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Zusammenfassung

Mitglieder der Familie der ,basic-region helix-lotyelix“- (bHLH-) Proteine stellen eine
interessante Klasse eukaryontischer Transkriptaktefen dar. Sie sind oftmals in
Schlusselpositionen komplexer regulatorischer Esklungsprozesse zu finden.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Charakterigigr eines neuen bHLH-Protein-
kodierenden Gens iAspergillus nidulansAufgrund seiner Eigenschaften wurde esd&gR
(,developmental regulator®) bezeichnet. Eine DeletdesdevRGens ergab, dass es fur das
vegetative Wachstum des Organismus nicht bendtigi. vBeim Wachstum auf AMM-
Agarplatten jedoch war der Deletionsstamm nichden Lage, Konidien zu produzieren. Die
Initiation der Konidiophorenentwicklung verlief moal und auch Metulae und Phialiden
wurden gebildet. Jedoch war die Anzahl der geleideSterigmata im Vergleich zum
Wildtypstamm reduziert. Die Phialiden waren aberhhiin der Lage, Konidien zu bilden.
Stattdessen wuchsen die Phialiden filamentds weited bildeten einen sekundaren
Konidiophoren aus, der aber ebenfalls keine Konid@ldete. Der hier beschriebene
Phanotyp deadevRStammes liel sich jedoch durch den Zusatz voMO&| zum Medium
fast vollstandig supprimieren.

Der AdevRPhanotyp zeigte groRe Ahnlichkeiten zu demjenigesultierend aus einer
Mutation destcsAGens, welches fir ein Zweikomponentensystem kodieis sowohl tber
eine Histidin-Kinase-Domane als auch Uber eine BespRegulator-Domane verflugt. Der
im Rahmen dieser Arbeit generierte Stamm, der nal@mnDeletion dedcsAGens eine
DevR-EGFP-Proteinfusion besitzt, zeigte eine deldli Lokalisation der Proteinfusion im
Cytoplasma, wohingegen die Proteinfusion im Wildaysschlie3lich im Zellkern lokalisiert
war. Dieses Ergebnis belegte, dass TcsA fiur dideank Lokalisation von DevR notwendig
ist.

Gelretardations-Experimente ergaben, dass der Af@#plex, in vitro in der Lage ist, an
die beiden CCAAT-Boxen in der Promotorregion aevRGens zu binden. Es ist somit
denkbar, dass es sich bei diesem Transkriptiormfaltn einen weiteren, potentiellen

Regulator degdevRGens handelt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass esbsicldlevR um ein bHLH-Protein
kodierendes Gen handelt, welches unter Standamijpetjen in den asexuellen
Entwicklungsprozess involviert ist und gleichzeitigals ein Bestandteil der

TcsA-Signaltransduktionskaskade anzusehen ist.



Heterotrimere CCAAT-Bindekomplexe sind in eukaryschien Organismen konserviert und
an der Regulation vieler Gene beteiligt. Eine hislegeldste Fragestellung betraf die Frage
nach dem Mechanismus des nuklearen Imports diesaplexes.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte am Beispiel des déspondierenden AnCF-Komplexes aus
A. nidulansder Transport in den Zellkern aufgeklart werdear BnCF-Komplex besteht aus
den drei Untereinheiten HapB, HapC und HapE. Altei dJntereinheiten sind fur die
Bindung von AnCF an die DNA notwendig. Untersuchemgergaben, dass nur HapB Uber
eine NLS (,nuclear localization sequence®) verflldiese befindet sich jedoch aul3erhalb des
konservierten Bereiches. Weiterhin konnte gezeigtrden, dass die HapB-EGFP-
Proteinfusion in einemAhapC/ AhapEStamm im Zellkern lokalisiert ist, d. h., dass die
HapB-Untereinheit unabhéngig von den anderen beidetereinheiten in den Zellkern
gelangen kann. Im Gegensatz dazu ist es den Hdm¥+, HapE-EGFP-Fusionen nicht
moglich, in Abwesenheit von lediglich einer weiteré&ntereinheit, in den Zellkern zu
gelangen. Die Fusion der NLS von HapB an HapC, b#apE fiuhrte zu einer
Kernlokalisation der jeweiligen Fusionsproteinee®izeigte, dass sowohl HapC als auch
HapE keine funktionale NLS besitzen. Weiterhin id@ssh aus den Daten schliel3en, dass die
beiden Komponenten als initialen Schritt der AnCénriplexbildung ein Heterodimer
ausbilden missen und nur als Dimer mit Hilfe vonpBlaiber einen sogenannten
,piggy back“- Mechanismus in den Zellkern gelangénnen.

Die Tatsache, dass sich bei HapB die NLS auf3eriedbkonservierten Bereiches befindet,
war der Anlass zu umfassenden Ahnlichkeitsverglgiclawischen den HapB-Sequenzen
unterschiedlicher Organismen. Als Gemeinsamkel} ch festhalten, dass bis auf eine
Ausnahme alle untersuchten Organismen die bezldécliHapB-Sequenz aés nidulansals
NLS1 bezeichnete Kernlokalisationssequenz besit2@se ist jedoch iA. nidulansnicht
funktional. Lediglich die Mitglieder der Gattundspergillus besitzen die als NLS2
bezeichnete Kernlokalisationssequenz, die fur demtansport verwendet wird. Dies wurde
durch diverse Experimente bestatigt. So sind dipBdldomologen Hap2p aus. cerevisiae
bzw. NF-YA aus dem Menschen nicht in der Lage,Ainnidulansin den Zellkern zu
gelangen. Eine Fusion des jeweiligen Proteins mit NLS von HapB fuhrte zu einer

Kernlokalisation der FusionsproteineAnnidulans

(Schlagworte: Aspergillus nidulans; DevR; AnCF-Komplex, Transkriptionsfaktoren)



Abstract

Members of the family of ,basic-region helix-loopix“ (bHLH) proteins represent
important eukaryotic transcription factors. Theyeaf play a major role in the regulatory
network of complex developmental processes.

Here, a new bHLH protein-encoding gene was chatiaetk It was the third bHLH protein,
that was identified in the filamentous ascomycétspergillus nidulans Due to its
characteristics it was designated DevR for “develeptal regulator”. Deletion oflevR
revealed that the gene is nonessential for vegetgtiowth. However, on AMM agar plates
the deletion mutant was not able to form conidiam@Pared with a wild-type strain, the
deletion mutant showed reduced radial growth. le timutant strain conidiophore
development was initiated normally and coloniesdpo®d metulae and phialides. However,
the phialides were not able to form conidia. Indtgley continued to grow and produced a
second conidiophore with a vesicle at its end. @tidition of KCI (0.6 M) to the medium
suppressed the knock-out phenotype.

The AdevRphenotype was similar to the phenotype of a mutanting a mutation in thiesA
gene. TcsA encoded an element of a “two-compongstes)” which contains both a histidine
kinase domain and a response regulator domain., ldécsA deletion mutant was generated.
In this AtcsAstrain, a DevR-EGFP protein fusion was detectethéncytoplasm whereas in
the wild type the protein fusion was exclusivelgdted in the nuclei, indicating that TcsA is
required for nuclear localization of DevR.

EMSA studies showed, that vitro the AnCF-complex is able to bind to the two CCAAT-
boxes, which are located in the promoter regiod@®iR Thus, it is conceivable that this
transcription factor represents another regulatoleoR

Taken togetherdevR encodes a bHLH protein which is required for depaient under
standard growth conditions. Moreover, DevR is thegét of thetcsA signal transduction

cascade.



Heterotrimeric CCAAT binding complexes are evolodoy conserved in eukaryotic
organisms. They are involved in the regulation aingn genes. An unresolved question
concerns the mechanism of nuclear localizatiomigf¢complex.

In A. nidulansthe AnCF complex consists of three subunits desegh HapB, HapC and
HapE. All three subunits are necessary for DNA inigd Analyses showed that only the
HapB subunit possessed an NLS (“nulear localizamouence”) which is located outside of
the evolutionary conserved domain. Furthermoreag shown that in AhapQ AhapEstrain

a HapB-EGFP protein fusion was located in the nugciadicating that the HapB protein is
able to enter the nucleus independently of therotlap subunits. In contrast, HapC-EGFP
did not enter the nucleus in the absence of HapBapE. A similar observation was made
for HapE-EGFP, which did not localize to the nusl@uabsence or HapB or HapC. Addition
of the HapB-NLS to both HapC and HapE led to nudeealization of the respective protein
fusions, indicating that both HapC and HapE ladlrectional NLS. Furthermore, these data
suggest that HapC and HapE have first to form aerbdimer and can be transported only as a
heterodimer via the HapB protein into the nuclelisis transport mechanism was called
“piggy back” mechanism.

Since the NLS of HapB is located outside of thel@wmnary conserved region of the protein,
computer analyses were performed. It turned outaimaost all HapB homologs contained the
putative NLS1 which is not functional . nidulans Only species of the genéspergillus
possessed NLS2 which is used for the transport ih& nucleus. Several experiments
confirmed these data. So, it was not possible tier HapB homologs frons. cerevisiae,
Hap2p, respectively NF-YA from humans to enter theleus inA. nidulans However,
addition of the HapB-NLS to the proteins led to leac localization of these protein fusions.
The question, whyspergilli use another NLS for transport of the CCAAT-bindsamplex
into the nucleus will be the main focus of furtleeperiments.

(Keywords: Aspergillus nidulans;, DevR; AnCF complex,transcription factors)



Abklrzungen und Kurzzeichen

A. Aspergillus

Abb. Abbildung

AMM AspergillusMinimalmedium

Amp Ampicillin

AnBHI Aspergillus nidulandHLH Protein |
AnCF Aspergillus nidulan€CAAT bindender Faktor
bHLH-Protein basische-Region Helix-Loop-Helix-Piiate
bp Basenpaar (e)

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

B-Gal B-Galaktosidase

ca. circa

C-Quelle Kohlenstoffquelle

°C Grad Celsius

A Deletion

DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol

d. h. das heifl3t

DAG Diacylglycerin

DevR .Developmental Regulator®

DNA Desoxyribonukleinsédure

dNTP’s Desoxynukleotide

DTT Dithiothreitol

dUuTP Desoxyuridintriphosphat

E. Escherichia

ECL “Enhanced Chemiluminescence”
EMSA “Electrophoretic Mobility Shift Assay”
et al. et alteri (und andere)

Fa. Firma

g Gramm

GFP grines Fluoreszenz-Protein

h Stunde (n)



kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

I Liter

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

M molar

min Minute (n)

N. Neurospora

N-Quelle Stickstoffquelle

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR .Polymerase Chain Reaction“ (Polymerase-Ketktion)
pl isoelektrischer Punkt

poly [d(I-C)] Polymer aus Inosin- und Cytosintrigphaten
RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

S. siehe

S. Saccharomyces

SDS Natriumdodecylsulfat

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
UV-Licht ultraviolettes Licht

Vol. Volumen

viv Volumen pro Volumen

val. vergleiche

wiv Masse pro Volumen

wit Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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Einleitung 1

A. Einleitung

1. Emericella (Aspergillus) nidulans

Emericella (Aspergillu3 nidulans ist innerhalb der Gruppe der Pilze den Ascomyceten
(Schlauchpilzezugeordnet. Ebenfalls zu dieser Gruppe gehoéremn anteremNeurospora
crassa, Saccharomyces cerevisiamd Schizosaccharomyces pombdéufgrund der
Morphologie der Hauptfruchtformen ergeben sich ereit Untergliederungen. So st
A. nidulansin der Familie der Plectomyceten (Kleistothezié&zg)i eingruppiert. Weitere
Unterteilungen beruhen auf der charakteristiscrmmFdes Konidiophors, dem Aspergillum,
welcher sich fur die Namensgebung der Gattung weatlich zeichnet. Hierbei handelt es
sich um eine unseptierte Tragerzelle, welche ameBadjelartig erweitert ist und der die
Metulae und Phialiden aufsitzen. Die Phialiden wredh bilden kettenartig angeordnete
Konidien aus (Adamset al, 1998). Der GattungsnameAspergillus, der sich vom
lateinischen  Begriff Aspergillum ableitet und miterd deutschen Bezeichnung
~Weihwasserwedel* beschrieben werden kamarde 1729 vom Florentiner Priester Micheli
eingefuhrt (Abb. 1 A) (Mdller und Loeffler, 1992per Artname pidulans, was Ubersetzt
mit ,der Nistende“ bezeichnet werden kann, wiederleniet sich von der sexuellen
Vermehrungsform, den Kleistothezien, des Pilzes dd, diese Fruchtkdrper in einer
nestartigen Struktur, den sogenannten ,Hille-Z&lg@ngebettet sind (Abb. 1 B) (Mdller und
Loeffler, 1992). Die sexuelle Vermehrungsform wald Emericella nidulandezeichnet, was
aufgrund der Nomenklaturbestimmungen die wisseriiciiakorrekte Bezeichnung ware
(Samson, 1994). Da sich dieser Name aber bishbt hat durchsetzen kénnen, wird auch in

dieser Arbeit weiterhin der traditionelle Naspergillus nidulanserwendet.

Abb. 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen @ies Konidiophoren (A), bzw. eines

Kleistotheziums (B) vonA. nidulans (entnommen aus Kruget al.,1997).
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Einige AspergillusSpezies besitzen eine grofRe industrielle Bedeutdagsie in der Lage
sind, kommerziell bedeutende Substanzen wie Zitrs@were, Gluconsaure, Amylasen,
Pektinasen, sowie diverse Sekundarmetabolite, wamicllin, Sterigmatocystin, oder
Aflatoxin zu produzieren (Smith und Pateman, 19T0@sweiteren eignen sich Mitglieder
dieser Gattung sehr gut fur die Produktion rekombiar Proteine, da sie Uber effektive
Exkretionssysteme verfiigen, welche bei traditi@rellFermentationen benutzt werden
konnen (Kinghorn und Unkles, 1994).

Als Modellorganismus fir die biologische Grundlafpeschung wurdeA. nidulansin den
40er Jahren von Pontecorvo etabliert (Pontecetval., 1953). Der Pilz ist auf kinstlichen
Nahrmedien leicht zu kultivieren und wéachst ausgdheon einer einzelnen Spore innerhalb
von 48 Stunden zu einer ausdifferenzierten Koldmeean. Die gebildeten Konidien des
vegetativen Zyklus sind einzellig, einkernig undplogd. Sie eignen sich deshalb
hervorragend fur Mutationsexperimente, da potdetigffekte oftmals direkt bei den aus den

Konidien auswachsenden Kolonien sichtbar sind.

Das Genom vorA. nidulansbesteht aus acht Chromosomen mit einer Gesamtgrofie
ca. 31 Mb (Bos und Swart, 1995), welches nur weegtitive DNA aufweist (2 — 3 % des
Genoms) (Timberlake, 1978). Von grofRer Bedeuturigaisch die Tatsache, dass das
Gesamtgenom mittlerweile vollstandig sequenziertrdsuund unter der Web-Adresse
(http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/asperglindex.htm) fur die Allgemeinheit

zuganglich ist.

Ein weiterer Vorteil bietet das Vorhandensein vdfeldiven Transformationssystemen
(Ballance et al, 1983). Die Transformation erfolgt dabei durclabge Integration der
Fremd-DNA in das chromosomale Genom des PilzesADaidulanstber ein effizientes
System fur homologe Rekombinationen verfugt, istngglich, gezielt Gendeletionen zu

erzeugen (Milleet al, 1985).

Die Tatsache, dasA. nidulansauch einen sexuellen Vermehrungszyklus durchlakésm,
ermoglicht das Kreuzen zweier haploider Stamme. @tbwer Organismus homothallisch ist,
lassen sich auch Stamme unterschiedlichen Genaotyfesnander kreuzen. Dies hat zur
Folge, dass genetische Marker zwischen den bé&itimmen ausgetauscht werden kénnen
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(Pontecorveet al., 1953). Erleichtert wird dieses durch das Vorhasdeneiner grof3en Zahl

von Mutanten-Stammen mit zum Teil unterschiedlicBeorenfarben und Auxotrophien.

In Abb. 2 sind der asexuelle und der sexuelle Es¥lwngszyklus vorA. nidulansin einer

kleinen Ubersicht schematisch dargestellt.

Konidiophor i
asexuell \

o ™
Hyphe > =l <
T

N

~

® : Konidien

{

sexuell

3

<=

/ Ascospore

Ascus

Kleisthothecium

Hulle-Zelle

Abb. 2: Schematische Darstellung der bel. nidulans vorkommenden Entwicklungszyklen (entnommen

aus Krigeret al.,1997).

2. Der vegetative Vermehrungszyklus vor. nidulans

Der vegetative Vermehrungszyklus, bzw. die asegusporulation ist ein weit verbreiteter
Reproduktionsvorgang innerhalb der Gruppe der Pilxie Sporen, welche bei hdheren
Pilzen als Konidien bezeichnet werden, reprasemierunbewegliche, asexuelle
Vermehrungsformen und werden von spezialisiertdleZgebildet (Adamet al, 1998). Der
Prozess der Konidienbildung beinhaltet mehrereeailgine Entwicklungsschritte, wie die
zeitliche und raumliche Regulation der Genexpressiie Spezialisierung diverser Zellen,
sowie die interzellulare Kommunikation (Adaeisal, 1998). Die genetischen Mechanismen,
welche sich fir den Vorgang der Sporulation veramtich zeigen, wurden bei den beiden
AscomyceterNeurospora crassandAspergillus nidulansletailliert untersucht (Clutterbuck,
1969; Busbyet al.,1996; Ebbole, 1996; Adanes al, 1998).
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Der asexuelle Reproduktionszyklus lasst sich Beinidulansin drei Hauptkomplexe
unterteilen, namlich die Wachstumsphase, die hotaphase des zentralen
Entwicklungsweges, sowie die Durchfiihrung der eckliungsabhangigen Prozesse, welche
letztendlich in der Bildung der Konidien enden.

