiteteinen auf. Bei den meisten (45/3h
und 40/5h) waren hypothetische Proteine lsluglobosa die besten Treffer, gefolgt vadd.
maydis (12/3h und 23/5h). Vier tblastx-Ergebnisse wurdeit Sequenzen aus beiden

Kontingenten erzielt.
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Anhand der strukturellen Analyse einiger Einzelkomgnten des Pigmentstoffwechsels aus
M. furfur und Futterungsexperimenten mit [1-13C]-Tryptophan urden
Modellstoffwechselwege entworfen (Abbildung 8)ifider et al. 2004; Irlinger 2002), denen
wahrscheinlich ein gemeinsamer Vorlauferstoffwebieg vorangeht (Abbildung 20). Einige
der differentiell exprimierten Sequenzen lieRenhsianhand ihrer wahrscheinlichen
Funktionen in diesen Vorlauferweg integrieren. Wie Abbildung 20 dargestellt, kann
Tryptophan durch eine aromatische AminotransferéSequenz 302) zu Indolpyruvat
desaminiert werden. An der Kondensation zweier ljjgravat-Molekile konnten Sequenzen
mit Ahnlichkeit im tblastx zu Cytochrome b5-likerhe/steroid binding domain (Sequenz 541
und 542) beteiligt sein. So wird in dem Actinomyget.echevalieria aerocolonigenes die
Kondensation zweier (halogenierter) Indolpyruvatekale Zu
11,11'Dichlorochromopyrrolsaure in der RebeccamyRiosynthese durch RebD katalysiert
(Onaka et al. 2003). Dieses Enzym zeigt eine Ahkbit von 54% zu StaD, dem homologen
Enzym aus der Staurosporin-Biosynthese, und 34%iai3, dem homologen Enzym aus der
Violacein-Biosynthese. RebD besitzt ein Ham-Bindimgtiv der Cytochrom b5-Familie und
ein Flavin-Bindungsmotiv. Cytochrome sind haufig aler Ausbildung von C-C-
Verbindungen beteiligt (Nishizawa et al. 2006).biesondere Cytochrome P450 spielen eine
Rolle bei der Ausbildung von C-C- und C-O-Bindungeawischen aromatischen
Verbindungen. Sequenz 315 zeigt Ahnlichkeit miteein Cytochrom P450. Der n&chste
maogliche Schritt in Abbildung 20 beinhaltet die @dmoxylierung einer Indolpyruvateinheit
mit anschlieBendem Ringschluss zu einem instafitdeton. Hier findet sich Sequenz 518
mit Ahnlichkeit zur Thiamin-Pyrophosphat (TPP)-abbi@en Pyruvat-/
Indolpyruvatdecarboxylase-Familie. Neben der Dewmaylerung von Pyruvatmolekilen
kénnen Mitglieder dieser Familie eine Acyloin-Komdation katalysieren (Pohl et al. 2002).
Moglicherweise wird der Ringschluss zum Triketowm&orangegangener Dehydrierung der

restlichen Carboxylgruppe lber diesen Mechanisrmoiizogen.

Einige weitere Sequenzen zeigten im tblastx Ahkkihmit Proteinen mit interessanten
Beteiligungen an bekannten Sekundarstoffwechselwegequenz 323 zeigt Ahnlichkeit mit
der einer Epimerase PhzC/PhzF. Diese spielt bégexinBakterienarten eine Rolle in der
Synthese von Phenazin, einem Grundstoff diversdvsk@fe und antibiotischer Substanzen
(Mavrodi et al. 2006). Dieser Stoffwechselweg isthler fir Pilze nicht beschrieben, obwohl

einige Pilze hypothetische Proteine mit &hnlichequ&nz besitzen.
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Auch fand sich bei einigen identifizierten Sequenira tblastx Ahnlichkeit mit Mitgliedern
des Isoprenoidstoffwechsels, namlich die Sequenz8t4 (4-hydroxybenzoate
polyprenyltransferase and related prenyltransfe)as¥l5 (Cytochrome P450, C-22 sterol-
desaturase), 316 (Isopentenyl diphosphate isomeuageim weiteren Sinne auch 522 und
523 (Methylase involved in ubiquinone/ menaquinbresynthesis). Dieser Stoffwechselweg
fuhrt zur Synthese der Ergosterole. Ein intaktegoSterolsyntheseweg wird flr den
transmembrandsen Transport von Proteinen, Lipideh ryptophan bendétigt (Gaber et al.
1989). Der Isoprenoidstoffwechsel steht auch im adusenhang mit der Biosynthese
fungaler Indolalkaloide (Keller et al. 2005) undnk@e somit eine Rolle in der Tryptophan-
abhangigen  Pigmentsynthese spielen. Das Cytochrod50,P welches im
Isoprenoidstoffwechsel als C-22 Steroldesaturasgiéut und Ahnlichkeit zu Sequenz 315
besitzt, zeigt dariberhinaus weitere Fahigkeiten Framdstoffstoffwechsel. So kann es
Benzo[a]pyren in 3-Hydroxy-Benzo[a]pyren Uberfih(&elly et al. 1997).

Dariiber hinaus fanden sich einige weitere SequemaiénAhnlichkeiten im tblastx zu
Enzymen, die mit Fremdstoffstoffwechsel und Stressart assoziiert werden.
Beispielsweise zeigte die translatierte Sequenz Abdlichkeit mit einer Glutathion-S-
Transferase, die Sequenzen 556-559 mit MethiorfmadtReduktasen und die Sequenzen
364 und 555 mit Flavohhamoproteinen. Die trangt@ieSequenzen 353, 354, 356, 357, 535
und 536 zeigten Ahnlichkeiten mit verschiedenen tstezck-Proteinen und Proteinen aus
dem Ubiquitin-Stoffwechsel. Uber die Bildung von ithinonen ist wiederum der
Isoprenoidstoffwechsel mit Stressantwort verknuipfeser hohe Anteil mit der Stressantwort
assoziierter Sequenzen gibt Anlass zu Uberlegundass Tryptophan, wenn es alleinige
Stickstoffquelle ist, geradezu toxisch adf furfur wirkt und der Pigmentstoffwechsel eine
Art energieaufwandiger “EntgiftungsmalBnahme” ddleste konnte. Dazu passt die
Beobachtung, dass sich das WachstumMbdassezia-Hefen umgekehrt zur Pigmentbildung
verhalt (Barchmann et al. 2005).

Auffallig ist besonders im 3h-Kontigent auch einhko Anteil von Sequenzen, die an
Transkription und Proteinbiosynthese beteiligt dannen. Dies mag ebenfalls ein Zeichen
fur die erhohte Stoffwechselanforderung an den Qsgaus sein.

