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Die Entdeckung der RNA-Interferenz hat wesentlich zur Funktionsanalyse
von Zielgenen beigetragen. Bei diesem Prozess wird die transkriptionelle
Expression herabreguliert und fiihrt so zum Funktionsausfall des Gens.
Am Beispiel des Hyphenpilzes Acremonium chrysogenum stellen wir ein
Fluoreszenzprotein-basiertes System zum Nachweis von Knock-down-

Stammen vor.

We present a novel and efficient fungal RNA silencing system using the
autofluorescent DsRed protein as a reporter.

B Bereits im Jahr 1992 beobachteten Giu-
seppe Macino und seine Mitarbeiter!!l bei
Hyphenpilzen ein Phdnomen, das sie als
»,Quelling“ bezeichneten. Dieser Begriff aus
dem Englischen bedeutet wortlich iibersetzt
Letwas unterdriicken“ und ist heute besser
unter den Stichworten ,RNA-Interferenz*
(RNAI) oder ,RNA-Silencing® bekannt. Maci-
no und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die
zusatzliche, ektopische Integration eines Gens
die eigene Expression sowie die von endoge-
nen, homologen Genen unterdriickt. Auf-
grund von Carotinoiden besitzen Wildtyp-
Stamme von Neurospora crassa orange gefarb-
te Myzelien. Werden jedoch zusidtzliche
Kopien von Carotinoid-Biosynthesegenen in
das Genom integriert, so entstehen wider
Erwarten farblose Staimme, die als Albino-
Mutanten bezeichnet wurden!!l. Inzwischen
ist bekannt, dass es sich bei dem ,Quelling”
um einen RNA-vermittelten Mechanismus zur
Herabregulation der Genexpression (Knock-
down) handelt. Kleine, doppelstrangige RNA-
Molekiile (beispielsweise siRNAs) induzieren
hierbei den spezifischen Abbau der Messen-
ger-RNA (mRNA). Dieser Vorgang dhnelt
damit der RNA-Interferenz bei Tieren oder
der Kosuppression bei Pflanzen. Die Analyse
von N.-crassa-Mutanten hat wesentlich zur
Identifizierung von Komponenten des Quel-
ling-Mechanismus beigetragen!?l. Wir wissen
heute zum Beispiel, dass Dicer- und Argo-

naut-Proteine sowie RNA-abhdngige RNA-
Polymerasen (RdRP) Grundkomponenten des
Quelling-Systems darstellen. Damit ist auch
molekular nachgewiesen, dass Pilze Protei-
ne, die den Komponenten der RNAi-Systeme
bei tierischen und pflanzlichen Systemen
ahnlich sind, zum Abbau von mRNAs nut-
zenl3l,

Effektive RNAi-Systeme in Hyphen-
pilzen

Fiir verschiedene Hyphenpilze konnte bereits
gezeigt werden, dass RNAi-Systeme zur Funk-
tionsanalyse von Genen genutzt werden kon-
nenll. In den meisten Féllen wird das Gen-
Silencing durch Transformation mit Vekto-
ren erreicht, die invers angeordnete repetiti-
ve Sequenzen des Zielgens tragen. Nach
Transkription wird eine RNA gebildet, die
sich aufgrund der Sequenzwiederholungen
zu einer doppelstrangigen RNA (dsRNA) fal-
ten kann. Diese dsRNA stellt wiederum ein
Signal fiir den gezielten intrazelluldren Abbau
der mRNA des Zielgens dar. Dieser Prozess
wird als RNA-Silencing bezeichnet. Naka-
yashiki und Mitarbeiter!* entwickelten effek-
tive Vektor-Systeme, um gezielt dsRNA der
Ziel-mRNA zu erhalten. Einer dieser Vekto-
ren, pSilent-1, tragt beispielsweise ein Intron,
das beide Sequenzen des Zielgens trennt.
Nach Transkription des Zielgens wird auf-
grund der Intronsequenz die Bildung der

dsRNA durch Ausbildung einer Haarnadel-
struktur gefordert!*l. In den pilzlichen Rezi-
pientenstammen beobachtet man jedoch, dass
der Silencing-Effekt in einzelnen Transfor-
manten sehr unterschiedlich stark ausgepragt
wird. Genfunktionsanalysen miissen deshalb
mit ausgewdhlten Stimmen erfolgen. Wir
haben ein neues DsRed-basiertes System ent-
wickelt, um Knock-down-Transformanten ein-
fach durch Farbveranderungen auf Festme-
dien zu detektieren!®l,