2.1. Kolonie- und Sporenbildung beA. nidulans

Das vegetative Wachstum beginnt mit der Germinatien Spore. Hierbei kann es sich
entweder um eine im Rahmen der asexuellen Entwigklyper Mitose erhaltenen
Konidiospore, oder um eine im sexuellen Vermehraykisis durch meiotische
Teilungsvorgange entstandenen Ascospore handetnGBimination fuhrt zur Bildung einer
Hyphe, die polar wachst, sich verzweigt und letdieh zu einem Netzwerk von
zusammenhangenden Zellen fihrt, was als Myzeliureibknet wird (Adamet al, 1998).
Das Myzelium wiederum bildet eine radialsymmetres¢tolonie, welche sich mit konstanter
Geschwindigkeit verbreitet (Lee und Adams, 1994)géfahr 16 Stunden nach Beginn der
Germination sind die ersten Anzeichen einer Spemaling von Zellen innerhalb der
Kolonie zu erkennen (Champe und Simon, 1992; LeeAdams, 1994). 6 — 8 Stunden nach
Beginn der Lufthyphenbildung sind erste reife Kaaindvorhanden. Es dauert also ca. 24
Stunden, um einen kompletten Sporulationszyklugjnsend mit der germinierenden Spore
bis zur Bildung eines Konidiums, durchlaufen zu kém (Champe und Simon, 1992).

Der Prozess der Konidiophoren-, bzw. Konidienbilglist ein komplexer Vorgang, der sich
in mehrere morphologisch differenzierbare Schriitéerteilen lasst. Er beginnt mit der
Bildung einer Stielzelle, welche aus einer dickwiged Ful3zelle heraus emporwéachst (Mims
et al., 1988 Timberlake, 1990). Diese verankert den StreSubstrat. An seinem apikalen
Ende schwillt die Stielzelle kugelférmig an undegécht einen Durchmesser von bis zu 10 pm.
Das sogenannte Konidiophorenvesikel, bestehendVasgel, Stiel- und Ful3zelle ist im
Gegensatz zu den Hyphenzellen nicht septiert ugltl die Grundeinheit des Konidiophoren
dar (Clutterbuck, 1969; Oliver, 1972; Minet al., 1988; Calvoet al., 2002). Vom Vesikel
ausgehend bilden sich durch Knospungswachstumrdigipen Sterigmata, die sogenannten
Metulae aus (Mim®t al., 1988). Diese erreichen eine Lange von bis zu 6upthbesitzen
nur einen einzigen Zellkern (Clutterbuck, 1969;v@l 1972; Mimset al., 1988). Von den

Metulae wiederum werden die sekundéren einkerngjerigmata, die Phialiden gebildet, und
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zwar von jeder Metulae zwei bis drei Phialiden. [@a1zige Unterschied von Metulae und
Phialiden besteht darin, dass von den Phialideridieernigen Sporen, die Konidien gebildet
werden. Aus diesem Grund wurden die Phialiden &gtion als Stammzellen bezeichnet, da
diese bei asymmetrischen Teilungen bis zu 100 Kenidilden, die kettenartig den Phialiden

aufsitzen, aber trotzdem ihre eigene Identitat hehgTimberlake, 1990).

2.2. Voraussetzungen der Konidienbildung

Der Vorgang der Sporulation, bzw. Konidienbildungndet bei A. nidulans nicht
zwangslaufig statt. Eine wichtige Voraussetzungidat das Erlangen einer sogenannten
entwicklungsrelevanten Kompetenz. Diese erreichienZallen erst nach einer definierten
Periode des vegetativen Wachstums (Axebbdl.,1973; Champet al.,1981). Ein weiterer,
entscheidender Faktor fur die Induktion des EntWicgsprogramms ist der Kontakt der
vegetativ wachsenden Hyphen mit dem Tageslicht IfAge 1972; Law und Timberlake,
1980). Jedoch ist die Induktion nur dann mdglicenwdie Hyphenzellen mindestens 16 — 18
Stunden wachsen konnten, um die zuvor beschriekengetenz zu erlangen (Axelrazt

al., 1973). Im Gegensatz dazu sind die Laborstammerii.age, auch ohne den Kontakt mit
dem Sonnenlicht zu sporulieren. Der Grund dafigtli@ der Mutation des ,velvet-Gens*
(veA (Mooney und Yager, 1990). Dieses ist abhangig Wwtlicht und verhindert in
Wildtypstammen die Sporulation in der Dunkelheiindgegen sind die Stamme, welche eine
veAMutation tragen, in der Lage, sowohl in Anwesenhlas auch in Abwesenheit von

Tageslicht zu sporulieren (Mooney und Yager, 1990).

Eine weitere Moglichkeit der Induktion der Sporidat ist das Wachsen des Pilzes unter
Stress, bzw. diverser Mangelbedingungen. Skroratra. (1995) zeigten, dass der Transfer
von A. nidulansvon einem Komplettmedium auf ein Medium mit liraitier Kohlenstoff-,

bzw. Stickstoffquelle zu einer Induktion des Spatwinsprogramms fihrt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass digliiphoren-, bzw. Konidienentwicklung
bei A. nidulanssowohl als ein integraler Bestandteil des vegetatiebenszyklus zu werten

ist, als auch durch externe Stresssituationen ieduzerden kann (Adanet al.,1998).
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2.3. Die genetische Kontrolle der Sporulation

Die Differenzierung der verschiedenen Zelltypee, léiztendlich den Konidiophoren mit den
reifen Konidien beA. nidulansergeben, bedarf der kontrollierten Aktivierung iRegulation
von mehreren hundert Genen (Timberlake, 1980; Titake, 1986; Timberlake, 1990).

Jedoch ist heute erst von einigen wenigen Genegetiaue Funktion bekannt.

Die Initiation des asexuellen Entwicklungszyklukgt durch eine Gruppe von sechs Genen,
welche unter dem Namen ,fluffy“-Gene zusammengefassden. Die Bezeichnung “fluffy”
bezieht sich auf die Morphologie der Mutantenstamnabei die Luftmyzelien der einzelnen
Kolonien einen flaumigen Charakter besitzen (Da®v0; Martinelli und Clutterbuck, 1971;
Tamaneet al., 1983; Lee und Adams, 1994; Wiesdral., 1994). Die Deletion einer dieser
sechs GendluG, flbA, flbB, fIbC, floD und flbE ergab jeweils den gleichen flaumigen
Phanotyp der Kolonien, sowie eine dramatische RimlulderbrlA Expression, einem der

Hauptregulatoren der asexuellen Entwicklung (Wiesex., 1994).

Neben denbrlA-Gen werden noch die GeadaA undwetAdem zentralen Regulationsweg
der asexuellen Entwicklung zugeordnet (Boylan al., 1987; Mirabito et al., 1989).
Zusammen mit einigen weiteren Genen sind sie far ldirrekte zeitliche und rédumliche
Genexpression wahrend der Konidiophorenentwicklung Sporenreifung verantwortlich.
Eine Mutation eines dieser drei Schlusselgene fulu einer Blockade der
Konidiophorenentwicklung an einem spezifischen Rumnles Entwicklungsprogramms
(Boylanet al.,1987; Mirabitoet al.,1989).

BrlA stellt den Beginn der zentralen Entwicklungskade vonrA. nidulansdar. Die BrlA-
Sequenz kodiert einen Transkriptionsfaktor mit Td&Ehnlichem Zink-Finger-Motiv (Adams
et al., 1988). DerbrlA-Genlocus besteht aus zwei Uberlappenden Transkrgatinheiten,
welche beide fur das ordnungsgemale Ablaufen degidklungsprogramms essentiell sind,
obwohl deren Genprodukte redundante Funktionertzsesi{Prade und Timberlake, 1993).
Der Phanotyp einebrlA Deletion wurde als ,bristle* (borstig) beschriebata hier das
Anschwellen des Konidiophorenvesikels am termindlgmde der Stielzelle nicht erfolgt.
Diese wachst ungehindert weiter und erreicht ein#3€, die Ausmalle annimmt, welche bis
zur 30-fachen GrofRRe einer Wildtypstielzelle reicf€hutterbuck, 1969).
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AbaA wird durchbrlA aktiviert und stellt den zweiten Partner des zdetr Regulationsweges
dar. Die Aktivierung erfolgt nach der Differenzieqt der primdren Sterigmata
(Andrianopoulos und Timberlake, 1994). Der Phanosiper abaA Deletion wird als
.-abacus” beschrieben. Er zeichnet sich dadurch dass Stielzelle und Vesikel korrekt
gebildet werden. Die Phialiden hingegen, welche Mgtulae aufsitzen, sind abnormal
geformt, tragen keine Konidien und sind fir dielalsartigen Strukturen des Konidiophoren
verantwortlich (Clutterbuck, 1969; Sewadt al., 1990). AbaA besitzt ein ATTS-DNA-
Bindemotiv und ist ebenfalls wibrlA in die transkriptionelle Aktivierung von mehreren
entwicklungsspezifischen Genen involviert (Mirabigd al., 1989; Andrianopoulos und
Timberlake, 1994).

Den Abschluss dieser zentralen Regulationseinh&etbWetA. WetA wird durchabaA
aktiviert und ist fur die Aktivierung der Expressiaveiterer Konidien-spezifischer Gene
verantwortlich (Marshall und Timberlake, 1991). Wéehin istwetAin die Synthese diverser
Zellwandkomponenten involviert (Marshall und Timlaé&e, 1991). Der Deletionsphanotyp
dieses Gens wird als ,wet-white* bezeichnet. Erczeet sich dadurch aus, dass die
Differenzierung bis zur Bildung von Konidien erfal@iese tragen jedoch keine Pigmente
und lysieren nach kurzer Zeit (Seweallal, 1990).

Zum besseren Uberblick ist in Abb. 3 A die Regulatder Konidiophorenentwicklung bei
A. nidulansnoch einmal graphisch zusammengefasst. Die eiezelEntwicklungsschritte

wurden in Abb. 3 B mit Hilfe von rasterelektroneknaiskopischen Aufnahmen visualisiert.

A

Conidiophore Development

>
Oh 5h 10h 15h

Vesicle Sterigmata

Industoy Formation Formation

Sporulation

Class Cand D
},’,‘;ﬁ';g;? —_— brlA M“'M%wm lv ?ul;s)sB

Class A
(YA, rodA)




Einleitung 8

B

Abb. 3: Konidiophorenentwicklung bei A. nidulans

A. Schematische Darstellung der Regulation der Kopltiwenentwicklung

B. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der emerelEntwicklungsschritte von der Ausbildung der
Stielzelle [A] ausgehend bis hin zum Konidien trnaden Konidiophoren [E] (enthnommen aus Adaghsl.,
1998)

Neben diesem zentralen Regulationsweg gibt es maeh weitere Gene, welche fur die
Regulation der Entwicklung der Konidiophoren vevamtlich sind, namlichmedAund stuA
Diese werden als ,developmental modifier* bezei¢hmed regulieren unter anderem die
raumliche und zeitliche Expression vbrlA (Miller et al.,1991; Milleret al.,1992; Aguirre,
1993; Miller, 1993; Busbyet al., 1996). Eine Mutation desnedAGens fihrt zur
Abschnirung mehrerer Lagen primarer Sterigmata, Wtulae, bevor Phialiden und
Konidien gebildet werden. Es ist auch moéglich, ddes Sterigmata weiterwachsen und
sogenannte sekundare Konidiophoren bilden (Cluitdebp 1969; Clutterbuck, 1977;
Martinelli, 1979; Sewalkt al., 1990; Prade und Timberlake, 1993). Dieser Phannéygt,
dass es die Aufgabe vommedA ist, flr einen ordnungsgemalen Ablauf der
Konidienentwicklung zu sorgen (Clutterbuck, 1969arihelli, 1979). Eine Mutation des
stuA-Gens hingegen fihrt zu extrem verkirzten Konitmen, denen sowohl Metulae als
auch Phialiden fehlen. Die Konidien werden durchogpungsvorgange direkt aus dem
Vesikelkdpfchen heraus produziert (Clutterbuck, 996 StuA kodiert fir einen
Transkriptionsfaktor mit signifikanten Ahnlichkeiténnerhalb seiner DNA-Bindedomane zu
Bindedomanen, die in mehreren pilzlichen Transloisregulatoren, wie beispielsweise
Pdhl ausS. cerevisiaevorkommen (Gimeno und Fink, 1994). Weiterhin tasStuA eine
sogenannte APSES-Domane, welche Strukturdhnlighkett den humanen ,basic-region
helix-loop-helix* (bHLH)-Proteinen MyoD und Max biea (Duttonet al.,1997).
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3. Die Familie der ,basic-region helix-loop-helix“-(bHLH-) Proteine unter

den Transkriptionsfaktoren

Die Familie der ,basic-region helix-loop-helix* (lht)-Proteine stellt eine wichtige Gruppe
innerhalb der Transkriptionsfaktoren dar. Erstmaligrde das bHLH-Motiv im Jahre 1989
bei den menschlichen Transkriptionsfaktoren E12 BAd beschrieben (Murret al., 1989).
Zwischenzeitlich wurde eine ganze Reihe weiteretghéider dieser Gruppe identifiziert,
jedoch ausschliel3lich bei Eukaryonten. Hier besetie Schlisselpositionen im Netzwerk
komplexer Entwicklungsvorgange, wie beispielsweiSlyogenese, Neurogenese, oder
Geschlechtsbestimmung (Murre und Baltimore, 1988;uhd Jan, 1993; Muret al., 1994;
Massari und Murre, 2000; Robinson und Lopez, 2000).

Die bHLH-Domane hat eine Lange von ca. 60 Aminosawnd besteht aus einer basischen
DNA-bindenden Region, sowie zwei hochkonserviertefHelices, welche Uber eine
sogenannte Loop-Region mit variabler Lange und tnichdefinierter
Aminosaurezusammensetzung miteinander verbundeh (8iturre et al., 1989; Ferré-D’
Amaréet al.,1993; Atchley und Fitch, 1997). Die ,Helix-Loop-He&-Domane vermittelt die
Interaktion mit anderen HLH-Proteinen, wobei es @lWwzu homologen als auch zu
heterologen Dimerisierungen kommen kann (AnthongiCaet al., 1992). Fir die
sequenzspezifische Interaktion des Proteins mit Zle-DNA zeichnet sich die Region
basischer Aminosauren verantwortlich (Littlewoodduivan, 1994). Aufgrund dieser
Fahigkeiten besitzen diese Proteine eine grol3e faltielan Dimerisierungs-, bzw.
Regulationsmaoglichkeiten, wobei zu erwdhnen bledlatss bHLH-Proteine nur als Dimer
spezifisch an die Ziel-DNA binden kénnen (Muetal., 1989; van Doreret al.,1991; van
Dorenet al., 1994; Ohsaket al., 1994). Weiterhin sind bHLH-Proteine bekannt, beneh
neben dem charakteristischen bHLH-Motiv  weitere DBiAde-, bzw.
Dimerisierungsdomanen, wie die ,Leucin-Zipper‘i¢ ®?AS-, oder auch die COE-Domane,
vorkommen kdnnen (Littlewood und Evan, 1994; Criezagt al., 1996; Atchley und Fitch,
1997; Crews, 1998). Viele bHLH-Proteine werden #zlgdh noch posttranslational
modifiziert. Eine Mdoglichkeit bietet hier die Phdgpylierung von Serin-, Threonin- und
Tyrosinresten. Bei MYC beispielsweise werden Sebinw. Threoninreste in Abhangigkeit
vom Stand des Zellzyklus phosphoryliert, was sioivahl auf das DNA-Bindeverhalten als
auch auf die Fahigkeit des transaktivierenden &ssi#s durch das Protein auswirkt (Hamann
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et al., 1991; Sethet al., 1991; Luscher und Eisenmann, 1992; Saksslaal., 1992;
Ayer et al.,1993).

Die Bindung der bHLH-Proteine an die DNA erfolgtrdo die Erkennung spezifischer
Hexanukleotidsequenzen. Im Jahre 1997 erfolgtedismalige Klassifizierung der bis dahin
bekannten 242 bHLH-Proteine, basierend auf den ddequenzen der Proteine. Hieraus
ergab sich die Einteilung der HLH-Proteine in zurgicvier Gruppen (Atchley und Fitch,
1997). In den Gruppen A und B befinden sich digdtne, welche spezifisch an eine auch als
Ephrussi-Box (E-Box) bekannte Konsensussequenz (CKB) binden. Jedoch bestehen
Sequenzunterschiede bei den variablen Nukleotigdem and drei innerhalb dieser Sequenz
(Winstonet al., 1999; Winstoret al, 2000; Caruset al., 2002). Mitglieder der Gruppe A
binden an die Sequenzen CACCTG, bzw. CAGCTG, Mitigr der Gruppe B hingegen an
die Sequenzen CACGTG, bzw. CATGTG. Einige Mitgéedlieser Gruppen besitzen als
zusatzliches Dimerisierungsmotiv das sogenannteibetipper-Motiv. Die Gruppe C wird
von den bHLH-PAS-Proteinen gebildet. Diese binderdie Konsensussequenzen ACGTG,
bzw. GCGTG. Die PAS-Domane umfasst 260 — 310 Andomen und ermdglicht die
Dimerisierung, sowie auch die Interaktion mit ni€hAS-Proteinen (Crews, 1998). Mitglieder
der Gruppe D hingegen sind Uberhaupt nicht in degel. an DNA zu binden, da ihnen die
charakteristische basische Region fehlt. DurchHbBésrodimerisation mit bHLH-Proteinen,
vorwiegend mit Mitgliedern der Gruppe A, verhindesie die Bindung dieses Heterodimers
an die DNA und wirken somit als Antagonisten (vaoré&het al., 1991; Yokata und Mori,
2002). Im Jahre 2001 wurde diese Klassifizierungamei Gruppen erweitert (Ledent und
Vervoort, 2001). In Gruppe E wurden die Mitgliedder HER-Proteine eingeordnet. Der
Namensgeber dieser Gruppe sind Bi@sophila Proteine Hairy und Enhancer (Fisher und
Caudy, 1998). Die Definition dieser Proteinfamiberuht auf der aus vier Aminosauren
bestehenden WRPW-Domaéne, sowie der spezifischeduBgan sogenannte ,N-Boxen“ mit
den Sequenzen CACGCG, bzw. CACGAG (Ohsakal.,1994; Fisher und Caudy, 1998). In
Gruppe F wurden die putativen HLH-Proteine der Ckaiilie eingegliedert. Sie zeichnen
sich durch die charakteristische COE-Doméne aukhe&esowohl an der Dimerisierung als
auch an der DNA-Bindung beteiligt ist (Crozatetral., 1996).