Dartiber hinaus lieRen sich Sequenzen identifizjedsmen Translationen Ahnlichkeit zu
Proteinen zeigen, die Ublicherweise Priméarstoffigethiegen wie dem Citratzyklus und dem
Glyoxylatzyklus (Seq 317, Malatdehydrogenase, S0Bratsynthase, 506, mitochondriale
Aconitase, 527, Isocitrat-Lyase) oder der Synthege Iron-Sulfur-Proteinen zugeordnet
werden (Seq 305 und 504, NifU-like Protein, 358 &4®, HesB-like Domane, 502, NifS),
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oder selber Iron-Sulfur-Proteine sind (Seq 506, oambndriale Aconitase, 555,
Ferredoxinreduktase (Flavohdmoprotein)). Dabev@st Interesse, dass einige Enzyme aus
Primarstoffwechselwegen auch Funktionen in Sekwstdfiwechselwegen besitzen, oder dort
Duplikate in aufweisen. In der Biosynthese des Bintikums Phosphinothricin-Tripeptid in
Sreptomyces viridochromogenes finden sich drei Schritte, die den Citratsynthagegnitase-
und Isocitratdehydrogenase-Reaktionen aus dem tGiklas sehr &ahneln. Mit der
Phosphinomethylmalat-lIsomerase wurde ein Enzymdaesem Syntheseweg beschrieben,
welches eine starke Ahnlichkeit zu Mitgliedern deonitase-Familie aufweist (Heinzelmann
et al. 2001). Viollier et al. beobachteten zudemssddie Citratsynthase und vor allem auch
die Aconitase selbst neben ihren Funktionen ima@yklus Sekundarstoffwechselwege wie
die Ausbildung von Luftmycel und Pigmenten beeisdlen (Viollier et al. 2001a; Viollier et
al. 2001b)

Desweiteren konnte eine Sequenz identifiziert werdet Ahnlichkeit im tblastx zu einer
Isocitrat-Lyase. Ireptosphaeria maculans spielt dieses Enzym eine essenzielle Rolle fir die
Pathogenitat dieses Pilzes (Idnurm und Howlett 2002

In der tblastx-Suche fanden sich auch einige Semremit Ahnlichkeit zu Proteinen mit
Transportfunktionen  (358-363, 540-552). Moglichesge dienen diese der
L,unschadlichmachung“ der Tryptophanderivate, ind@ensie in Transportvesikel verpacken
und / oder aus der Zelle transportieren. Der Trarisger Metabolite kann auch dazu dienen,
die mdglicherweise als Pathogenitatsfaktoren wiresa Substanzen ihrem Zielort
zuzufuhren.

Neben den hier erwé&hnten Proteinen fanden sichr dete tblastx-Treffern Dehydrogenasen,
Oxygenasen, Lyasen und weitere Proteine, die zuwesindheoretisch Rollen in der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese spielen kdrierzeit lassen sie sich jedoch nicht
bestimmten Funktionen in den Synthesewegen zuordbaniberhinaus findet sich eine
relativ groBe Anzahl mit Sequenzen mit Ahnlichkait wahrscheinlichen Proteinen, deren
Funktion bislang unbekannt ist, oder ganz ohne ishkeit zu bekannten Proteinen. Die
Funktionen der identifizierten Sequenzen in dempioghan-abhangigen Pigmentsynthese in
M. furfur bleiben aufgrund der fehlenden molekularbiologischeols fiir diesen Organismus
bis auf weiteres unklar. Auch bleibt ungeklart, dib identifizierten Sequenzen direkt eine
Rolle in der Synthese der Tryptophanmetabolite Ispjeoder ob sie der Anpassung des
Organismus an eine Stresssituation dienen, die hdiNehrungsmangel bzw. extrem

einseitiges Substratangebot bedingt ist.
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Kirzlich beschrieben Zuther et al. die genetiscleguRation der Tryptophan-abhangigen
Pigmentbiosynthese id. maydis. Zuther entdeckte, dass Tryptophan durch Transamimng
mittels Taml, einer Tryptophanaminotransferaselnoolpyruvat Uberfihrt wird und alle
weiteren Schritte spontan durch Kondensation eilmaolpyruvatmolekils mit einem
Tryptophanmolekll ablaufen, das heil3t, dass digptdphan-abhangige Pigmentsynthese
nach einem ersten, enzymatisch katalysierten $dpantan ablauft (Zuther et al. 2008).
Allerdings minden andere, auf Indolpyruvat basideerStoffwechselwege, wie z.B. die
Rebeccamycin- und die Staurosporinbiosynthede @@rocolonigenes und Streptomyces spp.
oder die Tryptophol-Synthese & cerevisae anscheinend nicht in die hier beschriebene
Pigmentsynthese. So akzeptieren die Aminooxidas¥ORed die Chromopyrrolat-Synthase
RebD aus der Rebeccamycinsynthese zwar auch ratbdgédnierte Substrate, d.h. Tryptophan
und Indolpyruvat (Sanchez et al. 2005; Sanche. @082), es ist jedoch nicht beschrieben,
dass die Disruption dieser Gene zu den von Maysar @Mayser et al. 1998b) identifizierten

Tryptophanderivaten fuhrt.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Sequenz 30 &equenz identifiziert werden, die
eine deutliche Ahnlichkeit zur von Zuther et al dlesebenen Tam1 aus. maydis aufwies.
Da eine Tryptophanaminotransferase auch Mn furfur ein Schlisselenzym in der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese sein komnteje die Expression dieser Sequenz
weiter analysiert und die genomische Sequenz unavderscheinliche Open Reading Frame
aufgeklart.

Weitere Untersuchungen, ob und inwiefern die andene dieser Arbeit identifizierten
Sequenzen Rollen in der Tryptophan-abhangigen Ritgyethese iM. furfur spielen, waren
dennoch von Interesse fur ein tiefergehendes \fedetd dieses Stoffwechselweges und
somit moglicherweise der Pathogenese der Pitynasisicolor. Ohne die Verfugbarkeit von
Methoden zur homologen Genrekombination Rir furfur ist dies zurzeit jedoch kaum

zufriedenstellend mdglich.

Die Expression einiger interessanter Sequenzete sdler einen langeren Zeitraum Uberprift
werden. Es wurden Proben nach 3 Stunden und 5 &tumeitersucht, da zu diesen
Zeitpunkten die Subtraktion durchgefuhrt worden,wad nach 2 Tagen und 2 Wochen. Eine
wesentlich  langere  Kulturdauer erwies sich in  Arbgit des steigenden

Kontaminationsrisikos durch Bakterien und Schimniegpals nicht von Vorteil.
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Der Zeitpunkt des Krankheitsbeginns kann bei Ragig versicolor nicht auf wenige Stunden
festgelegt werden. Daher erhtht die Expressionseare der Pigmentsynthese beteiligten
Gens uber einen Zeitraum von mehreren Wochen diehrdheinlichkeit, dass das
entsprechende mRNA-Transkript, aus Schuppen voyriddts versicolor-Lasionen isoliert
werden kann, sofern dies Uberhaupt méglich ist.