DsRed-vermitteltes RNAi -System

Das DsRed-Gen codiert fiir ein autofluores-
zierendes Protein, das Absorptions- und Emis-
sionspektren von 558 und 583 nm aufweist!°].
Das Gen wurde im Jahr 1999 aus der Koralle
Discosoma spec. isoliert und codiert fiir ein
Protein von 225 Aminosduren. In der Zelle
bildet das DsRed-Protein ein Homotetramer,
dessen Assemblierung relativ langsam nach
Synthese des Proteins erfolgt. Allerdings
weist das Tetramer eine hohe intrazelluldre
Stabilitdt auf und kann in pilzlichen Zellen
auch nach mehrtéagiger Lagerung der Stimme
qualitativ und quantitativ nachgewiesen wer-
den. Schon geringe Mengen des Proteins kon-
nen in Gesamtproteinextrakten einfach durch
Verwendung empfindlicher spektrofluoro-
metrischer Messungen bestimmt werden. Die
Synthese des DsRed-Proteins kann in dem
von uns gewahlten Experimentalsystem Acre-
monium chrysogenum einfach auf Festmedien
beobachtet werden!®. Bei diesem biotechno-
logisch relevanten Hyphenpilz handelt es sich
um den Hauptproduzenten des B-Laktam-
Antibiotikums Cephalosporin C. Stamme, die
eine rote Farbung des Myzels aufgrund der
DsRed-Synthese aufweisen, sind als Rezi-
pienten fiir die Transformation mit RNAi-Vek-
toren geeignet.

Wir haben deshalb einen DsRed-RNAi-Vek-
tor Konstruiert, bei dem zwei Genfragmente
des DsRed-Gens in den oben beschrieben Vek-
tor pSilent-1 in Nachbarschaft zu einer Intron-
Sequenz eingebaut wurden. Ein Typ dieses
Vektors stellt pREDi dar, der in Abbildung 1
dargestellt ist. Die Transformation von pREDi
in den roten Rezipienten-Stamm von A. chry-
sogenum fiihrt zu Transformanten, bei denen
ein Silencing des DsRed-Gens erfolgt. Korre-
lierend zur Stirke des Silencing-Effekts kon-
nen rote, rosafarbene oder farblose Stimme
isoliert werden (Abb. 2). In einem derartigen
Experiment zeigen bis zu 70 % der erzielten
Transformanten phdnotypisch ein Silencing
des DsRed-Gens. Dies ldsst sich auch auf Ebe-
ne der Transkription und der Protein-Bio-
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<« Abb. 1: Strategie
zur Konstruktion effi-
zienter RNAi-Vektoren
flr die Transformation
von Hyphenpilzen. IT:
Intron; PFungi: pilzlicher
Promotor; R: Schnitt-
stellen flir Restrik-
tionsenzyme; TFungi:
pilzlicher Terminator.

» Abb. 2: Acremo-
nium chrysogenum. A,
Transformanten auf
Festmedium und B,
deren Kulturiiberstan-
de im Hemmbhoftest.

farblos, sondern wei-
sen eine geringere

oder fehlende anti-
biotische Aktivitat
auf, welche das
Wachstum von Bak-
terien hemmt. Dies
lasst sich, wie in
Abbildung 2 ge-
zeigt, einfach durch
Hemmbhoftests de-
monstrieren. Zum
Vergleich werden die

synthese nachweisen!®l. Dieser Experimen-
talansatz verdeutlicht, dass das DsRed-Gen
als Reporter genutzt werden kann, um Trans-
formanten zu selektionieren, die einen Silen-
cing-Effekt aufweisen.

Regulation der Expression von
endogenen und heterologen Genen

In dem Vektor pREDi kénnen DsRed-Se-
quenzen mit Zielgenen fusioniert werden
(Abb. 1). Dies eroffnet die Moglichkeit, Trans-
kripte von zwei Genen gleichzeitig herab-
zuregulieren. Wir haben das beispielhaft
mit Genen der Cephalosporin C-Biosynthese
durchgefiihrt. So wurden Fragmente des
pcbC-Gens, der fiir die Isopenicillin N-Syn-
thetase codiert, mit den DsRed-Fragmenten
fusioniert. Ein derartiger Vektor ist in Abbil-
dung 1 durch die Bezeichnung ,pZielgen®
gekennzeichnet. Analysen von entsprechen-
den Rezipienten haben verdeutlicht, dass ein
Knock-down des DsRed-Gens in 87,5 % der
Transformanten mit einer gleichzeitigen He-
rabregulation der pcbC-Expression korreliert
ist. Derartige Transformanten sind nicht nur
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pilzlichen Transfor-
manten auf Festmedium vorgestellt, um noch
einmal den Silencing-Effekt der DsRed-
Expression zu dokumentieren.

Mit dem hier dargestellten RNAi-System
fiir Hyphenpilze ist eine schnelle und einfa-
che Analyse der Genfunktion moglich. Die
leichte visuelle Identifizierung von Transfor-
manten mit einem Silencing-Effekt ermog-
licht auch die Hochdurchsatzanalyse der Gen-
funktion durch Verwendung von komplexen
Genbibliotheken. Dieser Ansatz wird in
Zukunft eine steigende Bedeutung erlangen,
da die wachsende Anzahl sequenzierter pilz-
licher Genome postgenomische Funktions-
analysen lohnenswert macht.
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