In A. nidulanswurden bisher zwei bHLH-Proteine beschrieben, mmBtuA und AnBH1
(Miller et al., 1992; Caruscet al., 2002). StuA ist sowohl in den sexuellen als aueh d

asexuellen  Entwicklungszyklus involviert. Eine geea Beschreibung der
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Regulationsmechanismen erfolgte bereits in Kagitgl Aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten
der hochkonservierten bHLH-Doméne zahlt es zur kamér APSES-Proteine (Stoldt al.,
1997). Bei der namensgebenden Domane handelt lesusiceine 100 Aminosauren lange
Region, welche zuerst bei folgenden pilzlichen Ratguen identifiziert wurde: sml aus
Neurospora crassg§Aramayoet al., 1996), ;id1p ausSaccharomyces cerevisi@@&imeno
und Fink, 1994), ®IA ausAspergillus nidulangMiller et al., 1992), Eglp ausCandida
albicans(Stoldtet al., 1997) und 8k2p ausS. cerevisiagWardet al., 1995). Alle Proteine
teilen die Gemeinsamkeit, dass sie in den jeweailli@gganismen in die Regulation der
Entwicklung involviert sind. Im Jahre 2002 wurde eveiteres Mitglied dieser Gruppe im
humanpathogenen PilRenicillium marneffeiidentifiziert (Bornemannet al., 2002). Ein
weiteres inA. nidulanscharakterisiertes bHLH-Protein ist AnBH1 (Carwtaal., 2002). Es
konkurriert mit dem AnCF-Komplex um eine Uuberlapgpen Bindesequenz in der
Promotorregion des Penicillinbiosynthesegex@A und ist somit in die Regulation der
Penicillinbiosynthese involviert. Aufgrund der pagtrten Letalitat einelanbhXDeletion,

scheintanbhlaber auch noch als Regulator weiterer Gene zudtary (Caruset al.,2002).

4. Der CCAAT-bindende Komplex

Das in den Promotorregionen eukaryontischer Orgass vorkommende CCAAT-
Bindemotiv wurde erstmals im Jahre 1980 von Efstdid beschrieben (Efstratiades al.,
1980). Es dient als Binderegion eines evolutior@gahkonservierten Komplexes, welcher bei
einer Vielzahl von eukaryontischen Organismen naealigsen werden konnte (Edwarets
al., 1998; Brakhaget al.,1999; Mantovani, 1999). Der Transkriptionsfaktostedt aus drei
Untereinheiten, welche bendétigt werden, um dentionklen DNA-Bindekomplex ausbilden
zu konnen. Diese werden wie folgt bezeichnet: H&@pp Saccharomyces cerevis)ae
HapB/C/E @Aspergillus nidulans CBF-A/B/C Rattus norvegicysund NF-YA/B/C Homo
sapien$. In Arabidopsis thaliananingegen konnten fur jede der drei Untereinheitemnmare
homologe Gene isoliert und beschrieben werden (Ettet al., 1998; Gusmarolet al.,
2001). Uber die Funktionalitat aller dieser Homaonggibt es aber bisher noch keine

ausreichend abgesicherten Daten.

Das Prinzip, dass nur der trimere Komplex als fiomktle Einheit an die DNA binden kann,

konnte zuerst beim Hap-Komplex B. cerevisiamachgewiesen werden (McNala al.,
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1995). In den folgenden Jahren war dies auch fiirNfe-Y-Komplex im Menschen und den
Hap-, bzw. AnCF-Komplex id\. nidulansmdglich (Belloriniet al.,1997; Steidkt al., 1999).
Die evolutiondre Konservierung dieses Komplexetidheren Eukaryonten konnte dadurch
gezeigt werden, dass es madglich war, dma@2Deletion inS. cerevisiaemit humaner
NF-YA cDNA funktional zu komplementieren (Beckext al., 1991). Die einzelnen
Reaktionsschritte, die letztendlich zur Bildung deserotrimeren Komplexes fihren, wurden
durch Analyse der aus der Ratte stammenden CBBAynd -C Untereinheiten erhalten
(Kim et al., 1996; Sinhaet al., 1996). Mit Hilfe von ,Crosslinking“-Experimenten uxde
gezeigt, dass die Dimerisierung der CBF-A und CBBi@ereinheiten, welche homolog zu
HapC und HapE au#é. nidulanssind, den ersten Schritt zur Bildung des heterwren
Komplexes darstellen. Der nachste Schritt ist dredBng der CBF-B-Untereinheit (homolog
zu HapB) an diesen dimeren Komplex. Erst nach d¢sdilung dieses heterotrimeren
Komplexes ist es diesem mdglich, in den Zellkerrgelangen und dort an die Ziel-DNA zu
binden, wobei alle drei Untereinheiten in direktéontakt mit der DNA treten (Kinet al.,
1996; Sinheet al., 1996). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CBke8er mit CBF-A
noch mit CBF-C alleine interagieren kann, was dasi®l der Dimerisierung von CBF-A mit
CBF-C als ersten Schritt der Komplexbildung untexara (Sinhaet al., 1995; Kimet al.,
1996; Sinhaet al., 1996).

Untersuchungen der Kristallstruktur des humanen YIBFS-Dimers ergaben, dass die
Interaktionen dieser beiden Untereinheiten Ubesdgenannten ,histone fold motifs* (HMF)
erfolgen, welche sowohl bei Hap3p und Hap5p Suserevisiagals auch bei HapC und
HapE aus A. nidulans nachgewiesen werden konnten (Baxevamt al., 1995;
Papagiannopoulost al., 1996; Steidkt al.,1999). Beim ,histone fold motif* handelt es sich
um ein Strukturmotiv, welches eher durch die Ahritigit der Sekundarstruktur, als durch
Ahnlichkeiten der Aminosauresequenz definiert wiBdxevaniset al., 1995). Es setzt sich
aus einer kurzea-Helix, bestehend aus ungefahr 10 Aminoséauren Jgfefon einem ,loop“-
Segment, einer langererHelix, bestehend aus ca. 27 Aminosauren, einenitemvgoop*-
Segment, sowie einer weiteren terminalen kuraedelix mit ungefadhr 10 Aminosauren,
zusammen (Baxevangs al.,1995). Da dieses Motiv in allen vier Histonen tiekleosomen-
Oktamers vorkommt, wurde, in Analogie dazu, die Bisierung aller Hap3p- und Hap5p-
Homologen als initiale Reaktion der Komplexbildungber Interaktionen der
~histone fold motifs* postuliert (Sinhat al.,1996; Romieet al.,2003).
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Eine wichtige Fragestellung ist nun, wie der hdtareere AnCF-Komplex in den Zellkern

gelangt, um dort an die DNA-Zielsequenz binden @aren.

5. Transport von Proteinen in den Kern

Ein grundlegendes Charakteristikum von eukaryohéacZellen ist die Trennung vom Ort
der Proteinbiosynthese, sowie die Ausiibung derasggischen Aufgaben durch die Proteine
nach erfolgter Prozessierung (Macara, 2001). Rreteierden in der Regel im Cytoplasma
synthetisiert und missen anschlieBend in den Zellkeansportiert werden. Diese

Zellkompartimentierung ermoglicht der Zelle die koflierte Regulation des Imports, bzw.
Exports von Nukleinsauren, Proteinen, etc.,, und isoauch die Regulation der

Genexpression, sowie des gesamten Stoffwechsels Zdke. Ausschlie3lich kleinere

Molekile mit einer Grél3e von bis zu 60 kDa kdnnem fwischen Cytoplasma und Zellkern
diffundieren (Nigg, 1997).

Unerlasslich fir den Transport gro3erer Proteindein Zellkern ist das Vorhandensein einer
sogenannten Kernlokalisationssequenz (,nuclear likateon sequence”), auch als NLS
bezeichnet (Jans, 1995). Grundlegende Ergebnis&emich der Signalsequenzen lieferten
die Untersuchungen am ,Large“-T SV40 Antigen (Diragwet al., 1982; Kalderoret al,
1984). Die hier erhaltene spezifische SequeKKKKRK V bildet zusammen mit einer
weiteren spezifischen Sequet®Rk PAATKKAGQAKKKK LD, welche bei Untersuchungen
am Nucleoplasmin-Protein aus. laevis gefunden wurden (Robbinst al., 1991), die
Prototypen der monopartiten, bzw. bipartiten Kekalsationssignale, die mittlerweile in
vielen weiteren Proteinen nachgewiesen werden konnffir die NLS essentielle
Aminosauren sind hervorgehoben). Da sich die Qlustehrer Aminoséauresequenz jedoch
stark unterscheiden kénnen, ist die Angabe eigerakin gultigen Sequenz nur sehr schwer
moglich. Eine gute Mdglichkeit, potentielle Kernldisationssequenzen in Proteinsequenzen
zu finden, bietet der Web-Server PSORTII unter:Hgiport.nibb.ac.jp:8800/.

Damit Proteine, bzw. Proteinkomplexe, die eine Ni&Sitzen, in den Zellkern transportiert
werden konnen, bedarf es in der Regel sogenanralerproteine, welche den Kontakt zu
den Kernporenkomplexen (,nuclear pore complex* P(N) vermitteln und den Durchtritt

ermoglichen. Als im Cytoplasma vorkommender an NieS bindender Faktor, wurde
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Importin-a, auch als Karyopherio-bezeichnet, gefunden (Adam und Gerace, 1991; Adam
und Adam, 1994; Gorliclet al., 1994; Moroianwet al., 1995). Jedoch interagiert Importin-
nicht selbst mit dem NPC. Es fungiert stattdesdenAalapter, der an Importifi-bindet.
Importinf3 wiederum ist der eigentliche Carrier, der den K&htzum Kernporenkomplex
herstellt und flr den Transport durch den Komplaxden Zellkern verantwortlich ist
(Gorlich, 1998; Hood und Silver, 1999).

Auch sind mittlerweile Sequenzen bekannt, die Kepoetsequenzen (,nuclear export
sequence” — ,NES") darstellen. Als Prototyp einefcken Kernexportsequenz wurde die
Sequenz LxxxLxxLxL postuliert (Wen et al.,, 1995; Fukuda et al., 1996;
Murphy und Wente, 1996; Richarag al., 1996). Jedoch kénnen die Leucinreste durch
andere hydrophobe Aminosauren ersetzt sein unddiadténge der Intervalle zwischen den
charakteristischen Aminosauren ist variabel. AuBerdnaktivieren Prolinreste innerhalb
dieser Sequenz die Funktion der NES (Bogaral., 1996). So bleibt festzuhalten, dass es
sich bei der oben angegebenen Kernexportsequernznm@ine sehr schwammige Richtlinie
handelt und es weitere Exportsequenzen gibt, diegnnsehr geringem Mal3e, bzw. Uberhaupt

nicht dieser Konsensussequenz entsprechen.

Das erste Carrierprotein fur den Proteinexport, lmeschrieben wurde und welches an diese
Konsensussequenz bindet, war Crml, auch als Erpbrtibzw. Xpol bezeichnet, ass
cerevisiag(Fornerocet al., 1997; Fukudat al.,1997; Ossarehnazagti al.,1997; Stadet al.,
1997). Es besitzt zwar nur eine relativ schwachinidt gegeniber der Konsensussequenz
der zu exportierenden Proteine und auch zu Ran-@&Rhes die Energie fur den Transport
aus dem Zellkern heraus bereitstellt. Jedoch biltiendrei Komponenten zusammen einen
recht stabilen Komplex (Forneraat al., 1997; Askjaeret al., 1998; Askjaeret al., 2000).
Diesem ist es nun moglich, durch den Kernporenkempis Cytoplasma zu gelangen. Dort
hydrolysiert Ran-GTP, was die Dissoziation des Klexgs zur Folge hat. Die
Untersuchungen des Exportin 1 vermittelten Trartspovurden mafRgeblich durch die
Entdeckung von Leptomycin B beeinflusst, einem fantjalen Agens, welches einen
hochspezifischen Inhibitor der Funktion von Exporfi darstellt (Forneroet al., 1997;
Fukudaet al., 1997; Ossarehnazaet al., 1997; Wolff et al., 1997; Kudoet al., 1998).
Leptomycin B bindet hierbei irreversibel an einegst@inrest, welcher sich in, bzw. in
unmittelbarer Néhe der zentralen konservierten &ediCCR) von Exportin 1 befindet,

welche fur die Bindung mit dem Zielprotein veranttlioh ist (Kudo et al., 1999). Eine
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Mutation, bzw. ein Fehlen dieses einen Cysteinsefiiert zur Resistenz des Exportproteins

gegenuber Leptomycin B (Kudx al.,1999).

Dartber hinaus gibt es noch weitere Madoglichkeitear drransportregulation, wie
beispielsweise die Phosphorylierung, bzw. Dephogpieoung spezifischer Serin- und
Threoninreste, welche auch bei der Familie der bHRrbiteine zu finden ist (O Neiét al.,

1996). Dies soll aber nur der Vollstandigkeit halleewahnt, jedoch nicht naher darauf

eingegangen werden.

6. ,Green Fluorescent Protein“ (GFP)

Da die Untersuchungen mit dem ,Green Fluorescentel®r* (GFP) einen bedeutenden
Bestandteil dieser Arbeit darstellen, soll im faigen Kapitel ein kurzer Uberblick tber
Entdeckung und Wirkungsweise dieses, fir die mdékiologische Forschung im Bereich
der Transportprozesse, bzw. Lokalisationsstudiborséast zum unverzichtbaren Bestandteil

gewordenen Proteins, gegeben werden.

Das GFP wurde im Jahre 1962 erstmals beschriebas.adDs der Tiefseequalfequora
victoria isolierte und kristallisierte Protein besteht @286 Aminosduren und besitzt als
chromopohores Agens das sogenannte 4-(p-HydroxylmEmimidazolidin-5-on
(Morise et al., 1974; Prendergast und Mann, 1978; Praghel., 1992; Shimomura, 1995).
Es konnte gezeigt werden, dass das Chromophor duinehZyklisierungsreaktion aus den
Aminosauren Serin (65), Tyrosin (66) und Glycin )(@#&bildet wird, wobei molekularer
Sauerstoff an dem abschlieBenden Oxidationssdiettiligt ist (Cubittet al., 1995). Das
chromophore Agens absorbiert im blauen Bereich368i nm und emittiert griines Licht bei
509 nm (Morin et al., 1971). Der Durchbruch fur die Nutzung des GFP ier d
Molekularbiologie war die Klonierung degp-Gens durch Prasher im Jahre 1992 (Prasher
al., 1992), sowie die Feststellung der Tatsache, dasExpression des Gens auch in anderen
Organismen ebenfalls zu Fluoreszenzerscheinunden @harlfieet al., 1994; Inouye und
Tsuji, 1994). Die Vitalitat GFP enthaltender Profasionen in Pilzen wurde 1997 von
Suelmann gezeigt (Suelmaen al., 1997). Durch Modifikationen des chromophoren Agens

wurden weitere Verbesserungen im Absorptions- umés&onsbereich erhalten (Shesral.,
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1995; Niwaet al.,1999). So existieren zum jetzigen Zeitpunkt siek&ssen von GFPs, die
sich in ihren Chromophoren unterscheiden (TsieB818ernandez-Abalost al.,1998).

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete EGFP gehort Klasse zwei, deren
charakteristisches Merkmal ein Phenolation inn&riar chromophoren Region ist, was zur
Folge hat, dass das Chromophor eine definierte gAnmgswellenlange von 488 nm, sowie ein
Emissionsmaximum bei 510 nm besitzt (Pattersbml., 1997; Ward, 1997). Eine weitere
Besonderheit des EGFPs ist der Austausch des Ritemyls an Position 64 durch Leucin,
sowie des Serins an Position 65 durch Tryptophaas Worteile im Bereich der
Proteinstabilitdt, sowie der Intensitat des enriitie Lichts mit sich bringt (Fa. Clontech,
USA).

Im Bereich der Molekularbiologie wird das ,Greeruéiescent Protein“ unter anderem als
Reporterprotein zur Bestimmung der Lokalisation WRmteinen bzw. zur Bestimmung der
Starke der Genexpression verwendet (Chaelfial., 1994). Weiterhin findet es Verwendung
in der Analyse dynamischer Prozesse, sowie derktataufklarung von Zellorganellen
(Rizzutoet al.,1998; White, 1999).
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7. Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten ein als DevR bdme#ter Transkriptionsfaktor, sowie der

als AnCF bezeichnete Transkriptionskomplex ¥omidulanscharakterisiert werden.