Fernziel der vorliegenden Arbeit ist die Erarbegumon Methoden, mittels derer ein
Zusammenhang zwischen Tryptophan-abhangiger Pigiymhese und der Erkrankung
Pityriasis versicolor durch den Nachweis der Traips& in Schuppen der Lasionen Uberprift
werden kann. Deswegen musste zunachst ein Verfapedimden werden, welches die
Umsetzung mehrerer Durchlaufe erlaubte und auclgerihgen RNA-Mengen auskam. Die
Wabhl fiel schlie3lich auf die semiquantitative PGRe zum einen den Durchsatz mehrerer
Proben gleichzeitig erlaubt und durch den Einsaz ®DNA als Template den Verlust in
geringen Mengen vorhandener RNA durch Degeneratemuziert. Durch den Einsatz
geeigneter Primer, die nur im offenen Leserahmeplifimeren, d.h. keine Intronsequenz
beinhalten, kann spater auch das Verfalschungsridikch gDNA in sehr kleinen Proben
minimiert werden, aus denen keine mRNA isoliert degr kann. Bei Pilzmaterial aus
Hautschuppen wére dieses Risiko hoch.

Vier Sequenzen wurden Uberprift. Mf_tam1, Sequé2z ®urde wegen ihrer Ahnlichkeit im
tblastx zu UM01804, Taml, einer Tryptophanaminafarase au®). maydis ausgewabhit.
Diese Sequenz lie sich dem ersten Schritt destigpschen Syntheseweges der Pigmente
zuordnen. Mf_erg5, Sequenz 315, wurde wegen delicktkeit zu C22-Sterol-Desaturase
aus dem Ergosterolstoffwechsel ausgewahlt, um eimrarsammenhang zwischen
Isoprenoidstoffwechsel und Tryptophan-abhangiggmentsynthese zu untersuchen. Eine
fragliche Beteiligung von Iron-Sulfur-Assembly-Reoten wurde durch die Untersuchung der
Expression von mf_hesb Uberprift. Dieses Transkwptrde sowohl im 3h-Kontigent
(Sequenz 348) als auch im 5h-Kontingent (Seque kkentifiziert. Darlber hinaus sollte
auch die Expression eines Transkripts mit tbladtxdiEhkeit zu einem Protein unbekannter
Funktion Oberpruft werden. Da die vier Sequenzen 6-38 und 377
Sequenziberschneidungen aufwiesen, wurden anharet ®equenz Primer designt
(mf_unknown).

Nur zu wenigen Genen audM. furfur liegen Sequenzinformationen vor: Zur
Speziesidentifikation verwendete ITS (internal s@ibed spacer)-Regionen der rDNA
(Makimura et al. 2000), rDNA-Sequenzen (Guillot u@deho 1995), eine Chitinsynthase
(Kano et al. 1999), eine Lipase (Brunke und Hub@620einige ,Allergene” (Andersson et al.
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2003; Onishi et al. 1999; Yasueda et al. 1998) s@un Fragment eines Cytochrom b-Gens
(Biswas et al. 2001) sind bisher sequenziert wardé&sim Design der Primer der zu
Uberprifenden Sequenzen konnte dementsprecherglidedauf die im Screening-Schritt
erhaltenen Teilsequenzen zugegriffen werden.

Als interner Standard fur die Untersuchung der Egpion der differentiell exprimierten
Sequenzen werden fir die semiquantitativer PCR é&preizen bendtigt, die auch unter
unterschiedlichen  Kulturbedingungen gleichméaRig riexiert werden, sogenannte
.Housekeeping Gene“. Verschiedene Gene, wie bésspaese p-Actin und GAPDH,
kommen hierfur in Frage. Jedoch scheint die Expyassron Housekeeping-Genen
betrachtlichen Schwankungen zu unterliegen (Lisovetkal. 2008; Watson et al. 2007,
Khimani et al. 2005). Bisher existierten Mt furfur keine Daten zu Housekeeping-Genen, so
dass zunachst geeignete Gensequenzen herausgdanmeden mussten. Die Wahl fiel auf
die Iron-Sulfur-Einheit der SuccinatdehydrogenaSeh@). Dieses Gen wird ib). fabae
konstitutionell exprimiert (Wirsel et al. 2004) umdrd in quantitativen Untersuchungen zur
Genexpression itJ. maydis (Laurie et al. 2008; Hu et al. 2007) und auch iffflydetrix
Ustilago maydis GenArray (personliche Kommunikation H. Eichhorn&kthirawski, Max
Planck Institut fir terrestrische Mikrobiologie, Mdarg) als Kontrolle eingesetzt. Dariiber
hinaus kann Uber einen Austausch einer Aminosauaigehdérigen Enzym id. maydis und
anderen Pilzen eine Resistenz gegenuber Carborigrt werden (Honda et al. 2000;
Skinner et al. 1998; Broomfield und Hargreaves 199@ dass es als Resistenzkassette zum
gezielten Genaustausch bei der homologen Rekondoingenutzt werden kann. Da fi.
furfur keine Systeme zur Genrekombination etabliert sial, die Identifikation der Iron-
Sulfur-Einheit der Succinatdehydrogenase auch imbltik auf die zukinftige Erarbeitung
von Transformationssystemen vielversprechend.

Interessanterweise ergab die Amplifikation von DNA umgeschriebener mRNA mit sonst
zur Speziesidentifikation eingesetzten Primerndiér Internal Transcribed Spacer 1-Region
eine gleichmaRige, mit mf_sdh2 vergleichbare Expoes (Abbildung 26). Uber die
Verwendung der ITS1-Region als internen StandarduhmRNA basierenden Versuchen
fand sich nichts in der Literatur. Ein Kontaminatoisiko der Proben mit gDNA und
ribosomaler RNA wurde durch die Verwendung von DiNabe Isolation von mRNA und die
Verwendung von Oligo(dT)-Primern minimiert.

Lediglich mf_taml war zu allen Uberpriften Zeitpterkin der Tryptophan-Kultur starker
exprimiert als in der Arginin-Kultur. Mf_unknown e ebenfalls nach zwei Wochen noch

eine starkere Expression in der Tryptophan-Kulalierdings erschien die Expression nach
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zwei Tagen in beiden Kulturen &hnlich ausgepréagt. w5 und mf_hesb waren nur zu
Beginn der Pigmentsynthese verstarkt in der TrpdopKultur nachzuweisen.

Moglicherweise gehéren diese Gene in die frihe @hdey Pigmentsynthese, wahrend
mf_unknown und mf_taml auch der AufrechterhaltuegRigmentsynthese dienen.

Somit wurde mf taml als vielversprechendes Ziel xiverprifung der Expression
pigmentassoziierter Gene in Schuppen der Pityrigsisicolor identifiziert und weiter

untersucht.

5.2. Identifikation und Untersuchung der genomischen Gemmtsequenz
und des Open Reading Frames von mf_taml1 und mf_sdh2

Ausgehend von einer durch degenerate PCR ermittdiégsequenz wurde mittels inverse
PCR die genomische Gesamtsequenz von mf_sdh2 fidemnti Die Grundlage fur das
Design der degenerate Primer bildete die in Nuldsetjuenz lbersetzte Konsensussequenz
der Proteinsequenzen von acht Basidiomyceten umi Zsacomyceten. Erst mit dem dritten
Primerpaar konnte ein verwendbares Sequenzfragamplifiziert und sequenziert werden,
wahrend die beiden vorhergehenden Primerpaare tleszVersuchs der Optimierung der
PCR-Bedingungen keine Amplifikate ergaben. Auf Geundlage dieses Sequenzfragmentes
wurden Primer fur die Inverse PCR designt, welcheldentifikation eines 1207 bp langen
genomischen DNA-Abschnittes fuhrte. Von dieser Mokidsequenz konnten 911 bp einem
wahrscheinlichen Gen mit deutlicher AhnlichkeitMGL_3104 und UM00844 in der NCBI
tblastx-Suche zugeschrieben werden. Ein Fragmentld@ bp am 3'-Ende zeigte eine starke
Ahnlichkeit zu MGL_3103. Ausgehend von der genommist Sequenz wurde der Open
Reading Frame zu mf_sdh2 identifiziert. Dieser wgsfaine Sequenz von 873 bp, beginnend
mit einem ATG und endend mit dem Stoppkodon TAGe Dn Aminosauresequenz
Ubersetzte Sequenz zeigt ein hohes Mall an kongerviRegionen, wie die hohe
Ubereinstimmung mit den Proteinsequenzen aus am@nganismen verdeutlicht.
Interessanterweise beinhaltet die genomische Sequmm mf _sdh2 ein GT-AG-Intron von
38bp Lange. Neben dem Sequenzvergleich von cDNAJDNA liel3 sich dies durch die
Beobachtung von in Hefen konservierten SplicingiBagn unterstitzen.

Die genomische Sequenz von mf _taml wurde ausgeklend einem mittels cDNA-
Subtraktion identifizierten Fragment von 336bp eigtinverse PCR ermittelt. Die gesamte
identifizierte Sequenz umfasst 2072 bp. Die genohgisSequenz mit Ahnlichkeit zu Tam1
aus U. maydis (um01804) und zu MGL_2601 ist 1419 bp lang. Auchrlerscheint die
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Anordnung des Gens und seiner NachbarnMn furfur analog zur Anordnung von
MGL_2601 und den benachbarten GenMirglobosa zu sein.

Der fur mf_taml ermittelte Open Reading Frame ustfage 1431 bp lange Sequenz. Dass
der Open Reading Frame 12bp langer zu sein sclatlie genomische Sequenz, kommt
dadurch zustande, dass am 5‘-Ende der genomisatgrez ein Abschnitt von 35 bp liegt,
der im tblastx keine Ahnlichkeit zu MGL_2601 odeM01804 zeigte, aber anhand der
Sequenzanalyse mittels EditSeg-Programm dem Opedife Frame zuzuordnen ist, und
mit dem einzig sinnvollen ATG-Startkodon beginnt.

Auch die genomische Sequenz von mf_tam1l enthalG&hAG-Intron von 23 bp Lange. Hier
fand sich eine GTACGT-5'-Splice-Stelle und eine GAGSplice-Stelle, im Kontrast zum
Intron aus mf_sdh2 jedoch kein Branchingpoint. regeanterweise enthalt das tam1-Gen aus
U. maydis (UMO01840) tuberhaupt keine Introns (Zuther et 80&. Auch in MGL_2601 aus
M. globosa konnte anhand der im NCBI hinterlegten genomiscBequenz kein Intron
ausgemacht werden.

Bislang liegen nur sehr wenige Informationen zunm@e vonM. furfur vor, und es kann
keine Aussage zur Haufigkeit und Lange von Intrionbl. furfur gemacht werden. Dennoch
ist es eine interessante Beobachtung, dass beiderivorliegenden Arbeit identifizierten
Gene relativ kurze Introns enthalten (35 bp und@8 Yasueda et al. identifizierte in Mal f 2,
einem Allergen aub. furfur, sogar zwei Introns von 37 bp und 39 bp mit &hnlic8elicing-
Stellen wie den hier beobachteten (Yasueda et98i8)1 Das kirzlich beschriebene Lipase-
Gen inM. furfur Mflipl enthalt hingegen keine Introns (Brunke uthdbe 2006). Das Genom
von M. globosa enthdlt 0,5 Introns pro Gen mit einer durchscheiten Lange von 76 bp (Xu
et al. 2007), ahnlickJ. maydis mit 0,46 Introns pro Gen (Kamper et al. 2006)Ulnmaydis
sind die Introns jedoch mit 170bp im Durchschrithder (24bp-1899bp) (Ho et al. 2007).
Saccharomyces cerevisiae enthélt nur 0,04 Introns pro Gen, diese sind dafiir368 bp recht
lang (Loftus et al. 2005; Spingola et al. 1999)hve@d C. neoformans viele eher kurze
Introns enthalt (5 pro Gen, 67bp im Durchschnliffus et al. 2005).

FUr zukunftige Studien ist das Vorhandensein eingens in mf_taml1 durchaus interessant,
da das Design Intron-Uberspannender Primer denvidastder Expression des Transkripts in
Hautschuppen der Pityriasis versicolor dahingeheridichtert, dass eine Kontamination
durch gDNA vernachlassigt werden kann. Fir zukgeftVersuche zur Uberexpression des
Proteins z.B. inE. coli muss beachtet werden, dass sich gDNA nicht ohnieenss zur