Transkriptionsfaktoren aus der Familie der "bassBlegion Helix-Loop-Helix*“- (bHLH)
Proteine besitzen in eukaryontischen OrganismenliSstipositionen im komplexen
Netzwerk der verschiedensten Entwicklungsprozelssd. nidulanswurde mit DevR ein
weiteres Mitglied dieser Gruppe gefunden (Reinl@98). Basierend auf einer Deletion des
devRGens in A. nidulans sollte die Funktion dieses, durch ddevRGen kodierten
Regulators, untersucht werden. Desweiteren sollbergitft werden, ob sich ein
Zusammenhang zwischen diesem Regulator, welchérk&iae Ahnlichkeiten zu bisher
bekannten Proteinen aufweist, und bereits besdm®@mb Regulatoren der Entwicklung
herstellen lasst, und in welche Signaltransdukiaskade DevR integriert ist

Bei dem zweiten Transkriptionsfaktor, dem sogernem@®nCF-Komplex, handelt es sich um
einen in Eukaryonten hochkonservierten Komplex, sieh beiA. nidulansaus den drei
Untereinheiten HapB, HapC und HapE zusammensetzit Nilfe verschiedener
GFP-Fusionen sollten Strukturuntersuchungen an dexi bekannten Untereinheiten,
bezuglich des Vorhandenseins nuklearer Import-, .bBExportsequenzen, durchgefihrt
werden. Dies hatte zum Ziel, ein Modell fir den ngport des Hap-Komplexes in den

Zellkern generieren zu kénnen.

Ein weiterer Aspekt betraf die Frage nach der BNmiudes AnCF-Komplexes, bzw. von
dessen Homologen in anderen Organismen. So wurdgeninLiteratur die Mdglichkeit
beschrieben, eineap2Deletion inS. cerevisiaenit dem homologen NF-YA-Protein aus dem
Menschen zu komplementieren (Beclaral., 1991). Im Rahmen dieser Arbeit sollte die
Moglichkeit der Komplementation eindrapBDeletion in A. nidulans durch homologe
Proteine aus anderen Organismen Uberprift werdas.Hauptaugenmerk lag dabei auf der
Verwendung der Kernlokalisationssequenz von HapBy. dessen Homologer, um daraus
moglicherweise Ruckschlisse auf eventuelle divaggeBntwicklungen zwischen den

untersuchten eukaryontischen HapB-Homologen zieghetnnen.
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Material und Methoden

1. Mikrobiologische Methoden

1.1. Bakterien- und Pilzstamme, Plasmide

Genotyp und Herkunft der in dieser Arbeit verwerdebtadmme sind in Tabelle 1 aufgefiihrt,
wobei alleA. nidulansStamme eine#eALMutation tragen. Tabelle 2 beinhaltet alle in dres

Arbeit verwendeten Plasmide.

Tabelle 1: Verwendete Bakterien- und Pilzstamme

Stamm Relevanter Gayp und/ oder Phanotyp Referenz

Escherichia coli

BL21 (DES3) E. coliB; F, hsdR17gall, DE3 Studier und
Moffat, 1986
DH5a F, @30dlacZAM15, A(lacZYA-arghU169,recAl, a
endAl, hspRA7 mc’), SUpE44 A, thi-1, gyrA96
relAl
TOP10F F{laclg Tn10 (TetR), mcrA A(mrr-hsdRMS-

mcrBQ, @80dlacZAM15, AlacX74, recAl, deoR
araD139,A(ara-ley7697,galU, galK, rpsL(StrR), b

endAl nupG
Bacillus calidolactis
C953 c
Aspergillus nidulans
A583 biA1; brlIA42
ALCADEVR biAl, pyrG89 bgaQ argB2, devR:pKODEVR A

AdevR ArgB’, palcAdevR &lcAp-devR, PyrG
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AXB4A biAl; bgaQ argB2:pAXB4A (acvA-uidA Brakhage
ipnA-lac?), ArgB* etal, 1992

AXB4A2 pyrG89 pabaAl fwAl; bgaQ argB2:pAXB4A Weidner
(acvAUidA, ipnArlac), ArgB* etal, 1998

HapBNLS1 pyrG89 pabaAl fwAl, bgaQ argB2:pAXB4A; Guder, 2001
pHapBNLS1; ArgB, PyrG

HapBNLS2 pyrG89 pabaAl fwAl bgaQ argB2:pAXB4A; A
pHapBNLS2; ArgB, PyrG

HapBNLS3 pyrG89 pabaAl fwAl bgaQ argB2:pAXB4A; A
pHapBNLS3; ArgB, PyrG

HapBNLS4 pyrG89 pabaAl fwAl bgaQ argB2:pAXB4A; A
pHapBNLS4; ArgB, PyrG

KODEVR biAl; bgaQ devR:pKODEVR, AdevR argB2 A
ArgB*

KODEVRAATA pyrG89 biAl, fwAl bgaQ argB2:pOLAB1 A
(aatAlac?), devR:pKODEVR, AdevR ArgB*

KODEVR/DEVR pyrG89 biAl, fwAl; bgaQ devR:pKODeVR,; A
pDEVR, PyrG, DevR

KODEVRLOGO pyrG89 biAl fwAl; bgaQ devR:pKODeVR; A
argB2 ArgB*; pLOGODEVR (levRegfp,
PyrG, DevR

KODEVRURAZ2 pyrG89 biAl fwAl; bgaQ devR:pKODeVR, A
AdevR; argB2 ArgB*

LOGODEVR pyrG89 biAl, fwAl bgaQ argB2:pOLAB1 Martic, 1998
(aatArlacz), ArgB*; pRG1, PyrG, pLOGODEVR
(devRegfp

LOGOTCSA pabaAlya2 tcsA:pATcsA, AtcsA ArgB'; A
PLOGODEVRpabadevRegfp; PabaA

Nat9 pyrG89 pabaAl argB2 fwAl, AhapB:argB; Papade
ArgB* poulou, 1999

Nat24 pyrG89 pabaAt riboB; AhapC:riboB; RiboB" Papado-

poulou, 1999
NatK pyrG89 pabaAl argB2 fwAl, AhapB:argB2 A

pKTB1; ArgB’, PyrG
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NatHap2GFP pyrG89 pabaAl argB2 fwAl, AhapB:argB; A
pHap2GFP; ArgB PyrG
NatHap2HybGFP pyrG89 pabaAl argB2 fwAl, AhapB:argB; A
pHap2HybGFP; ArgB PyrG
NatNFYAGFP pyrG89 pabaAl argB2 fwAl, AhapB:argB; A
PNFYAGFP; ArgB, PyrG’
NatNFYAHybGFP pyrG89 pabaAl argB2 fwAl, AhapB:argB; A
PNFYAGFP; ArgB, PyrG
NFYAGFP pyrG89 pabaAl argB2 fwAl; bgaQ A
argB2:pAXB4A,; pyrG::pNFYAGFP; ArgB, PyrG
NFYAHybGFP pyrG89 pabaAl fwAl bgaQ argB2:pAXB4A; A
PNFYAHyYbGFP; ArgB, PyrG
OLAB1 WG355;argB2:pOLAB1 (aatA-lac, ArgB* Litzka et al,
1995
OLAB1URA bgaQ pyrG89 fwAl, argB2:pOLAB1 Litzka, 1997
(aatAlacz), ArgB*
RMSO11 pabaAl yA2 AargB2:trpCAB; trp801 GeiRenhoner
et al, 2001
WG355 biAl; bgaQ argB2 Fantes und
Roberts,
1973; van
Gorcom
et al, 1986
AB-HapB-EGFP Nat9 cotransformiert mit den PlasmigkiB1 Steidl, 2001
und pHapB-GFP
AB-Egfppaba Nat9 cotransformiert mit den Plasmidi€mpl A
und pHapB-GFPpabaAnid; PabaAl
AB-HapC-NLSipeegfp  Nat9 transformiert mit Plasmid A
pHapC-NLS$ape-GFP
AB-CgfpalcANFYA Nat9 cotransformiert mit den PlasendpKTB1 A
und pHapC-GFP; pExpalNFYApaba;
PabaAl
AB-HapE-NLSype-egfp  Nat9 transformiert mit Plasmid A

pHapE-NLS$aps-GFP
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AB-EgfpalcANFYA Nat9 cotransformiert mit den PlaseidpKTB1 A
und pHapE-GFP; pExpalNFYApaba; PabaAl

AC-HapB-EGFP Nat24 cotransformiert mit den Plasmipl€mB1 Steidl, 2001
und pHapB-GFP, PyrG

AC-HapC-EGFP Nat24 cotransformiert mit den Plasmg€hB1 Steidl, 2001
und pHapC-GFP, PyrG

AC-HapC-NLSipsEGFP  Nat24 transformiert mit Plasmid pHapCNLSHyb A

AC/AE-HapB-EGFP AC-HapB-EGFP transformiert mit dem Plasmid A
pAHapE

AE-89 pyrG89 pabaAlya2 argB2 AhapE:argB; ArgB*  Steidl, 2001

AE-HapE-EGFP

AE-HapE-NLS.psEGFP
AHapC/AE-HapB-EGFP

ATCSA

Saccharomyces cerevisiae

HAP2A

HAP2AHapB

HAP2AHap2Del

HAP2AHap2

AE-89 cotransformiert mit den Plasmiden pKTB1 Steidl, 2001

und pHapE-GFP, PyrG

AE-89 transformiert mit Plasmid pHapENLSHyb
Nat24 cotransformiert mit den Plasmiden pKTB1
und pHapC-GFPyhapE:pabaAl PabaAl
pabaAl ya2 tcsA:pATcsA, AtcsA ArgB*

MATa, ura3-A52, his3A200, lys2A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyr1-A501, galda,
gal8, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418)

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101],
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8@, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418Y),
his3:pHISiHapB

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8@, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418Y),
his3:pHISiHap2Del

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8@, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418Y),
his3:pHISiHap2

Spréte, 2004
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HAP2AK

HAP2ANFYA

HAP2ANFYAHyb

HAP2ANLS1

HAP2ANLS2

HAP2ANLS3

HAP2ANLS4

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101],
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418)),
his3:pHISIK

MATa, ura3-A52, his3A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418),
his3:pHISINFYA

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418),
his3:pHISINFYAHyb

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418),
his3:pHISiHapBNLS1

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418),
his3:pHISiHapBNLS2

MATa, ura3-A52, his3A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418)),
his3:pHISiHapBNLS3

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdA,
gal8m, ade5:hisG, hap2:kanMX4(G418),
his3:pHISiHapBNLS4
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YM4271

MATa, ura3-A52, his3-A200, lys2-A801, ade2A101, Liu etal,
ade§ trp1-A901,leu2A3, -A112 tyrl-A501, galdp, 1993
gal8Q, ade5::hisG

a BRL, Bethesda Research Laboratories, Gaithersbis4,
b Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

¢ Smith Kline Beecham Pharmaceuticals, GB

d Fungal Genetics Stock Center, Kansas City, USA

A diese Arbeit

Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Plasmid Relevanter Gen@tyind/ oder Phanotyp Referenz
pabaAfum pCR2.1TOP® genomisches 4,5 kbp-Fragment, A
welches dapabaAlGen ausA. fumigaudragt
pabaAnid Amp; pUC18, kodiert dapabaA1Gen aus Gehrke, 2003
A. nidulans
pAL4 Amp®; pyr-4"; alcAp-Plasmid zur Uberproduktionwaringet al, 1989
von Proteinen ii\. nidulans
palcAdevR Amp; pyrG; alcAp-devR A
pAN923-41B Amp, argB" van Gorcoret al,
1986
pBShapB4.0 Amp, genomisches 4,0 kiganHI-Fragment, Litzka, 1997
welches dabapB-Gen tragt, in pBSIIKS
pDevR wie pUC18; enthattevRGen und dessen flankie-Martic, 1998
rende 3"- und 5-Regionen, welche mittels PCR aus
pCos3 amplifiziert wurden
pExpalNFYApaba Amp; alcAp-nf-ya, pabaA A
pHapB-GFP Amp; hapB-egfp Steidl, 2001
pHapBNLS2 AmP; pyr-4"; hapB-egfp(HapB As 224 — 369) A
pHapBNLS3 AmP; pyr-4"; hapB-egfp(HapB As 291 — 369) A
pHapBNLS4 Amp; pyr-4"; hapB-egfp(HapB As 1 — 369; A
A326 — 328)
pHapC-GFP Amp; hapC-egfp Steidl, 2001

pHapC-NLSiaps-EGFP  Amp5; pyr-4"; hapCNLSyape-egfp A



Material und Methoden 24

pHapE-GFP Amp; hapE-egfp Steidl, 2001
pHapE-NLSaps-EGFP Am(; pyr-4; hapENLSHaps-egfp A
pHap2GFP AmP; pyr-4"; hap2-egfp(Hap2 As 1 — 265) A

A205 — 208)
pHap2NLSHyb Amp; pyr-4"; hap2-egfp(Hap2 As 1 — 265; A

HapB As 291- 369 )
pHISi Amp?, HIS3 URA3 e
pHISIK Amp®, HIS3 URA3 egfp A
pHISiHapB AmfF, HIS3 URA3 hapB-egfp(HapB As 1 — 369) A
pHISiHapBNLS1 Amp, HIS3 URA3 hapB-egfp A

(HapB As 224 — 289)
pHISIHapBNLS2 Amp, HIS3 URA3 hapB-egfp A

(HapB As 224 — 369)
pHISiIHapBNLS3 Amp, HIS3 URA3 hapB-egfp A

(HapB As 291 — 369)
pHISiHapBNLS4 Amp, HIS3 URA3 hapB-egfp(HapB As 1 — 369; A

A326 — 328)
pHISINFYA Amp®, HIS3 URA3 (NF-YA As 1 — 318) A
pHISINFYAHyb Amp®, HIS3 URA3 (NF-YA As 1 — 318; A

HapB As 291 — 369)
pHISiHap2 Amp, HIS3 URA3 hap2-egfp(Hap2 As 1 — 265) A
pHISiHap2Del AmpF, HIS3 URA3 hap2-egfp(Hap2 As 1 — 265; A

A205 — 208)
pKODevR wie pDevRAdevR(devRGen durchargB A

ersetzt)
pKOhapE Amp; argB"; hapEGen durchargB ausgetauscht Steidl, 2001
pKTB1 Amp®; pyr-4* Then Bergh, 1997
pLOGODEVR Amp; devRegfp Martic, 1998
pLOGODEVRpaba  Amp devRegfg pabaA A
pMalE-HapC Amp ; malE-hapC Steidl, 2001
pMalE-HapE Amp ; malEhapE Steidl, 2001

PNFYAGFP Amp; pyr-4"; nf-ya-egfp(NF-YA As 1 — 318) A
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PNFYANLSHyb

pTA-argB

pTaTcsA

pTOPOHap2
pTOPOHap2Del
pTOPOHap2Hyb

PTOPO-NLSiap8
pTOPONFYA
pTOPONFYAHyb

pPpTOPONLS2

pTOPONLS3
pTOPONLS4
pT7-HapBct

puC18

puC19

pl23
p123HapC-NLKaps
pl123HapE-NL8aps
pl23Hap2
pl23Hap2Del
pl23Hap2Hyb

p123NFYA
p123NFYAHyb

Ampg’; pyr-4"; nf-ya-hapB-egfp

(NF-YA As 1 — 318; HapB As 291 — 369)
pCR2.1TOPO, genomisches 1,9 khyrul-
Fragment, welches dasgB-Gen tragt

Amf5, genomisches 3,5 kibindlll Fragment,
welches dascsAGen, sowie die flankierenden

Regionen tragt
AmP; hap2(Hap2 As 1 — 265)
AmP hap2(Hap2 As 1 — 2651205 — 208)
Amp hap2-hapB(Hap2 As 1 — 265;
HapB As 291 - 369)
Amp~; hapBNLS (As 291 — 369)
Amp’; nf-ya(NF-YA As 1 — 318)
Amp; nf-ya-hapB(NF-YA As 1 — 318;
HapB As 291 — 369)

Amp; hapB* (HapB As 291 — 369) flankiert von

Ncd-Restriktionsschnittstellen
AmpP; hapB* (HapB As 291 — 369)
Amp; hapB(HapB As 1 — 369326 — 328)
Amp; T7 Promotor-His-hapBct(kodiert fiir
As 187 — 369)
Amf; lacZ’

Amf; lacZ’

Amg, egfp
AmpR; hapCNLSyape-egip
AmpR; hapENLSyape-egfp
AmP; hap2-egfp(Hap2 As 1 — 265)

AmP; hap2-egfp(Hap2 As 1 — 2651205 — 208)

Amp hap2-hapB-egfifHap2 As 1 — 265;
HapB As 291 - 369)
Amg; nf-ya-egfp(NF-YA As 1 — 318)
Am[; nf-ya-hapB-egffNF-YA As 1 — 318;
HapB As 291 — 369)

Caruso, 2003

>

>

A
A

Steidl, 2001

Vieira und
Messing, 1982
Vieira und
Messing, 1982
Spelliget al, 1996
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pl23NLS3 Amp; hapB-egfp(HapB As 291 — 369) A

pl23NLS4 Amp; hapB-egfp(HapB As 1 — 369A326 — 328) A

pAHapE Amp’; pabaA; hapEGen durch dapabaAGen A
ausA. fumigatusausgetauscht

PATCSA Amp’; lacZ’; wie pTaTcsAAtcsA (tcsAGen durchA

argB ersetzt), argB

e BD Clontech Europe, Belgien
A diese Arbeit

1.2. Nahrmedien

Die nachfolgend aufgefihrten Medien wurden zur Kidtung der verschiedenen
Organismen verwendet. Soweit nicht anders angegebem in dieser Arbeit alle

Prozentangaben w/v-Werte und beziehen sich almii#xonzentration.