Klonierung eignet, sondern hier cDNA verwendet veerdhuss.
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Die Beobachtung, dass die M. furfur identifizierten Gene und ihre Nachbarn anscheinend
genauso angeordnet sind wie ihre Homologe Mn globosa, unterstreicht die enge
Verwandtschaft dieser beiden Organismen. MGL_2&@lentgegen der Leserichtung von
MGL_2600 und MGL_2602 auf dem Chromosom angeordrietnso wie mf_taml zu seinen
Nachbargenen entgegengesetzt angeordnet ist. Ballaif, dass sich zwischen dem bislang
angenommenen Startkodon von MGL_2601 und dem nidgliStart von MGL_2602 832
Basenpaare liegen, wahrend zwischen mf_taml1 undzdelmdGL_2602 homologen Gen aus
M. furfur nur etwa 140 bp liegen. Diese Diskrepanz wurde Amtass genommen, den
Abschnitt zwischen MGL_2601 und MGL_2602 genauebetrachten. Es zeigte sich, dass
in diesem Abschnitt ein Sequenzfragment liegt, @ass deutliche Ahnlichkeit zu UM01804
und mf_taml aufweist. Bereinigt man die gesamteuSerjum ein 28 bp langes Fragment,
welches sich von einem GT zu einem AG erstreckerbélt man eine Sequenz von 1446 bp,
welche mit einem ATG beginnt und im richtigen Ledenen bis zu einem Stoppkodon lauft.
Diese Sequenz ist mf_tam1l sehr ahnlich, die Id#niggt bei 55%. Das Vorliegen einer in
Anzahl der Basenpaare und Anzahl der Pyridoxalbigdstellen davon deutlich
verschiedenen Sequenz Mh globosa hatte deren Unfahigkeit erklaren konn&myptophan

zu verstoffwechseln. Das Vorliegen einer sehr &heln, annahernd gleichlangen Sequenz
mit gleichen Pyridoxalbindungsstellen wirft die §eaauf, obM. globosa vielleicht doch
Pigment bilden kénnte und bislang lediglich weitefér die in vitro Pigmentsynthese
notwendige Voraussetzungen dafiir unentdeckt simleferseits zeigen auch Taml und
Tam2 ausU. maydis eine deutliche Ahnlichkeit zueinander, obwohl Tam2ht an der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese beteiligDigt weitere Untersuchung des Enzyms
aus M. globosa ist unerlasslich, um eine definitive Aussage zahigkeit vonM. globosa,
Pigment zu bilden, machen zu kénnen. Au3erdemesoliteitere Untersuchungen angestellt
werden, ob sich die Pigmentsynthes&linglobosa nicht doch in vitro induzieren lasst.

Der Abgleich der Sequenzen von Pigmentbildnern Niaht-Pigmentbildnern ergab keine
mal3geblichen Unterschiede. So zeigte UM03538, Tans2J). maydis, welche nicht an der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese beteiligiZisther et al. 2008), mehr Ahnlichkeit
zu mf_tam1 als die Sequenz aus C. glabrata, eingmeptbildner.

Letztendlich lasst es sich ohne tiefergehende Satdungen nicht klaren, ob die Nicht-
Pigmentbildner méglicherweise ,defekte” Tryptophamaotransferasen besitzen, oder ob die
Gene zwar fur funktionale Enzyme kodieren, dieskogh aufgrund des Verlusts positiver
Regulatoren nicht mehr aktiviert werden, oder oldigsen Organismen Tryptophan zwar in

Indolpyruvat dberfuhrt wird, das Indolpyruvat jettoan weiteren Stoffwechselwegen
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umgesetzt wird, bevor die von Mayser beschriebévietabolite spontan entstehen kénnen.
Dies wirde bedeuten, dasshih furfur ein (mdglicherweise evolutionar ,gewollter’) Marige
an Stoffwechselwegen besteht, in welchen Indolpgtrueiter umgesetzt wirde. Andererseits
konnten auch die bisher zur Induktion der Pigmddhtinig eingesetzten Kulturbedingungen
falsch gewdahlt gewesen seiNalassezia globosa, zum Beispiel, lasst sich schon unter
optimalen Bedingungen schwerer kultivieren Blsfurfur, so dass dieser Organismus zur
Pigmentbildung mdglicherweise ganz andere Bedingaraenoétig als bisher angenommen.
Die unterschiedliche Intensitat, in der zum Beispit furfur und M. pachydermatis, der
einzige weitere Pigmentbildner unter delalassezia-Hefen (Mayser et al. 2004), odévl.
furfur und S cerevisiae Pigment bilden, wirft wiederum die Frage auf, db dinzelnen
Enzyme unterschiedliche Kinetiken oder unterscicbadl Substrataffinitaten aufweisen. Auch
ist zu Uberdenken, ob einige weitereMn furfur identifizierte differentiell exprimierte Gene
fur das unterschiedliche Pigmentspektrum verantigbrt sein koénnten, und somit
madglicherweise nicht alle Pigmente spontan entstehe

Die in M. furfur identifizierte Sequenz Mf_Sdh2 zeigt sich im Abgkemit den Sequenzen
von Iron-Sulfur-Untereinheiten von Succinatdehydmasen aus anderen Organismen zum
grodten Teil hochkonserviert. Das lasst sich guhitidegrinden, dass dieses Enzym als
Housekeeping-Enzym stets die gleiche Aufgabe zillenf hat und Mutationen keinen
Selektionsvorteil erbrachten.

Im Kontrast dazu steht die Diversitat der Aminosf@nasen mit Ahnlichkeit zu Mf_Tam1, da
hier moglicherweise eine Spezialisierung des Enaymsler Fahigkeit einzelner Organismen
einherging, Nischen zu besiedeln.

5.3. Bewertung der Ergebnisse im Zusammenhang

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt, um eiBaitrag zur Bedeutung der Tryptophan-
abhangigen PigmentsyntheseMn furfur zu erbringen und dadurch der Entschlisselung der
Pathogenese der Pityriasis versicolor Vorschuleisten.

So war einerseits die ldentifikation von an der niegtsynthese beteiligten Genen ein
wesentlicher  Bestandteil dieser Arbeit, und andeies die  Erarbeitung
molekularbiologischer Werkzeuge fit. furfur.

Mit der Identifikation einer wahrscheinlichen Ir@ulfur-Einheit der Succinatdehydrogenase
aus M. furfur konnte ein geeignetes Housekeeping-Gen auch fiiinfige quantitative

Untersuchungen der Genregulation in diesem Orgarssgefunden werden. Beispielsweise
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ist in U. maydis dieses Gen als Housekeeping-Gen etabliert (Laairial. 2008; Hu et al.
2007). Die Aufklarung der Gesamtsequenz inklusivees Introns ist fir das Design noch
spezifischerer Primer unerlasslich. Dartberhinaogglicht die Kenntnis des Open Reading
Frames die Klonierung und Analyse des Enzyms inigfilgen Studien.

In U. maydis fuhrt der Austausch einer Aminosaure, einem Leuduich ein Histidin
innerhalb von Sdh2 zur Erlangung einer Resistergemi@er Carboxin (Broomfield und
Hargreaves 1992), so dass die zugehdrige GenmwEnResistenzkassette fur die homologe
Genrekombination genutzt wird. Auch far ostreatus werden auf dieser Mutation basierende
Resistenzkassetten eingesetzt (Honda et al. 2@00)zukinftiges Ziel auf dem Weg zur
Entschlisselung der Pathogenitdt dbtalassezia-Hefen wird die Erarbeitung von
Transformationssystemen sein. Bislang blieben \&sufirU. maydis etablierte Protokolle
direkt auf M. furfur zu Ubertragen, ohne Erfolg (eigene Beobachtunde®s kann daran
liegen, dass sicM. furfur nicht ohne weiteres protoplastieren lasst, weilifteszkassetten
entweder nicht in den Organismus hinein gelangeanschliel3end nicht in der Lage ist, sich
Zu regenerieren, oder aber die tlirmaydis entwickelten Resistenzkassetten \Mnfurfur
nicht ins Genom integriert werden kénnen. Sinnwglre dementsprechend die Entwicklung
von Resistenzkassetten, die dem Genom Wén furfur entstammen. Diese kdnnten
beispielsweise durch Transfektion mittélgrobacterium tumefaciens in das Genom voiM.
furfur inseriert werden. Mf_Sdh2 koénnte also zur Entwiokjueiner Resistenzkassette

verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit einiger Wallrsinlichkeit das Gen fur das
Schlusselenzym der Tryptophan-abhangigen Pigmethtssa in M. furfur identifiziert
werden. Bei diesem Gen handelt es sich um mf_taledsen Ubersetzte Aminosauresequenz
eine starke Ahnlichkeit zu MGL_2601, dem hypotlaten Protein einer partiellen mRNA-
Sequenz audM. globosa, und UMO01804, der Tryptophanaminotransferase Tamud U.
maydis, aufweist. Tam1l ist das Schlisselenzym der Trypopabhangigen Pigmentsynthese
ausU. maydis (Zuther et al. 2008).

Mittlerweile haben Versuche zur Klonierung und Ubgression des Enzyms von mf_tam1
in E. coli begonnen, so dass der Nachweis, dassclhsbei dem Enzym tatsachlich um die
Tryptophanaminotransferase aus furfur handelt, demnachst erbracht sein wird. Auch soll
mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit erarbegietmolekularbiologischen Protokolle das
Vorhandensein von Transkripten des Gens in LasiatenPityriasis versicolor untersucht

werden. Der Nachweis solcher Transkripte ware saRgr Schritt fir die Entschlisselung der
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Pathogenese der Pityriasis versicolor. Auch korddge Nachweis des Zusammenhanges
zwischen der Tryptophan-abhéngigen Pigmentsyntheseé der Erkrankung Pityriasis
versicolor therapeutischen Nutzen mit sich bring8ollte sich erweisen, dass die hier
identifizierte Aminotransferase den initialen Stthrider Tryptophan-abhangigen
Pigmentsynthese katalysiert, und dass alle weitSdmitte spontan ablaufen, und lie3e sich
das zugehorige Transkript in Schuppen der Pitwiagrsicolor nachweisen, so ware es
denkbar, dass eine gezielte Hemmung dieser Amimgfgease zum Ausbleiben oder zur
Abschwachung der Krankheitssymptome der Pityriasigrsicolor fihren kdnnte.
Untersuchungen zur Auswirkungen solcher Hemmstaifedie Pigmentsynthese in Kulturen
von M. furfur haben bereits begonnen.

Weiterhin unklar ist jedoch, welches Mitglied deatGngMalassezia Ausldser der Pityriasis
versicolor ist. Wahrend in unseren Breiten vor rall®l. globosa aus den L&sionen der
Erkrankung isoliert wird (Crespo-Erchiga und Flaren 2006; Gaitanis et al. 2006;
Nakabayashi et al. 2000), spielt in den tropiscRegionen auciM. furfur eine grof3e Rolle
(Krisanty et al. 2008; Miranda et al. 2006; Duttaaké 2002). Bislang ist die Tryptophan-
abhangige Pigmentsynthese fir globosa nicht beschrieben, und es wurde angenommen,
dass M. globosa zur Pigmentbildung nicht in derd_agi. Die Beobachtung von Hyphen in
l&sionaler Haut wird als diagnostisches Kriteriuen Bityriasis versicolor herangezogen, und
auch Hyphenbildung konnie vitro bislang nicht inM. globosa induziert werden, wohl aber
in M. sympodialis (Faergemann und Bernander 198and M. furfur (AG Mayser,
unveroffentlichte Beobachtungen). Zurzeit laufertdgsuchungen zur genetischen Regulation
der Hyphenbildung i. furfur.

Insbesondere die Beobachtung, dass die im NCBEetégte partielle mRNA-Sequenz fir
MGL_2601 mdoglicherweise nicht der kompletten Sequees zu mf_taml1 homologen Gens
ausM. globosa entspricht, sondern dieses noch wesentlich mehtiéikeit zu dem Gen aus
M. furfur aufweist als urspriinglich angenommen, unterstraiid Theorie, dass audi.
globosa in der Lage sein konnte, Pigment zu bilden. Eimetsuchung des Enzyms aus
globosa sollte hieriber Aufschluss bringen kdnnen. AuRerdsollten die bisher zur
Induktion der Pigmentsynthese eingesetzten Bedgwurvariiert werden, dal. globosa
schon unter optimalen Bedingungen schwieriger Ztivi@ren ist alsM. furfur.

Sollte sich bestatigen, dabt globosa tatsachlich in der Lage ist, Pigment zu bildemrka
untersucht werden, inwieweit sich Untersuchungdmenigse zur Genetik vad. furfur auf M.

globosa Ubertragen lassen, und . furfur als Modellorganismus fuM. globosa dienen
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kann, daM. furfur wesentlich leichter zu kultivieren ist und sich s@tiedene Eigenschaften
wie Pigment- und Hyphenbildung verhaltnisméaRigachfinM. furfur induzieren lassen.

Die Tryptophan-abhéangige PigmentsyntheseMn furfur bietet ein durchaus plausibles
Erklarungsmodell fir die Pathogenese der Pityriasisicolor. Bislang sind erst von wenigen
Metaboliten biologische Eigenschaften bekannt, assdauch hier noch Forschungsbedarf
besteht. Die Identifikation des Schlisselenzymgttréinen wesentlichen Schritt zum
Verstandnis dieses Metabolismus bei, erklart jedocht, unter welchen Bedingungen dieser
Stoffwechselweg auf der Haut aktiviert wird. Die tersuchung der Verbreitung des
Stoffwechselweges unter démalassezia-Hefen, die Erarbeitung von in-vitro-Modellen der
Erkrankung, die Untersuchung weiterer, mit der &nkung assoziierter Eigenschaften der
Pilze, wie z.B. die Hyphenbildung, und auch dierBegung von Transformationssystemen
fur die Malassezia-Hefen zur gezielten homologen Genrekombinatiordesrrunerlasslich fur
das Verstandnis dieser weitverbreiteten, fur detre®@n oft belastenden und in tropischen
Regionen stigmatisierenden Erkrankung sein. FisediRrunkte konnte die vorliegende Arbeit
Grundlagen schaffen.