LB-Medium (Miller, 1972): 1,0 % Trypton; 0,5 % Hedxtrakt; 1,0 % NacCl
AspergillusMinimalmedium (AMM) 0,6 % NaN@ 0,152 % KHPQOy; 0,052 % KCI;
(Pontecorveet al, 1953; Brakhage und  pH 6,5; 0,8 % Glukose; &08lgSQ;

Van den Brulle, 1995): 1 ml/ | Spurenelementelésung

Aspergilluskomplettmedium (ACM) 2,0 % Malzextrakt; 0,1 % Paempt2,0 % Glukose
(Rowlands und Turner, 1973):

YEPD-Medium: 2,0 % Hefeextrakt; 2,0 % Pepton; % @Glukose
YPD-Medium: 1,0 % Hefeextrakt; 0,1 % Pepton; & @Glukose;
pH 6,5

Fermentationsmedium (Brakhageal, 1992):
Vorkulturmedium: 1,5 % Glukose; 0,5 % Ca£,3,5 % ,Corn Steep
Solids”; pH 5,9
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Hauptkulturmedium: 1,0 % CaG,0 % ,Corn Steep Solids”;
0,05 % Phenoxyessigsaure; pH 6,0;
2,0 % Glukose bzw. Laktose; 0,5 % MgSO

Transformationsmedium (Ballane¢al, 1983) :

Basalagar : 0,6 % NaN(0,152 % KHPOy; 4,47 % KCI,
pH 6,5; 0,8 % Glukose; 0,05 % MggO
1 ml/ | Spurenelementelésung; 1,5 % Agar

Topagar: siehe Basalagar; 2,0 % Agar

.Biotestmedium*“ (Smitret al, 1989): 3,0 % Trypton-Soyabroth; 1,0 % Hefeextrak
1,5 % Oxoid-Agar No. 3

SD-Medium: 0,67 % Hefe-Stickstoffquelle ohne Anséaren
und Ammoniumsulfat; pH 5,8

Medienzusatze:

Bei Bedarf wurden den entsprechenden Medien dgefalen Antibiotika, Aminosauren,
Indikatorstoffe und Vitamine zugegeben,
LB-Medium: 50 mg/ | Ampicillin; 50 mg/ | X-Gal

Medien furAspergillus 0,3 mg/ | Biotin; 0,3 mg/ | p-Aminobenzoat;
20 mg/ | Arginin; 2200mg/ | Uracil

Spurenelementelésung: 1,0 g FeR0 H0; 8,8 g ZnSQx 7 HO;
0,4 g CuS®x 5 H0; 0,15 g MnSQx 4 H0;
0,1g NaB;O;x 10 HO;

0,05 g (NH)sM07024x 4 HO; ad 1 | mit dHO



Material und Methoden 28

Medien furSaccharomyces

10 x Supplemente fur SD-Medium: 0,2 g/ | L-Adeninmhsulfat; 0,3 g/ | L-Isoleucin;
0,2 g/ | L-Argininhydrochlorid; 1,0 g/ | L-Leucin
0,2 g/ | L-Histidinhydrochlorid; 0,3 g/ | L-Tyras,
0,3 g/ | L-Lysinhydrochlorid; 0,2 g/ | L-Methionj
0,5 g/ | L-Phenylalanin; 2,0 g/ | L-Threonin;
0,2 g/ | L-Tryptophan; 0,2 g/ | L-Uracil;
1,5 g/ | Valin

1.3. Anzuchtbedingungen

1.3.1. Anzucht vonE. coli

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden entsprechendecoli-Kulturen in
Anzuchtgefal3en, welche mit einem Zehntel des Neonwns mit LB-Medium befullt
waren, bei 37 °C Uber Nacht bei 220 rpm inkubiert.

1.3.2. Anzucht vonA. nidulans

Fur die Isolierung von chromosomaler DNA, bzw. RNAIs A. nidulans wurden die
Pilzstamme in stammspezifisch supplementiert@&spergillusMinimalmedium (AMM)
angezogen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C un@ d@n in Erlenmeyerkolben, welche mit
50 ml AMM und 0,5 — 1 ml Sporensuspension beimpftden, fir 24, bzw. 48 Stunden. Das
erhaltene Myzel wurde durch Filtration mit Filterga(Calbiochem, Bad Soden) geerntet,
durch Pressen getrocknet und mit Flussigstickssaffiockgefroren. Die Lagerung des
gefrorenen Myzels erfolgte bei —70 °C.

Zur Induktion der Sporulation behA. nidulans wurde ein mit YEPD-Medium befllter
Erlenmeyerkolben mit 1 ml Spurensuspension beimpft 24 h bei 37 °C und 250 rpm
inkubiert. Die Ernte der erhaltenen Vorkultur eglel durch Filtration mit Filtergaze

(Calbiochem, Bad Soden). AnschlieRend wurde daseMyuaf Filterpapier transferiert und in
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mit Glasperlen beschickten und YEPD-Medium befallRetrischalen inkubiert. Glasperlen
und Filterpapier verhindern den direkten Kontakt tiyzels mit dem Medium und fihren in
Kombination mit Luftsauerstoff zur Induktion der @plation. Die Ernte erfolgte wiederum
mit Filtergaze (Calbiochem, Bad Soden). Nach dermes$&n wurde das Myzel mit

Flissigstickstoff schockgefroren und anschlie3ezid-B0 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Penicillinproduktion wurden did. nidulansStamme in
Fermentationsmedium angezogen. Nach einer Inkubaba 24 h bei 28 °C und 250 rpm in
250 ml-Erlenmeyerkolben, welche mit 20 ml Vorkufermentationsmedium und den
entsprechenden stammspezifischen Supplemententatevegren, ist die daraus erhaltene
Vorkultur zweimal mit 0,9 % NaCl-Lésung gewaschemrden. AnschlieRend wurden
Hauptkulturgefale, d. h. 250 ml-Erlenmeyerkolbeelclve Hauptkulturfermentationsmedium
enthielten, mit gleichen Mengen an Myzel beimpfdurei 28 °C und 250 rpm Uber den
gewilnschten Zeitraum hinweg inkubiert. Zu den deften Zeitpunkten erfolgte die sterile
Entnahme des Fermentationsiiberstandes, welchenliaftend bei —20 °C gelagert wurde.
Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurde das termelMyzel durch Filtration mit
Filtergaze (Calbiochem, Bad Soden) geerntet, unil I2di 80 °C getrocknet.

Fur die Herstellung von Praparaten fur die Lichtwb Fluoreszenzmikroskopie wurden
Deckglaschen verwendet, welche mit 1D stammspezifisch supplementiertem AMM
versehen waren. Die Inokulation erfolgte mitillSporensuspension des zu untersuchenden
A. nidulansStammes. Die Inkubation Uber Nacht bei 37 °C imzggl angefertigten
Petrischalen, welche mit destilliertem Wasser Wefidren, um ein Verdunsten des Mediums
zu verhindern, hat den Vorteil gegeniber konvemflonangezogenem Myzel im
Erlenmeyerkolben, dass die auskeimenden Myzelieer eiefinierten Ebene entlang wachsen

und sich somit groRere Einheiten in der Fokussarelbefinden.

Praparate fur die Rasterelektronenmikroskopie wuidespeziell angefertigten Petrischalen
hergestellt, die mit destilliertem Wasser befullairen, um ein Eintrocknen der Proben zu
verhindern. Der Objekttrager wurde mit einer dinn&cthicht stammspezifisch
supplementiertem AMM-Agar Uberzogen. Die Inokulaterfolgte mit 1ul Sporensuspension
Anschlieend wurden die Proben bei 37 °C inkubidriis die stammspezifischen

Charakteristika deutlich zu erkennen waren.
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1.3.3. Anzucht vonS. cerevisiae

Fur die Isolierung chromosomaler DNA a% cerevisiaewurden die Hefestamme in
stammspezifisch supplementiertem YEPD-Medium angezoDie Inkubation erfolgte bei
30 °C und 230 rpm in Erlenmeyerkolben, welche nlitrdl YEPD befullt und mit 2 — 3

Kolonien beimpft wurden, fir 24 Stunden. Die erbaéin Zellen wurden durch Zentrifugation

geerntet und anschlieRend aufgeschlossen (2.1.4.).

Fur die Herstellung von Praparaten fur die LichiwbFluoreszenzmikroskopie wurden die
Stamme auf stammspezifisch supplementierten YEBBDw, SD-Agarplatten ausgestrichen
und fuir 72 h bei 30 °C inkubiert.

1.4. Herstellung von Silikakulturen und Sporensuspasionen

Zur Herstellung von Silikakulturen wurden Konidievon A. nidulansStammen mit
funfprozentiger Magermilchlésung (5 Minuten bei 121 autoklaviert) vermischt und auf
steriles, vorgekuhltes Silikagel (Fisions ScientiEiquipment, Loughborough) pipettiert. Das
Gel wurde fur 10 — 14 Tage bis zur volligen Trockinder der Sterilbank inkubiert. Die
Lagerung der Silikakulturen erfolgte bei 4 °C.

Zur Herstellung von Sporensuspensionen wurden esuispnd supplementierte  AMM-
Agarplatten mit Sporen beimpft und bis zur Aushildweutlicher Sporenbildung inkubiert.
Unter Zuhilfenahme einer Impfése wurden die Agatptamit NaCl-Lésung abgeschwemmt.
Die hierbei erhaltene Sporensuspensionslésung warsierile Glasflaschchen tberfihrt und
bei 4 °C gelagert.

1.5. Durchfihrung sexueller Kreuzungen

Sexuelle Kreuzungen verschieden®r nidulansStamme wurden nach Pontecoreb al
(1953) durchgefihrt.
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1.6. Bestimmung des Penicillin-Titers
Die Bestimmung des Penicillin-Titers erfolgte atamdKulturiiberstand von Anzuchten in

Fermentationsmedium mit dem Biotest nach Sreitral (1989). Als Indikatororganismus
dienteBacillus calidolactisC953.

2. Molekulargenetische Methoden

2.1. Methoden zur Isolierung von Nukleinsauren

2.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA au£. coli

Die Minipréaparation von Plasmid-DNA erfolgte nacénd Prinzip der alkalischen Lyse nach
der Methode von Birnboim und Doly (1979), modifizimach Maniatiset al (1982).
GroRBere Mengen reiner Plasmid-DNA fir Transformagio von A. nidulans oder
Sequenzanalysen wurden Uuber lonenaustauschchramayaltogy mit Saulen der Firmen
Macherey und Nagel (Duren), bzw. PeqlLab (Erlangenjter Verwendung der

Herstellerprotokolle erhalten.

2.1.2. Isolierung chromosomaler DNA aug. nidulans

Die Praparation chromosomaler DNA a#s nidulans wurde nach der Methode von

Andrianopoulos und Hynes (1988) durchgefihrt.

2.1.3. Isolierung von RNA ausA. nidulans

Die Isolierung von RNA aué\. nidulanserfolgte nach der Methode von Chomczynski und
Sacchi (1987).



Material und Methoden 32

2.1.4. I1solierung von chromosomaler DNA auSaccharomyces cerevisiae

Die Praparation chromosomaler DNA &hiscerevisiaevurde nach der Methode von Ausubel
et al (1998) durchgefuhrt

2.1.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegsi

Nach der erfolgten Auftrennung der DNA mittels Agsegelelektrophorese wurden die
gewilnschten DNA-Fragmente mit Hilfe eines Skalpalls dem Gel ausgeschnitten. Aus
diesen Gelsticken wurde die DNA unter Zuhilfenahaee Gel-Elutions-Kits der Firmen

Qiagen (Hilden), bzw. PeqgLab (Erlangen) bei Verwerglder Herstellerprotokolle eluiert.

2.2. Enzymatische Methoden zur Modifikation von DNA

2.2.1. Amplifikation von DNA mittles PCR

PCR-Reaktionen fanden Verwendung bei Klonierunged Hinfihrungen von Mutationen
(siehe auch 2.2.2.). Als Ausgangsmaterial dienterornosomale, bzw. Plasmid-DNA. In
einem Gesamtansatz von 50 pl wurden 30 pmol Priqeer2 mM des jeweiligen
Desoxynukleotides und des vom Hersteller empfomeReaktionspuffers, 1 Unit (U) des
Enzyms ,Goldstar-Tag-Polymerase” (Eurogentec, Belpi eingesetzt. Die Reaktionen
erfolgten in einem ,Personal Cycler* (Biometra, @tjen). Die PCR-Parameter, wie
Temperatur und Dauer der einzelnen Reaktionssehriturden den verwendeten

Oligonukleotiden, sowie der Lange des zu erwarterfdaplifikats spezifisch angepasst.

2.2.2.I1n vitro-Mutagenese mittels PCR

Zur gezielten Einfihrung von Mutationen, bzw. Digleén innerhalb eines PCR-Amplifikats
wurde die Methode nach Higuahi al (1988) verwendet.
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2.2.3. 5 RACE (,Rapid amplification of cDNA ends®)

Die Methode der 5 RACE wurde zur Bestimmung vonanBkriptionsstartpunkten
verwendet. Hierbei wurde zunéchst mit Hilfe einesmgpezifischen Oligonukleotids, sowie
dem Enzym ,Reverse Transkriptase” ein zur mRNA-Matkomplementarer cDNA-Strang
synthetisiert. Durch das Enzym ,Terminale Transfetaerfolgte das Anhdngen mehrerer
C-Nukleotide an das 3'-Ende des entstandenen cDMaelstranges. Dieser modifizierte
Strang diente nun alsMatrize fir eine sich anschlieRende PCR mit einem
poly-C-spezifischen Oligonukleotid und einem inrasdbh des zu bestimmenden Gens
liegenden Oligonukleotids (,nested primer®). Die BMequenz des hierbei erzeugten PCR-
Produktes wurde durch DNA-Sequenzierung ermitédle Versuchsschritte wurden mit dem
5 RACE System 2.0 (Invitrogen, Niederlande) undmdezu Grunde liegenden
Herstellerprotokoll durchgefihrt.

2.2.4. Enzymatischen vitro-Reaktionen mit DNA

Die hydrolytische Spaltung von DNA mit Restrikti@mslonukleasen erfolgte nach den
Bedingungen des Herstellers. Im Bedarfsfall wurdéatte Enden durch Auffillen der 5'-
uberhangenden Restriktionsfragmentenden mit Hileg @®NA-Polymerase | (Klenow-
Fragment) erhalten (Maniatest al, 1982). Die Rezirkularisierung von Vektor-Fragrign
wahrend der Ligation wurde dadurch verhindert, dksen 5’-Phosphatgruppe mit Hilfe der
alkalischen Phosphatase entfernt wurde (Manietisl, 1982). Die Ligation von DNA-
Fragmenten erfolgte mit 1 U T4-DNA-Ligase (NEB, USAnter den vom Hersteller
empfohlenen Pufferbedingungen in einem Endvoluneeni0 pl Gber Nacht bei 8 °C.

2.2.5. Markierung von DNA-Fragmenten

Die nicht radioaktive Markierung von DNA-Fragmentemr Herstellung von DNA-Sonden
fur ,Southern bzw. Northern blot“-Analysen erfolgteit Fluorescein-11-dUTP, welches
durch eine Aufflullreaktion mit Hilfe der DNA-Polymase | (Klenow-Fragment) eingebaut
wurde. Hierzu wurde doppelstrangige DNA denatutied mit Hexanukleotiden statistischer

Sequenz gemischt. Nach Anlagerung der Primer akidzelstrange wurden diese durch die
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DNA-Polymerase | unter Verwendung der beigemischzem Teil markierten Nukleotide

zum Doppelstrang erganzt (ECL-System, AmershamrRdizia Biotech, Freiburg).

2.3. Sequenzierung von DNA

Doppelstrangige Plasmid-DNA, bzw. PCR-Fragmente demr nach dem Prinzip der
enzymatischen Kettenabbruchmethode sequenzierg€®anh al., 1977). Dabei wurden die

DNA-Abbruchfragmente durch vier unterschiedlicheofieszenzmarkierte ddNTPs markiert
und mit Hilfe des automatischen Sequenzierers ,BB)* (PE Biosystems, Weiterstadt)

analysiert.

2.4. Elektrophorese von Nukleinsduren

2.4.1. Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agrosegelen

Zur Analyse von DNA-Fragmenten, bzw. deren GroR3stilmenung wurden 1 %-ige
horizontale Agarosegele eingesetzt, welche mit @& ml Ethidiumbromid als
interkalierendes Detektionsreagenz versetzt wargamprook et al, 1989). Vor dem
Auftragen wurden die Proben in 1/ 10 Volumen 10 MADAuftragspuffer aufgenommen
(Maniatiset al, 1982). Als Laufpuffer diente 1 x TBE-Puffer (Sammok et al, 1989). Als
GroRRenstandards wurden eine ,100 bp-Leiter* odeayeratisch verdaut@d-Phagen-DNA

eingesetzt (MBI-Fermentas, Litauen).