Zusammenfassend lassen sich die in der Probleorsgelfiormulierten Fragen wie folgt

beantworten:

1. Lassen sich mittels cDNA-Subtraktions-Verfahren wakrend der Pigmentsynthese
differentiell exprimierte Gene nachweisen?

Mittels cDNA-Subtraktions-Verfahren lie3en sichder 3h-Kultur 79 Sequenzen ermitteln,
die wahrend der Pigmentsynthese differentiell erjmit werden, und in der 5h Kultur 91

Sequenzen.

2.  Um was fur Gene handelt es sich und finden sich Hamogien zu Genen aus
Pigment-/ Tryptophan-/ Indolalkaloidstoffwechselwegn anderer Organismen?

Im translated vs. translated BLAST zeigten 69 deiS8quenzen und 73 der 5h-Sequenzen
signifikante Ahnlichkeiten zu bekannten Protein&ei den meisten waren hypothetische
Proteine ausVl. globosa die besten Treffer, gefolgt von Proteinen alismaydis. Drei
Sequenzen konnten anhand ihrer Ahnlichkeiten degpt@phanstoffwechsel zugeordnet
werden. In den Kapiteln 4.1.4 und 5.1 wird detaitliauf Ahnlichkeiten zu Sequenzen aus

Pigment-/ Tryptophan-/ Indolalkaloidstoffwechseleagingegangen.
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3. Gibt es Sequenzen, die in den Modellstoffwechselwegach Irlinger et. al.
eingeordnet werden kdnnen?

Die Sequenzen 302, 541, 542 und 518 lieRen sich,inviAbbildung 20 dargestellt, dem
Modellstoffwechsel nach Irlinger et al. zuordnerg&enz 302, spater in der vorliegenden
Arbeit als Mf_Tam1 bezeichnet, zeigte signifikadtenlichkeit zur Sequenz von Tam1 aus
U. maydis, dem Schlisselenzym der Tryptophan-abhangigen dhitgynthese in diesem
Organismus. Die Sequenzen 541 und 542 zeigten &tkditen zu einer Cytochrom b5-
ahnlichen Ham-/Steroid-bindenden Doméane und dieu&er 518 zu einer Pyruvat-

/Indolpyruvatdecarboxylase.

4. Lassen sich molekularbiologische Verfahren zur Expgssionsanalyse differentiell
exprimierter Sequenzen sowie Housekeeping-Gene ebaiten?

In der vorliegenden Arbeit wurde ein semiquantiedi PCR-Verfahren entwickelt, anhand
dessen die Expression einiger differentiell expen@r Sequenzen uberpruft wurde. Zuvor
wurde die wahrscheinliche Sequenz der Iron-Sulinh&t der Succinatdehydrogenase aus

M. furfur (mf_sdh?2) identifiziert. Dieses Gen wurde als H&esping-Gen verwendet.

5. Lassen sich Sequenzen identifizieren, die fiir eifgberpriifung in lasionaler Haut
bei PV geeignet sind (stabile Expression Uber eindangen Zeitraum)?

Sequenz 302 (mf_taml) erwies sich zu allen UbeigmuZeitpunkten als differentiell
exprimiert, auch noch nach 2 Wochen. Da diese Seqim tblastx Ahnlichkeit zu dem
Schlusselenzym der Tryptophan-abhangigen Pigmethisya vorlJ. maydis zeigt, erscheint
die Uberprufung der Expression dieses Gens in hasicder Pityriasis versicolor als am

ehesten erfolgversprechend.

6. Lassen sich bei einer interessanten Sequenz und @mn Housekeeping-Gen
genomische Sequenz und Open Reading Frame identiGeen?

Mittels inverser PCR konnten die genomischen Serprernvon mf taml und mf_sdh2
identifiziert werden. Durch Sequenzierung von inNZD umgeschriebene mRNA konnte

darUberhinaus der Open Reading Frame beider Geng#fidiert werden.
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7. Lassen sich gleichzeitig Grundlagen fur weiterfiuhrade Untersuchungen wie die
Erarbeitung eines Transformationssystems zur homolgen Genrekombination fir die
MalasseziaHefen erarbeiten?

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene kdbrbiologische Verfahren erarbeitet,
die auch der Erarbeitung eines Transformationssystéir M. furfur dienen kodnnen.
Insbesondere die Identifikation von mf_sdh2 soliter nutzbringend sein. Der Austausch
einer Aminoséure in der Iron-Sulfur-Einheit der 8natdehydrogenase vdan maydis fuhrt
zur Resistenz gegenuber Carboxin, das entsprecheadipulierte Gen wird als
Resistenzkassette fir die homologe Genrekombinatids. maydis genutzt. Die Kenntnis
des urspringlichen Gens ads furfur kann Grundlage fur die Erarbeitung einer speifsc

Resistenzkassette fiit. furfur sein.

8. Wie lassen sich die hier gewonnenen Ergebnisse inedEntschlisselung der
Pathogenese der Pityriasis versicolor integrieren?

In der vorliegenden Arbeit konnte mit einiger Wathmsinlichkeit die genomische Sequenz
fur das Schlisselenzym der Tryptophan-abhangigegméhtsynthese vorM. furfur
identifiziert werden (Mf_Tam1). Diese zeigt einarke Ahnlichkeit zu einem hypothetischen
Protein ausM. globosa (MGL_2601) und zu UMO01804, dem Schlisselenzym der
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese dusnaydis. Eine Uberpriifung der im NCBI
hinterlegten genomischen Sequenz Wnglobosa zeigt, dass die Ahnlichkeiten zwischen
den hypothetischen Proteinen adsfurfur und M. globosa méglicherweise noch gréfer sind
als initial angenommen. DarlUberhinaus zeigt dashoigge Genaus M. furfur eine sehr
stabile Expression.

Malassezia globosa gilt in unseren Breiten als Erreger der Pityriagéssicolor. Sollte sich
erweisen, dasMl. globosa zur Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese befédtigsollten
sich Transkripte des Schlisselgens in LasionenPdgriasis versicolor nachweisen lassen,
und sollte eine Hemmung des Enzyms Mf_Taml1 in vivoBesserung der Symptomatik der
Pityriasis versicolor fuhren, ware die kausale Bbang zwischen Tryptophan-abhangiger
Pigmentsynthese und der Erkrankung erwiesen, uadPdthogenese einer zwar harmlosen

aber stigmatisierenden Erkrankung ware aufgeklart.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die Pityriasis versicolor (PV) gilt als eine derufigsten erregerbedingten Dermatosen
weltweit. Sie geht mit einem weiten Spektrum veisgéner Charakteristika einher, wie dem
Auftreten von hyperpigmentierten aber auch depigregen Lasionen, einer relativen
Unempfindlichkeit der Depigmentierungen gegenub¥®kLitht, Fluoreszenz der L&sionen
im Woodlicht (311nm) und einem in Relation zur Rt nur gering ausgepragtem
entziindlichem Infiltrat. Bislang ist die Pathogemdsr Erkrankung nicht geklart.

Als Ausloser der Erkrankung gelten Hefen der Gajtivhelassezia, in den gemaligten
Breiten vor allemM. globosa, wahrend in tropischen Regionen ahfurfur eine starkere
Rolle spielt. Mayser und Mitarbeiter entdeckten eein Tryptophan-abhangigen
Pigmentstoffwechsel inMl. furfur, dessen Metabolite Eigenschaften aufweisen, dre de
Symptomen der PV entsprechen. Diese Pigmente kofrgéang jedoch nicht aus Lasionen
der PV isoliert werden. Auch konnte die Pigmentlnlg bislang nicht itM. globosa induziert
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden molekularbiolaiis Werkzeuge etabliert, um die
genetische Regulation des Tryptophan-abhangigemdritstoffwechsels voM. furfur zu
untersuchen. Mit einer wahrscheinlichen Iron-Sulimheit einer Succinatdehydrogenase
wurde ein Housekeeping-Gen (mf_sdh2Mnfurfur identifiziert, das in Expressionsanalysen
mit der Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese asder Gene genutzt werden konnte.
Darlber hinaus bildet die Kenntnis seiner genoneisclSequenz die Grundlage fur die
Entwicklung einer ersten spezifischen Resistenatessauf dem Weg zur Erarbeitung eines
Systems zur homologen GenrekombinationMiifurfur.

Darlberhinaus konnten in der vorliegenden Arbedt génomische Sequenz und der Open
Reading Frame des wahrscheinlichen Schlisselenzgles Tryptophan-abhangigen
Pigmentsynthese voMl. furfur identifiziert werden (Mf_Taml). Das Gen zeigt estabile
Expression in Tryptophan-Kulturen tber einen Zeitnavon 2 Wochen, wahrend es in
Arginin-Kulturen nur schwach exprimiert wird. Dien iAminosauresequenz Ubersetzte
Sequenz zeigte eine starke Ahnlichkeit zu UMO018&@&m Schlusselenzym der Tryptophan-
abhangigen Pigmentsynthese dlismaydis und zu einem hypothetischen Protein &is
globosa (MGL_2601). Eine weitergehende Uberpriifung derogeischen Sequenz vaw.
globosa zeigt, dass dieser moglicherweise ein Protein feswelches Mf Taml noch

weitaus ahnlicher ist, als das als hypothetischetel hinterlegte Fragment MGL_2601, und
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dass uberpruft werden muss, b globosa nicht doch zur Pigmentsynthese in der Lage ist,
aber die erforderlichen Bedingungen bislang nigitigden werden konnten.

Die Kenntnis der Gensequenz des wahrscheinlichami&®elenzyms der Tryptophan-
abhangigen Pigmentsynthese tragt wesentlich zurstdfeainis dieses Stoffwechselweges und
zur Entschlisselung der Pathogenese der PV bei. Naehweis des Zusammenhanges
zwischen der Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthewse der Erkrankung PV konnte
zudem therapeutischen Nutzen mit sich bringen.t&aich erweisen, dadd. globosa zur
Tryptophan-abhangigen Pigmentsynthese befahigt ssillten sich Transkripte des
Schlisselgens in Lasionen der PV versicolor nacemelassen, und sollte eine Hemmung
des Enzyms Mf Taml in vivo zur Besserung der Symptk der PV flhren, wére die
kausale Beziehung zwischen Tryptophan-abhangiggméntsynthese und der Erkrankung
erwiesen, und die Pathogenese einer zwar harmaisanstigmatisierenden Erkrankung ware

aufgeklart.
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7. SUMMARY

Pityriasis versicolor (PV) is one of the most fregu skin diseases worldwide. It is
characterized by the appearance of hyper- and ohepitpd lesions, a reduced responsiveness
to ultraviolet radiation, fluorescence of the lesaunder Wood-light (311nm) and a lack of
inflammatory reaction despite high fungal load. Tgehogenic mechanism responsible for
these symptoms is not known yet.

Yeasts of the genudalassezia are the causative agents of the disease. In tetepelimate

M. globosa is discussed as main agent of PV, wiMefurfur is more frequently found on
lesional skin in tropical regions. A recently délsed tryptophan-dependent pigment
metabolism ofM. furfur might play a role in pathogenesis of PV, as certampounds
possess biological activities providing an explamafor different symptoms of the disease.
So far pigments could not be isolated from lesiaiah. Furthermore, pigment production
could not yet be induced M. globosa.

In the present dissertation molecular tools wereelbped to analyze the genetics of the
tryptophan-dependent pigment metabolismMf furfur. A putative iron-sulfur-unit of a
succinate dehydrogenase bf. furfur (mf_sdh2) was identified, which was used as a
housekeeping gene in expression analysis of thegngassociated genes. In future this gene
may be needed to develop a first carboxin resistarassette specific favl. furfur for
homologous genetic recombination.

Furthermore genetic sequence and open reading f@imthe putative key enzyme of
tryptophan-dependent pigment productiorioffurfur (Mf_Tam1) were identified. This gene
shows stable expression in tryptophan cultures 8weeeks. In arginine culture the gene is
scarcely expressed. When translated in proteineseg) a strong similarity was found to
UMO01804, the key enzyme of tryptophan-dependennpig production o). maydis, and to
MGL_2601, a hypothetical protein ®. globosa. Analysis of the genomic sequence\of
globosa showed, thaiM. globosa may posses a gene far more similar to Mf_Tam1l than
hypothetical protein MGL_2601, which bases on atipamRNA sequence. Hence the
question arises, wheth&f. globosa might be capable of pigment synthesis, if the ctive
requirements are met.

Identification of the genetic sequence of the kayyene of tryptophan-dependent pigment
synthesis is of fundamental significance for untrding the metabolic pathway and for

elucidation of the pathogenesis of PV. The existent a causal relationship between
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tryptophan-dependent pigment production and theagdis might promote the development of
new therapy options for PV.

Future work is needed to prove such a relationship:
If pigment production could be inducedb globosa, if RNA-transcripts of the key enzyme
were isolated from lesions of PV and if an inhidmtiof the enzyme Tamih vivo led to a

regression of PV symptoms, the pathogenesis oftahgmamless but stigmatizing disease
would be proven.
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