2.4.2. Elektrophoretische Auftrennung von RNA in Fomaldehyd-Agarosegelen

Zur Kontrolle der Reinheit und Integritat, bzw. z@inalyse von RNA, wurden 1 %-ige
horizontale Formaldehyd-Agarosegele verwendet. A&ufpuffer diente 1 x MOPS-
Laufpuffer (Ausubelet al, 1989). Die RNA-Proben wurden mit Denaturierungfg und
10 x RNA-Auftragspuffer, welcher mit 1 pg/ ml Ethichbromid versetzt war, gemischt und
fur 15 min. bei 65 °C inkubiert (Ausubet al,, 1989).
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2.4.3. Elektrophoretische Auftrennung in nativen Ptyacrylamidgelen

Dieses Verfahren fand Verwendung bei der elektrogischen Auftrennung der
Reaktionsansétze zur Analyse von DNA-Protein-likigsaen. Hierbei wurden die Ansatze
mit 1/10 Volumen DNA-Auftragspuffer vermischt undn i 7 %-igen nativen
Polyacrylamidgelen bei 70 V mit 1 x TBE als Laufifaufaufgetrennt.

Im Falle von 5’-, 3'-Fluorescein-markierten Sondemrden die Gele im Anschluss an die
Elektrophorese bei Raumtemperatur fur 20 min. iottBlg-Puffer (48 mM Tris, 20 % (v/v)
MeOH, 39 mM Glycin, 3,76 ml/ | einer 10 %-igen SID8sung) inkubiert. Anschliel3end
wurde die DNA mit Hilfe des Elektroblots (Biomet@gttingen) bei einer Stromstarke von
0,7 mA/ cnf auf eine Nylonmembran (Hybond NAmersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
ubertragen. Die abschliel3ende Detektion der DNAlgié nach den Angaben des Herstellers
(ECL-System, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

2.5. Hybridisierung von Nukleinsauren

2.5.1. ,Southern blot*-Hybridisierungen

Die mit Restriktionsendonukleasen gespaltene chsomale DNA wurde in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Nachvwkthode von Southern (1975) wurden die
Fragmente denaturiert und durch einen Kapillarbidt 10 x SSC-Puffer (Sambroait al,
1989) auf eine Nylonmembran (Hybond’,NAmersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
transferiert. Die DNA wurde durch UV-Strahlung reiter Energie von 120 mJ/érauf der
Membran fixiert (UV-Crosslinker, Hoefer, San Frasuwm, USA). Die sich anschlielende
Hybridisierung erfolgte mit Fluorescein-11-dUTP-kiarten DNA-Sonden (siehe 2.2.5.)
Uber Nacht bei 60 °C. Die folgenden Waschschrgtmyie die Antikdrperbehandlung und
Detektion erfolgten nach den Angaben des Herste(ECL-System, Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg).
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2.5.2. ,Northern blot*-Hybridisierungen

Gesamt-RNA vonA. nidulanswurde elektrophoretisch in denaturierenden Foretald-
Agarosegelen aufgetrennt und mit Hilfe des Kapillats auf eine Nylonmembran (Hybond
N*, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) tibertrggesubelet al, 1989). Die Fixierung
der RNA auf der Membran erfolgte mit UV-Strahlungt ®iner Energie von 120 mJ/ém
Uber Nacht fand die Hybridisierung bei 65 °C stafts Sonden wurden DNA-Fragmente
verwendet, die mit Fluorescein-11-dUTP (siehe 2)21tarkiert waren. Die Waschschritte,
die Antikorperbehandlung und Detektion erfolgtercmaAngaben des Herstellers (Gene

Images CDRSystem, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

2.6. Transformation vonE. coli

E. coli DH5a-, bzw.E. coli TOP10F-Zellen wurden nach der CafMethode transformiert

(Hanahan, 1991).

2.7. Transformation vonA. nidulans

Die Transformation vo. nidulanserfolgte nach der Methode von Ballarateal (1983) und

wurde sowohl mit Plasmid-DNA als auch mit lineaB¥NA-Fragmenten durchgefuhrt.

2.8. Transformation vonS. cerevisiae

Die Transformation vorSaccharomyces cerevisidand nach der Methode von I&t al
(1983; modifiziert nach Schiestl und Gietz, 1984t kit al, 1991; Gietzt al, 1992) statt.
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2.9. Liste der verwendeten Oligonukleotide

In Tabelle 3 sind die in dieser Arbeit verwende@igonukleotide aufgefihrt

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (6 3")

ATDevR - 3’ CCG ATG ACC GCC GGT AAT CGATTG CCTTT

ATDevR -5’ TAATTC CCT GGT TCA TGC GGC CGC GAC AC

ATRACE2 GGA GGT AAG GTACGG GGT TG

ATRACES3 GGT ATA CAC CGG CCC ATG CG

ATSBS1 AGG GCG CGA GTC GAC ACT GC

ATSBS2 TGT GGA CGG CTG ACC TGC AG

CCAAT1F CTC GGG GAATTG GTC TAT GCC TCA AAG TAC A&
TAG GTTC

CCAATI1R GAG CCC CTT AAC CAG ATACGGAGT TTCATG TT
ATC CAAG

CCAAT2F CAACTAATT GGT CTAGGATCC TCT ACATACTCT
ACG GCA AC

CCAAT2R GTT GAT TAA CCA GAT CCT AGG AGA TGT ATG A@A
TGC CGT TG

DevR-BamHI-2;3’
DevR-Kpnl-1;5’
DevRNBSIAT
dTcsAPmI3’
dTcsAPmIS’
GSP1AT
HapB-NLS-BamHI
HapB-NLS2-Ncol
HapBNLS2Ncol3’
HapBNLS2Ncol5’
HapBATBamHI
HapBNLSDellBamHI
HapBNLS5’

AGC CAG ACC GGATCC ATC TGT GGG

GTC GAC ACG GGT ACC AAC CAG GGAHagamHIS’
ACC GGC GGT CAT CGG TGT ACT GCA

ATT GGC CTC ACACGT GGATTT

ACA TCA CGT GGT CTT TCT CGG

AGT AGC CAC ATG ACG TGT

TCC CCA GGATCC ATG CCT AGT GGC G
CGC AAAACCATGGCATCTTCATCCG
CCATGG GCC ATC TTC ATC CGA GGG ACE
CCA TGG GCA GAC GAA GTG GCC GCG ATG
CGA AGT GGG ATC CAT GGA GAAGAA G
TGT TGC TCC GGG ATC CCA CAG TAT G
GCA GAC GAA GTG GCC GCG ATG GAG
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HapBNLS3'Sma
HapBNLSDel3’

HapBNLS4Del5’

HapCSeq
HapESeq
Hap2BamHI5’
Hap2Del3’

Hap2Del5’

Hap2Hyb3’

Hap2Ncol3’
KOHapESonde3’
KOHapESonde5’
KOTcsASonde5’
M13 reverse
M13 universal
NFYAGFPSma3’
NFYAGFPSma5’
NFYAGFPHig3’

TCSAZ’
TCSA5S’

B-Gal

CCC GGG CTCGCT TTC GTC GGC ATT GTCRAGGC
GTTTTC GTT ATT GCC ATC ACT GGC CTGRA CGC
AGG TGATCA
AGT GAC AGT TCA CCT GCG CCT CAG GCEST GAT
GGC AAT AAC

AAT CAG GGC TTG GAC CAATC

ATG TAT ACT GCT TAC CCT C
GGA TCC ATG TCA GCA GAC GAAACG GAT G
CAA GAA CCT CCC ACC TTC ACC CAT CGC ATGIT
ATGTCGAGATTCG
TCT CGA CAT AAA CAT GCG ATG GGT GAA GGGGG
AGG TTCTTG
CAT CGC GGC CACTTCGTCTGC TGT TTT TI™TC
TGC TGC AGC TGC
CCATGGTGTTTTTTT GTC TGC TGC AGC TGC

CTC GAG GCC GCC AGATTATGG TGC GATG

CTC GAG GTC GAC AGT CTC TCAACAAC

GTCTTT CTC GGC AGC TAATTC

CAG GAA ACAGCT ATG AC

GTA AAA CGA CGG CCAGT

CCC GGG GGA CAC TCG GAT GAT CTG TGRATTGC

CCC GGG ATG GAG CAG TAT ACA GCA AAC
CAT CGC GGC CAC TTC GTC TGC GGA CACCG GAT
GAT CTG TGT CAT TGC
AAG CTT ATG TCA AGG CGATCA AGG ACCATT GTC
AAG CTT AGA CAC CCA GCT GGA TAAATATGT GCT
AA
CCT CTT CGC TAT TAC GCC
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3. Proteinchemische Methoden

3.1. Analyse von Proteinen

3.1.1. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde Miethode nach Bradford (1976)
angewendet, wobei im Farbereagenz Ethanol anstetieMethanol verwendet wurde. Als
Referenz diente eine Eichkurve mit BSA als Refepenizin.

3.1.2. Elektrophorese von Proteinen

Proteine wurden nach der Methode von Laemmli (19704 %-igen diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt (SDS-PAG). DrebBn wurden vor dem Auftrag
5 min. bei 95 °C in SDS-Probenpuffer (Laemmli, 1p@@naturiert. Der Einlauf der Proben in
das Sammelgel erfolgte bei einer Spannung von 10@ahingegen die Auftrennung im
Trenngel bei 150 V stattfand. Zur Sichtbarmachueg Banden im Gel wurden diese mit
Coomassiefarbelésung (50 % (v/v) MeOH, 7,5 % (#s$igsaure, 0,25 % Coomassie G-250)
und anschlielend zur Kontrastierung mit Entfarheigs(20 % (v/v) MeOH, 7,5 % (v/v)

Essigsaure) inkubiert,

3.2. Analyse von DNA-Protein-Interaktionen mittelsGelretardationsexperimenten

Die Interaktionen von Proteinen mit 5’-, 3’-Fluocegh-markierter DNA wurde mit Hilfe von
Gelretardationsexperimenten (EMSA; ,Electrophorelobility Shift Assay“) analysiert.
Hierbei wurden die markierten Oligonukleotide inemschiedlichem molaren Verhaltnis mit
gereinigtem Protein in ,Shiftpuffer* (Litzkat al, 1996) fir 15 min. bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde anschlieRend durca dugabe von DNA-Auftragspuffer
gestoppt. Die Ansatze wurden in nativen Polyacrydgelen (2.4.3.) elektrophoretisch
aufgetrennt. Unspezifische DNA-Protein Interaktioneiurden durch die Zugabe eines
ca. 10 000-fachen Uberschusses unspezifischer KidompBNA in Form von poly [d(I-C)]

verhindert.
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3.3. Uberproduktion und Reinigung von rekombinantenProteinen

3.3.1. Uberproduktion in E. coli

Die Kulturen desk. colirStammes BL21 (DE3), welche das Plasmid pT7-HagBaien,
sowie die Kulturen deE. col-Stammes DHBE, welche das Plasmid pMALE-HapC, bzw. das
Plasmid pMALE-HapE trugen, wurden bei 37 °C in Z¥%Medium bis zu einer Oy = 0,5
angezogen. Die Induktion zur Uberproduktion derorskinanten Proteine erfolgte mit
0,1 mM IPTG fur 3 Stunden. Nach Ernte durch Zeagdtion wurde das Zellpellet in
eiskaltem Puffer A (10 mM Tris/Cl, pH 7,5; 200 mMa@l, 5 mM DTT) aufgenommen.
Mittels Ultraschall-Behandlung wurden die Zellektea erzeugt. Nach dem sich
anschlieRenden Zentrifugationsschritt bei 30 0g0murden die Uberstande mit den I6slichen

Proteinen fur die Affinitdtschromatographie verwend

3.3.2. Affinitatschromatographische Reinigung mittés ,IMAC*

Die Reinigung des HapBct-Proteins erfolgte mitt®3 A“-Saulen (Qiagen, Hilden). Diese
wurden mit den Proteinrohextrakten beladen und Hieffend die ungebundenen Proteine
durch Waschen nach Herstellerangaben entferntSaatkenmaterial besteht aus gebundenen
zweiwertigen Metallionen (z. B. Kfj), an welche die N-terminalen sechs Histidin-Reste
(,His-tag”) des HapBct-Proteins binden konnen (,lotilized Metal lon Affinity
Chromatography“; IMAC). Das gebundene Protein wunié Hilfe eines Imidazol-
Gradienten (850 — 500 mM) laut Herstellerangabanden Saulen eluiert.

3.3.3. Affinitatschromatographische Reinigung mittés Amylosematrix

Die Reinigung von MALE-HapC, bzw. MALE-HapE aus dBroteinrohextrakten erfolgte
mit Hilfe von Amylosesaulen (New England BiolabsSA). Unspezifisch an die Saule
gebundene Proteine wurden durch Waschen mit PAffeach Herstellerangaben entfernt.
Die Elution des jeweiligen Fusionsproteins erfolgtech Zugabe von Puffer B (Puffer A,

versetzt mit 0,36 % Maltose).
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4. Zytologische Methoden

4.1. Zellkernfarbung in Myzelien

Die A. nidulansPraparate wurden wie unter 1.3.2. beschrieberbieku Zur Zellkernfarbung
wurden die Proben, nachdem das uUberschissige Mediotiernt worden war, mit
30 pl DAPI- (4,6-Diamidino-2-phenylindol) Lésung énschichtet und fur eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. DAPI interkaliert in Agiche DNA-Regionen und farbt auf diese

Art und Weise Zellkerne selektiv an.

4.2. Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der Proben erfolgte mit einem bskop der Firma Zeiss (Axioskop 2,
Zeiss, Jena). Mit Hilfe einer MC 80 DX-Mikroskopkama (Zeiss) wurden die Durchlicht-,
bzw. Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. Dabei wurdiembechte Kunstlichtfilme
(Ektachrome 320T, Kodak, England) verwendet.

Desweiteren wurden die Studien mit Hilfe eines CL3Monfokales Laser Scanning

Mikroskop, Leica, Bensheim) durchgefiuhrt.

5. Bezugsquellen besonderer Enzyme und Chemikalien

Enzyme zur Restriktion, Modifikation und Sequenzigy von DNA stammten von einer der
folgenden Fimen: Eurogentec (Belgien), MBI-Fermenthitauen), New England Biolabs
(USA), Roche Diagnostics (Mannheim) und Stratagéreidelberg). Feinchemikalien
stammten von Fluka (Neu-Ulm), Gibco-Life Technoki(Karlsruhe), Merck (Darmstadt),
Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Minchen). Olgileotide wurden von Sigma-ARK
(Darmstadt) und MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisie
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Ergebnisse

1. Deletion vondevR in A. nidulans

Im Rahmen von Untersuchungen, bezuglich des Voras®ins weiterer bHLH-Proteine in
A. nidulans wurde beim Durchmustern einér nidulansGenbank, mit dem damals schon
bekannteranbH1Gen als Sonde, ein weiteres bHLH-Protein-kodieesn@en, das aldevR
bezeichnet wurde, entdeckt (Reinke, 1998). Es wusddéert, kloniert und sequenziert
(Martic, 1999). Da sich die SequenzahnlichkeiterMengleich mit AnbH1 lediglich auf die
hochkonservierte bHLH-Region beschrankten und &eafe signifikanten Ahnlichkeiten zu
bereits bekannten Proteinen aus anderen Organisareastellen waren, sollte eine Deletion

desdevRGens Aufschlisse Uber dessen FunktioA.inidulansergeben.

1.1. Computeranalyse der Aminosauresequenz von DevR

Eine Analyse mit Hilfe der A. nidulans Datenbank Ifttp://aspergillus-

genomics.org/asper.fls/asper_hkretgab, dasslevRauf Chromosom IV lokalisiert ist. Der
sich anschlieBende Vergleich der Aminosaduresequeon DevR mit weiteren
Proteinsequenzen aus der Proteindatenbank des' ({dkutsches Krebsforschungszentrum;
http://genius.dkfz-heidelberg.pleeigte Sequenzéhnlichkeiten zu einigen wenigerteRren

aus anderen Pilzen, deren Funktion aber gro3temedh unbekannt ist (Abb. 4).

AnDEVR e e e e :
Af DEVR e e e e e :
b16d18_110 1:NACRTSSCKLPLCLAGVLNAPEDNRDSAYYSATCASSKPSCGVGVFTPNCGSNFCPSPI CKT: 60

AnDEVR L e e :
Af DEVR e e e e e e :
b16d18_110 61:SPSPTNTSNLCPPCSHL SSVSSNNSVASNVSPTTPCSACPKRFCRPCSYESCPNCAPLPL: 120

AnDEVR i~ e e e VMNCCI SSLDI NPTSPYHSTNASCTSI VSSLCRERCI STE. . . : 39
Af DEVR i~ e e e MNQGI SSL Al NPASPYHSTNASQT S| VSGLOQRERGI SVDVNV: 42
b16d18_110 121: NSDLEANSRRCSWDSRHSLNCCFNDVRLC. NSPYASCNCSTTSI HCTLCCCRNPRSE. . . : 176

AnDEVR 40: NNTYRCPRYS. CTSPLSPLSSR. . EHRCFAACRTAPAI SSNPRSEI YNAEAPTACLAYAF: 96
Af DEVR 43: NNSYRGPRYS. GI CPLSPL GPRAGEHRSFAAGRTAPAI SSNPRSEI YAAETPTAGLAYAF: 101
b16d18_110 177: MNALTNHRI SNCYCPSAERNPD. . . .. CCSRTRVAPTI TCPATSCI ARAAEPTKCCAVAF: 231
AnDEVR 97:PBPDVS. .. .. TRTCSFERAS. . . . .... ... .. FSRKPS. . .. ........... ATESL: 123
Af DEVR 102: PDPDVARSNSNSSTNDKSCHP. . . ... . ... ... FSRKCS. . ............. TAESL: 133

b16d18_110 232: PEEEI CRVTSSSCSLI DSRRSSI AESLASSHFTNVDSRL PSCCRRLDENYPHRL SSVSADF: 291
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ANnDEVR 124: YKLPANAHHHHTLCGHKGQVRCLI CE. AECHSCSTPYSRTPELRVTHKLAERKRRSENKDCF: 182

Af DEVR 134: AKLPCNVHHH. TLCHKQVRCLI GE. PEPPTSSTPYSRTPELRVTHKLAERKRRSENKECEF: 191

b16d18_110 292: ANPTVHHHHHHSLCHRAI SCLCNEECCSHAGSCPYSRTPELRVSHKLAERKRRTENKELF: 351
bHLH-Region

AnDEVR 183: EALRLRLPSSCNNKSSKWETLTRAI'EYI'NNLEKCVANFRRENEL LHCEL CENRRCLNCGCG: 242

Af DEVR 192: EALRVRLPCSCNNKSSKWETLTRAI EYl CCLEKVL SNARRENDVLRSEVEENRACLNCCC: 251

b16d18_110 352: ECLRCLNPCERCSKASKWEI LTKAI SEHCRVSNHI CVLTSTLHNKEREI EHLRHELCRAG: 411

AnDEVR 243:SN. . . . GCSRTASI FEHHCNP. V@SNGGVHEPAHGPVYTCYS. CSPCAAEEGPRTLPPLN: 296
Af DEVR 252: GCG. AHGHSRPPSI FEHHPNNGPGANGGSHGP. . GPAFSNYCPNSSTVNGEGPRTLPPLV: 308
b16d18 110 412: NEANSLRRSCPAPNCETYCFE. . NRRSCGELP. . . PLRTTLC. . AAAAAPAPCI DANTCV: 464

AnDEVR 297: NCSVAPNCCVQYTCDRR~: 313

Af DEVR 309: NCPVAPNCCVCQYTEDRR~: 325

b16d18_ 110 465: QYEAPRVNCGFRPPEPNRF: 482

Abb. 4: Vergleich der aus der DNA-Sequenz abgeleien Aminosduresequenz von DevR mit anderen
pilzlichen bHLH-Proteinen

Das charakteristische bHLH-Motiv von DevR wird vaendAminosauren 163 — 215 gebildet.

Abklrzungen, Accession-Nummer, bzw. Leserahmen degué&hzen: AnDevR, A. nidulans DevR
(Acc.-Nr.: AJ269479);AfDevR, A. fumigatusDevR (TIGR database contig 4968ttp://tigrblast.tigr.ory
b16d18 110, N. crassa unbekannter Leserahmen b16d18 110 (MIPS databake Hhit 16d18_ 110;
http://mips.gsf.de/proj/neurospgra

So waren die groRten Ahnlichkeiten zu einem pugativProtein ausA. fumigatus
festzustellen. Aufgrund einer Sequenzahnlichkeit ¥2 % auf das gesamte Protein bezogen,
sowie einer Ahnlichkeit von 94 %, die sich auf diearakteristische bHLH-Region bezieht,
handelt es sich hierbei mit groRer Wahrscheinlithken das homologe Protein aus
A. fumigatusund wurde dementsprechend als AfDevR bezeichnetiteiian konnten
geringere Ahnlichkeiten zu einem bisher unbekanfetein aus\. crassa sowie zu ESC1
aus Schizosaccharomyces pomfestgestellt werden, die sich aber hauptsachlich die
konservierte bHLH-Region beziehen. ESC1, das einZRyotein mit bisher bekannter
Funktion ist inSchizosaccharomyces pombedie Induktion der sexuellen Differenzierung

unter Stickstoffmangelbedingungen involviert (Bengéd al, 1993).

1.2. Identifikation von AdevR-Stadmmen

Unter den im Rahmen der Diplomarbeit erhaltenennargrototrophen Stammen, die aus
der Transformation desA. nidulansStammes WG355 mit dem Plasmid pKODevR
hervorgingen, befanden sich 25 Transformantenpdien Wachstum auf AM-Agarmedium

einen Sporulationsdefekt zeigten, sowie 80 Transémten, welche keinen signifikanten
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Phanotyp aufwiesen (Tuncher, 2000). ,Southern biastalysen wurden durchgefihrt, um
Transformanten zu identifizieren, die eine Gendatetim devRGenlocus trugen. Als
Referenz diente der Rezipientenstamm WG355. Nadti#ibss der Detektion der Membran
ergab sich eine Bande, welche eine Fragmentgroffe€ \8okbp aufwies und charakteristisch
fur den entsprechendatevRLocus des Wildtypstammes WG355 war (Abb. 5 B, Spur
Falls das Deletionsplasmid aufgrund eines doppé&tskombinationsereignisses in digvR
Locus integriert worden sein sollte, wirde sichveam Wildtyp abweichendes Bandenmuster
mit einer vorhersagbaren Fragmentgrél3e von 1,6debgktieren lassen (vgl. Abb. 5 A). Die
Analysen ergaben, dass alle hier getesteten Tnmanafden eine Einzelintegration des
Deletionskonstruktes pKODevR indevRLocus aufwiesen, so dass alle untersuchten
Transformanten die Substitution ddevRGens durch daargB-Gen enthielten. Einer der

Stamme wurde als KODEVR bezeichnet und furr dieevert Studien verwendet.

A
500 bp
Chromosom IV (WG355, wt)
K N NS K
— — —
devR  Sonde
Chromosom IMKODEVR, AdevR
K N NS K
r 1
N .__'HS-.onde
argB
B
1 2 3 4 5
-“ < e .
1,6 kbp = e G e S W0

Abb. 5: Identifizierung von AdevR-Stdmmen durch ,Southern blot“-Analysen
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A. Schematische Darstellung der Restriktionskarte dimdRLocus im Wildtyp und der Deletionsmutante,
welche durch den Genaustausch dmvRdurch den SelektionsmarkargB entstanden ist. Abkirzungen: K,
Kpnl; N, Ncd; S, SpH.

B. Die fur die Auswertung relevanten Fragmentlangad gweils auf der linken Seite in kbp angegetigie.
chromosomale DNA des Rezipientenstammes WG355, esawoin vier Transformanten, welche aus der
Transformation mit dem linearisierten 4,3 kbp pKORewragment erhalten wurden, wurden rhtd
restringiert und nach Auftrennung auf einem Agageseauf eine Nylonmembran transferiert. Als
devRspezifische Sonde wurde ein 850 bp DNA-Fragmemtverdet, welches mit den Oligonukleotiden
ATSBS1 und ATSBS2, sowie dem Plasmid KODevR als Matgeneriert wurde. Die Sonde hybridisierte
spezifisch in der 3'-flankierenden Region désvRGens (vgl. Abb. 2). Spur 1: Wildtypstamm WG355;
Spuren 2 — 5: KODevR-Transformanten.

1.3. Phanotypische Charakterisierung deAdevR-Deletionsstammes

Auffallend war, dass die als ,knock out‘-Stdmme nilézierten Transformanten ein, im
Gegensatz zum Wildtyp, unterschiedliches Wachstenmsten aufwiesen. Wahrend auf
AMM-Agarplatten, welche 0,6 M KCI enthielten und vgghnlicherweise bei

Transformationen Verwendung finden, um die Regdmgrader Transformanten zu
ermoglichen, kein signifikanter Unterschied zu arken war, so war auf AMM-Agarplatten
mit einer KCI| Konzentration von 0,007 M KCI ein diécher Unterschied zu beobachten
(Abb. 6). Die Transformanten zeigten ein verringeriWachstum und das Fehlen von

Konidien. Desweiteren war eine Gelbfarbung des Megifestzustellen.

A 0,007 M KCI B 0,6 M KCI
AdevR wit AdevR wt

Abb. 6: Wachstumsvergleich zwischen Wildtyp- und Dietionsstamm auf AMM-Agarplatten mit
unterschiedlichen KCI-Konzentrationen
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Jeweils 16 Konidien des Wildtypstammes WG355, sowie des Delestammes KODEVR wurden auf AMM-
Agarplatten, die mit 0,007 M KCI (A), bzw. 0,6 M K@) supplementiert waren, inokuliert und 72 h Béi°C
inkubiert. Der in Abb. 3 A zu beobachtende sigrafike Unterschied zwischen Wildtyp- und Deletionsstaim
Bezug auf Wachstum und Sporulation wurde durch Zigabe von 0,6 M KCI fast vollstandig wieder
komplementiert (Abb. 6 B). Auch die Gelbfarbung désdiums ist bei erhdhter Salzkonzentration nickehm

vorhanden.

1.3.1. Wachstumstests auf AM-Agarmedien mit unterdgedlicher Zusammensetzung

Um zu Uberpriufen, ob die Komplementation des Detsfphanotyps auf die Anwesenheit der
Kationen (K), bzw. der Anionen (Clim Medium zuriickzufiihren ist, wurden verschiedene
AM-Medien hergestellt, die entweder mit verschiestenKalium-, bzw. Chlorid-
Verbindungen supplementiert waren. Allerdings lisigh unter keiner der gewéhlten
Bedingungen eine Komplementation des Phanotypslerz{Daten nicht gezeigt).

Weiterhin wurden Medien mit dem Deletionsstamm udadet, welche mit 1,1 M Saccharose,
bzw. 1,0 M Sorbitol supplementiert worden warenclAwiese Medienzusammensetzungen
finden zum Zweck der Regeneration von Protopla&mler Transformation voA. nidulans
Verwendung. Wie in den Abb. 7 A und B zu erkennest, iwar eine partielle
Komplementation des Phanotyps mdglich. Jedoch war Effektivitat der getesteten

Substanzen geringer als bei der Komplementatio®&iM KCI (vgl. Abb. 6 A und B).

A 1,1 M Saccharose B 1,0 M Sorbitol

P

Adev wit Adev wit

Abb. 7: Wachstumsvergleich zwischen Wildtyp- und Dietionsstamm auf AMM-Agarplatten, welche mit
1,1 M Saccharose, bzw. 1,0 M Sorbitol supplementieworden waren

Jeweils 16 Konidien des Wildtypstammes WG355, sowie des Dmiestammes KODEVR wurden auf AMM-
Agarplatten, supplementiert mit 1,1 M Saccharosg &w. 1,0 M Sorbitol (B) inokuliert und 72 h b&r °C
inkubiert. Unter beiden getesteten Bedingungereiisé partielle Komplementation des Deletionsphgooty

festzustellen.
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1.3.2. Wachstumstests in Flissigmedium

Um zu untersuchen, ob die Deletion diewvRGens, neben dem Einfluss auf die Sporulation
beim Wachstum auf Agarmedien, auch einen Einflussdas Wachstum im Flissigmedium
besitzt, wurde das AM-Flussigmedium, welches nti0d@,M, bzw. 0,6 M KCI supplementiert
worden war, mit identischen Konidienmengen des [teatenstammes WG355, sowie des
Deletionsstammes KODEVR inokuliert. Das erhalteneyz&l wurde zu definierten
Zeitpunkten geerntet und eine Trockengewichtsbesting durchgefiihrt. Weiterhin wurde
das Medium auf eine eventuelle Verfarbung hin ssiaty.

Zeit [h] AMM [0,007 M KCI] AMM [0,6 M KCI]
WG355 KODEVR WG355 KODEVR
Trockengewicht [g]

0 0,0 0,0 0,0 0,0

12 0,17 (/- 0,01) 0,16 - 0,01) 0,16 - 0,01) 0,157-0,01)

24 0,237/-0,02) | 0,227-0,02) | 0,227-0,02) | 0,217-0,01)

36 0,31{/-0,01) | 0,30{-0,01) | 0,317-0,01) | 0,317-0,01)

48 0,43 (/- 0,01) 0,427-0,02) 0,427-0,01) 0,437-0,02)

60 0,56 {/-0,02) | 055¥7-0,01) | 0,55¥-0,02) | 0,547-0,01)

Tab. 4: Vergleich des Trockengewichts der Stamme W&55 und KODEVR in AM-Flissigmedium mit
unterschiedlichen KCI-Konzentrationen

Jeweils 16 Konidien des Wildtypstammes WG355, sowie des Meisstammes KODEVR wurden in AM-
Flissigmedium, supplementiert mit 0,007 M, bzw. B16<CI, Gberimpft und bei 37 °C inkubiert. Das Myze
wurde zu definierten Zeitpunkten geerntet und ams@bhd fir 24 h bei 80 °C getrocknet. Die
Trockengewichtsbestimmung wurde als Flnffachbestingrurchgefihrt. Die angegebenen Werte sind die aus
den Einzelwerten resultierenden Mittelwerte. In Kiaenn angegeben sind die maximalen Abweichungen der

Einzelwerte vom errechneten Mittelwert.

Wie aus den in Tabelle 4 aufgefuhrten Daten zu rerée ist, lasst sich beziiglich des
Trockengewichtes zwischen Wildtyp- und Deletionsstakein Unterschied feststellen. Auch
eine signifikante Differenz der Trockengewichteuster den beiden gewahlten Bedingungen

nicht zu erkennen.
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So ist festzuhalten, dass die Deletion dEsyRGens ausschliellich einen Effekt auf
Wachstum und Sporulation auf Agarmedium, nicht ahdrdas Wachstum in Flissigmedium
besitzt.

Die einzige Gemeinsamkeit besteht darin, dass irte Fdes Deletionsstammes unter
Niedrigsalzbedingungen (0,007 M KCI) eine Gelbfarpuides Mediums zu beobachten war.
Diese trat bereits nach 24 h ein. Eine Verfarbueg Eediums unter Hochsalzbedingungen
(0,6 M KCI) war nicht zu beobachten. Dies stimmt ohen Ergebnissen tberein, die beim
Wachstum des Deletionsstammes KODEVR auf AMBbarplatten mit unterschiedlichen

KCI-Konzentrationen erzielt wurden.

1.3.3. Bestimmung der Wachstumsrate auf Agarplatten

Um das unterschiedliche Wachstumsverhalten weiteharakterisieren, sowie um feststellen
zu kénnen, bei welcher KCI-Konzentration die maxendomplementierung des Phanotyps
erreicht wird, wurde die Methode der radialen Waamsratenbestimmung nach Trinci
(1971) angewandt. Hierzu wurden jeweil$ Konidien des Wildtypstammes WG355, sowie
des Deletionsstammes KODEVR auf AMM-Agarplatten kitmokuliert und die Agarplatten

bei 37 °C inkubiert. Die KCI-Konzentrationen der gglatten variierten von 0,007 M bis
1,0 M. Der Inkubationszeitraum betrug insgesamiS@énden, alle 12 Stunden erfolgte die
Bestimmung der Koloniedurchmesser, wobei zur sistisen Absicherung der erhaltenen

Daten pro KCIl-Konzentration, eine Zehnfachbestimghdarchgefuhrt wurde.

Zur Demonstration der erhaltenen Werte werden éxemplarisch die Messergebnisse der
beiden Stamme auf AMM-Agarplatten mit KCI-Konzetitvaen von 0,007 M, bzw. 0,6 M in
tabellarischer Form aufgefiihrt. Zur Berechnung datialen Wachstumsrate wurden die
Werte herangezogen, welche sich innerhalb der ma&mWachstumsrate des Organismus
befanden. Dies war bei allen Versuchsansatzen @ispanne zwischen 36 und 72 Stunden
nach erfolgter Inokulation (vgl. Trinci, 1971).
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Zeit [h] AMM [0,007 M KCI] AMM [0,6 M KCI]
KODEVR WG355 KODEVR WG355
Radius [mm]
0 1,49 {/-0,02) | 1,547-0,02) | 1,517-0,02) | 1,547-0,02)
12 1,49 {/-0,02) | 1,547-0,02) | 1,517-0,02) | 1,547-0,02)
24 2,90(/-0,03) | 2,787-0,01) | 2,277-0,03) | 2,417-0,03)
36 7,20(/-0,01) | 8,007-0,03) | 5,417-0,02) | 6,427-0,01)
48 9,81 {/-0,03) | 10,97%-0,02)| 8,127-0,01) | 9,777- 0,03)
60 12,4271/-0,01) | 14,277(-0,02)| 10,527-0,03) | 12,687- 0,02)
72 14,921/-0,02) | 17,547(-0,03)| 13,05%-0,02) | 16,007- 0,01)
84 16,64 {/- 0,03) | 20,40%-0,01)| 14,147-0,03)| 18,187- 0,03)
96 20,58 (/- 0,02) | 25,147%-0,03)| 18,537-0,01) | 23,337- 0,01)
[mm/h] 0,2148 0,2660 0,2103 0,2638
Wachstumsdifferenz 19,25 20,02
[%]

Tab. 5: Bestimmung der radialen Wachstumsrate beierschiedenen KCI-Konzentrationen

10° Konidien der beider. nidulansStamme KODEVR (Mutante) und WG355 (Wildtyp) wurdzuf AMM-
Agarplatten mit einer KCI-Konzentration von 0,007(K), bzw. 0,6 M (B) inokuliert und die Agarplattérer
einen Zeitraum von 96 h inkubiert. Angegeben sindiechschnittsradius von 10 Parallelmessungenijesow
Klammern die maximalen Abweichungen der Einzelwerten errechneten Mittelwert, in mm, die radiale

Wachstumsrate pro Stunde [mm/h], sowie die Differdes Wachstumsunterschiedes in %.

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass der Detstmmm KODEVR ein um 20 %
verringertes radiales Wachstum im Vergleich zum déypstamm aufweist. Die hier
gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ flr allesteten KCIl-Konzentrationen (Daten nicht
gezeigt). Die radiale Wachstumsrate pro Stundeergift zwar in Abhangigkeit von den
eingesetzten KCI-Konzentrationen. Doch bleibt dashdltnis der Wachstumsraten zwischen
Wildtyp- und Deletionsstamm unter allen getest&edingungen identisch.

Weiterhin lasst sich aus dieser Versuchsreihe edkgndass die maximale Komplementation
desAdevRPhanotyps bei einer KC-Konzentration von 0,6 Meefht ist.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Dew eimen grof3en Einfluss auf die
Entwicklung von A. nidulans besitzt, jedoch nicht in das vegetative Wachstum in
involviert ist, da hier und

Flussigmedium keine Untdnsde zwischen Wildtyp-

Deletionsstamm festzustellen waren.



Ergebnisse 50

1.3.4. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Zur besseren lllustration des zytologischen Effekider, im Falle dedevR Deletion, zu
einem totalen Verlust der Fahigkeit der Konidiedbilg fuhrt, wurden
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen defchrt. Die erhaltenen Aufnahmen

sind in Abb. 8 zu sehen.

A. nidulan: Stamm WG355 (wt) A. nidulan: Stamm KODEVR AdevR

AMM AMM (0,6 M KCI
VA o TS o

Abb. 8: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen AesidulansWildtypstammes WG355, sowie des
AdevRStammes KODEVR. Die beiden Stamme wurden fir 6@il8B °C auf AMM-Agarplatten, welche mit

den angegebenen Supplementen versehen waren,ankubi

Die Konidiophoren des Wildtypstammes WG355 zeigteowohl unter Niedrigsalz-
(0,007 M KCI), als auch unter Hochsalzbedingunge® (M KCI) die charakteristischen
zytologischen Merkmale. Demgegentber waren beinetideisstamm KODEVR deutliche
Unterschiede festzustellen. Unter Hochsalzbedingnn@,6 M KCI) zeigte der Stamm auf
AMM-Agarplatten die gleichen charakteristischen kfeale wie auch der Wildtypstamm.
Jedoch traten auf Niedrigsalzmedium (0,007 M KCduttiche Veranderungen auf. Die
Initialisierung des Entwicklungsprogramms verliehsaheinend normal, da sowohl
Konidiophoren, als auch Metulae und Phialiden giilwurden. Doch von den Phialiden
ausgehend erfolgte keine Abschnirung der Konidizattdessen wuchsen diese filamentos
weiter und bildeten einen sekundaren Konidiophareh einem Vesikel an dessen Ende.
Dieser sekundéare Konidiophor erreichte eine Lange bis zu 80 um (vgl. Abb. 9). Die

Anzahl der Metulae war im Vergleich zum Wildtypstarebenfalls reduziert.

Im Weiteren sollten die Auswirkungen deevRDeletion auf die Verteilung der Zellkerne
untersucht werden. Hierzu wurden CLSM-Aufnahmen &sdetionsstammes KODEVR

angefertigt.
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Durchlicht DAPI

fb.Opm

Abb. 9: CLSM- (Confokales Laser Scanning Mikroskop) Aufnahm#es A. nidulans AdevR Stammes
KODEVR, welcher fir 60 h bei 37 °C auf AMM-Agarplatt inkubiert wurde. Die Kernfarbung erfolgte mit
DAPI (3). (1) und (2) zeigen unterschiedliche Faiesebenen der gleichen Hyphe.

Die Analyse der Zellkerne imdevRDeletionsstamm zeigte keine Anomalien beziglich de
Kernverteilung innerhalb des Konidiophors im Verghezu den Daten, welche bei einem
Wildtypkonidiophoren gewonnen werden konnten (sardet al, 1998).

1.3.5. Kreuzungsexperimente

Nachdem gezeigt werden konnte, dass DevR einetuEsnauf die Sporulation, nicht aber
auf das Wachstum in Flussigmedien, besitzt, salitersucht werden, ob DevR auch in den
sexuellen Entwicklungszyklus involviert ist.

Hierzu wurde versucht, den Deletionsstamm KODEVRdam Wildtypstamm OLABLURA
zu kreuzen. DaA. nidulans homothallisch ist, d. h. zur Durchfiihrung einexussglen
Kreuzung keinen genetisch verschiedenen Partnditigensollte auch eine Selbstkreuzung
durchgefuhrt werden.

Doch schlugen in diesem letzten Fall samtliche Mensansatze fehl. Sowohl unter Hochsalz-
(0,6 M KCI), als auch unter Niedrigsalzbedingung®007 M KCI), waren weder die
Bildung von Hiulle-Zellen, noch von Kleistothezien erkennen. Im Gegensatz dazu war die
Kreuzung mit dem Wildtypstamm moglich. DielevR Deletion seggregierte im erwarteten

Verhéltnis (Daten nicht gezeigt).
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1.4. Einfluss von DevR auf die Penicillin-Biosynthee

Um zu untersuchen, ob die Deletion ddsvRGens einen Einfluss auf die Penicillin-
Biosynthese besitzt, wurden der Deletionsstamm K@RKEnd der Wildtypstamm AXB4A

in Fermentationsmedium, welches mit 0,007 M, bz8. @ KCI versetzt war, fur 72 h bei
28 °C mit 250 rpm inkubiert. Nach der Entnahme Idekurtberstandes wurde das erhaltene
Myzel geerntet und zur Ermittlung des Trockengewsdiir 24 h bei 80 °C getrocknet. Die
Bestimmung des Penicillin-Titers erfolgte mit denotBst nach Smitket al (1989). Als
Indikatororganismus dien®acillus calidolactisC953.

ug Penicillin/ g Trockengewicht
Fermentationsmedium Fermentationsmedium
(0,6 M KCI) (0,007 M KClI)
AXB4A (wt) 2,98 (/- 0,03) 2,877~ 0,02)
KODEVR (AdevR) 3,07 (/- 0,02) 2,917-0,01)

Tab. 6: Bestimmung des Penicillin-Titers in Fermentdonsmedium

Die beidenA. nidulansStamme AXB4A und KODEVR wurden in Fermentationsmetmit unterschiedlichen
KCIl-Konzentrationen inkubiert. Die erhaltenen PélcTiter wurden auf die jeweilige Biomasse
(Trockengewicht) bezogen. Zur statistischen Absiamgraer Ergebnisse wurden Dreifachbestimmungen
durchgefihrt.

Sowohl unter Niedrigsalz-, als auch unter Hochsadaigungen lassen sich nur minimale
Unterschiede zwischen dem Penicillin-Titer des Wipd und des Deletionsstammes
erkennen. So bleibt festzuhalten, dass eine DeletesdevRGens keinen Einfluss auf die
Penicillin-Biosynthese besitzt.

1.5. Komplementation deddevR-Deletionsstammes

1.5.1. Komplementation mit demdevR-Wildtypgen

Der im Rahmen der Kreuzungsexperimente erhaltermeni8t KODEVRURA2 AdevR

pyrG89 wurde in einer Co-Transformation mit den PlasmideDevR und pKTB1

transformiert. pDevR tragt das komplettelevRGen inklusive Promotor- und



Ergebnisse 53

Terminatorregion. Das auf dem Plasmid pKTB1 lokalie pyr-4-Gen ausNeurospora
crassa diente als Selektionsmarker. Der Transformatiosatm wurde auf AMM-Agar

(0,007 M KCI), welches nicht mit Uracil supplememtiwurde, ausplattiert und inkubiert.

Abb. 10: Wachstumsvergleich der erhaltenen Transfananten

Jeweils 16 Konidien der Stamme WG355 (Wildtypstamm), KODEVRd¢vRDeletionsstamm) und
KODEVR/DEVR (aus der Transformation mit den PlasmideDevR und pKTB1 hervorgegangener,
komplementierter Stamm) wurden auf AMM-Agarplattgf®,007 M KCI), supplementiert mit den

stammspezifischen Supplementen, inokuliert. Dierplgéten wurden anschliel3end fir 60 h bei 37 °@iirt.

Im Gegensatz zum Deletionsstamm KODEVR, der sein arattteristisches
Wachstumsverhalten auf AMM-Agar (0,007 M KCI) zeigdt bei dem komplementierten
Stamm KODEVR/DEVR eine komplette Komplementatios ékhanotyps festzustellen. Die
Konidienbildung, sowie die radialen Wachstumseigbhafien waren wieder vollkommen

hergestellt.

1.5.2. Komplementation desAdevR-Phanotyps mit einem devR-egfp-Fusionsgen und
Bestimmung der zellularen Lokalisation der DevR-EGIP-Fusion

Zur Bestimmung der zelluldren Lokalisation von DewRrirde derA. nidulansStamm
KODEVRURA2 mit den Plasmiden pLOGODEVR, welchess deomplette devRGen
(As 1 — 310) unter der Kontrolle detetPromotors tragt und mit deagfpGen fusioniert ist
(Abb. 8 A), sowie pKTB1 transfomiert. pKTB1 kodietaspyr-4-Gen audN. crassawelches

als Selektionsmarker Verwendung fand. Die erhatteff@ansformanten wuchsen auf
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AMM-Agarplatten (0,007 M KCIl) wie der Wildtypstammd. h. Wachstum und
Konidienbildung konnten wieder hergestellt werdeniclit gezeigt). Eine dieser

Transformanten wurde als KODEVRLOGO bezeichnetwaider analysiert.

A
otefPromotor devR egfp
B

Abb. 11: Zellulare Lokalisation des DevR-EGFP-Fusiongroteins

A. Schematische Darstellung désvRegfpFusion

B. + C. Fluoreszenz des EGFP-Fusionsproteins in Hypn Phialiden und KonidieC) des devRegfp
exprimierenden Stammes KODEVRLOGO. Die Zellkerne wardet DAPI angefarbt (Abb. B. + C. 3). Die
Aufnahmen erfolgten mittels Lichtmikroskopie (Abb. B C. 1), bzw. Fluoreszenzmikroskopie (Abb. B. + C
2 und 3).
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Die mikroskopische Analyse des Stammes KODEVRLOGWte, dass die DevR-EGFP-
Fusion ausschlieBlich in den Zellkernen der HypHmaliden und Konidien zu finden ist.
Dies steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, sdadSevR eine putative
Kernlokalisationssequenz mit der Sequenz RKRRI1(Ak— 174) besitzt.

2. Herstellung eines Stammes mit induzierbarendevR-Gen

Zur weiteren Analyse der Funktion valevRwurde dasdevRGen mit dem induzierbaren

alcA-Promotors fusioniert.

2.1. Konstruktion des Plasmids palcAdevR

Hierzu erfolgte eine Amplifikation des komplettetlevRGens, exklusive des ATG-
Startcodons und der 3’ flankierenden Region mit @digonukleotiden DevR-BamHI-2;3’
und DevR-Kpnl-1;5’. Mit Hilfe der Oligonukleotide wvden BamHI- und Kpnl-

Restriktionsschnittstellen am 5’-, bzw. 3- Endesd®CR-Fragments eingeflgt. Das
sequenzierte PCR-Fragment wurde anschlielBend denrvektor pAL4 kloniert, dass sich
der alcA-Promotor mit seinem ATG-Startcodon in Phase minh akevRGen befand. Das
resultierende Plasmid wurde als palcAdevR bezeichriger A. nidulans Stamm

KODEVRURAZ2 wurde im Rahmen einer Co-Transformatioit dem erhaltenen Konstrukt
palcAdevR, sowie dem Plasmid pKTB1, welches das @ddektionsmarker dienende

pyr-4-Gen ausN. crassaragt, transformiert.
500 bp

Chromosom IV (KODEVR)

K N N N K

argB Sonde
ALCADEVR

X K
B ] >hllllﬁ'é§;::::::

alcAp Sonde
devRund 3" flankieende Region
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Abb. 12: Insertion der alcAp-devR-Fusion in das Genom

Schematische Darstellung der Restriktionskarte ddsgRlLocus mit deletiertemievRGen (ersetzt durch das
argB-Gen) (A), sowie der ektopischen Integration dierdp-devRFusion in das Genom (B). Abklirzungen: B,
BanHl; K, Kpnl; N, Ncd; P, Pst; X, Xba.

2.2. Identifikation einesalcAp-devR-Stammes

Die erhaltenen uracil-prototrophen Kolonien, dies ader Transformation hervorgingen,
wurden mittels ,Southern blot“-Analysen getestetn dransformanten zu identifizieren,
welche diealcAp-devRFusion trugen. Die Integration des Fusionskonstésikn das Genom,
wuirde zur Detektion einer signifikanten Bande nniiee vorhersagbaren Fragmentgroéf3e von
5,0 kbp fuhren. Als Referenz diente der Rezipiesteamm KODEVRURAZ2. Die Analysen
ergaben, dass die Transformante Nr. 5 das erwdregeiktionsmuster aufwies. Sie enthielt
neben der Deletion deevRGens, welche durch die 1,6 kbp-Bande gezeigt wekidante
(vgl. Abb. 9 A), zusatzlich eine Integration daicAp-devRFusion in das Genom. Diese

Transformante wurde als ALCADEVR bezeichnet unddiérweiteren Studien verwendet.

5,0 kbr— |3

1,6 kbi—|

Abb. 13: Identifizierung von alcAp-devR-Stammen durch ,Southern blot“-Analysen

Die fur die Auswertung relevanten Fragmentlangerd $eweils auf der linken Seite in kbp angegebeie. D
chromosomale DNA des Rezipientenstammes KODEVRURARije von funf Transformanten, welche aus der
Co-Transformation mit den Plasmiden palcAdevR undBK erhalten wurden, wurden miicd restringiert
und nach Auftrennung auf einem Agarosegel auf &lgtonmembran transferiert. Die Sonde hybridisierte
spezifisch in der 3'- flankierenden Region dks/RGens (vgl. Abb. 12 A). Spuren 1 — 5: ALCADEVR -
Transformanten; Spur 6: Rezipientenstamm KODEVRURA?2.
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2.3. Uberexpression dedevR-Gens imAdevR Deletionsstamm
Zur weiteren Charakterisierung dedcApdevRStammes, wurde dieser nun auf AMM-

Agarplatten sowohl unter reprimierenden (4 % (WBhicose), als auch unter induzierenden

Bedingungen (Glycerin und Threonin) inkubiert.

A AMM (Glucose) AI\ML erin/ Threonin)
,f/_-._-. -
\

alcAp-devR alcAp- devR
‘\f‘/ \ /
B AMM (Glucose)

AMMGlycerin/ Threonin)

Abb. 14: Analyse deszdevR-Stammes, welcher mit einem induzierbaremlevR-Gen komplementiert wurde
(AdevR, alcAp-devR)

A. 10° Konidien desA. nidulansWildtypstammes WG355, sowie dakAp-devRStammes ALCADEVR sind
auf AMM-Agarplatten, welche entweder mit Glucosepfimierende Bedingungen), bzw. mit Glycerin und
Threonin (induzierende Bedingungen) supplementierthen waren, inokuliert worden. Die Agarplatten dem
anschlieend 60 h bei 37 °C inkubiert.

B. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen AlesidulansStammes ALCADEVR. Der Stamm wurde auf
AMM-Agarplatten, unter reprimierenden (Glucose)wbzunter induzierenden Bedingungen (Glycerin und
Threonin) fur 60 h bei 37 °C inkubiert.
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Wurde der Stamm unter reprimierenden Bedingungeh, ohit 4 % (w/v) Glucose als einzig
verwertbare Kohlenstoffquelle, inkubiert, so zeiger einen dem AdevRStamm
vergleichbaren Phanotyp. Die Kolonieform des Deletstammes war gezackt, im Gegensatz
zur charakteristischen runden Kolonieform des Wpdt Die Konidiophorenbildung war
drastisch reduziert (Abb. 11 A). Wurde dafcAp-devRStamm hingegen auf AMM-
Agarplatten unter induzierenden Bedingungen (Giypcamd Threonin als verwertbare
Kohlenstoffquelle) inkubiert, so waren Wachstum @mbrulation fast vergleichbar mit dem
des Wildtypstammes (Abb. 11 A). Rasterelektronenoskopische Aufnahmen des Stammes
ALCADEVR untermauerten die Ergebnisse. Unter re@ienden Bedingungen produzierte
der Stamm kaum Phialiden und keine Konidien (AldbB), wie dies auch schon in Abb. 5
gezeigt werden konnte. Unter induzierenden Bediggarhingegen war die charakteristische
Konidiophorenform zu erkennen (vgl. Abb. 5). Dasmv Phanotyp deaddevRStammes
etwas abweichende Erscheinungsbild dalsAp-devRStammes unter reprimierenden
Bedingungen ist auf eine moglicherweise basale &sgion deslcA-Promotors auch unter

reprimierenden Bedingungen zurtickzufuhren.

3. Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts vordevR mittels 5° RACE

Die Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes dewR sowie die genaue Lange und
Lokalisation der beiden putativen Intronen, welah@orangegangenen Arbeiten nur mittels
Computeranalysen ermittelt wurden (Reinke, 1998iplgte mit Hilfe der Methode der
5" RACE (,Rapid Amplification of cDNA ends"). DedevR spezifische Primer GSP1AT
wurde verwendet, um in einer primaren Polymerisetieaktion durch die reverse
Transkriptase einen cDNA-Strang zu erzeugen, welbiee zum 5-Ende dedevRmRNA
reichte. Mit Hilfe des Enzyms ,Terminale Transfexagkonnte an das 5-Ende des cDNA-
Einzelstranges eine poly-C-Sequenz synthetisiert rdeve In  zwei folgenden
PCR-Reaktionen, bei denen die erzeugte cDNA-Sequemz das aus dieser PCR-Reaktion
hervorgegangene DNA-Fragment als Matrize dientearder mit Hilfe der spezifischen
Primer ATRACEZ2, bzw. ATRACES3 und einem poly-G-Oligkleotid, welches spezifisch an
die zuvor synthetisierte poly-C-Sequenz am 5’-Ebhutelet, mittels ,nested PCR" das finale
Fragment erzeugt. Dieses wurde sequenziert undAdenosin als letztes Nukleotid vor
Beginn der poly-C-Sequenz identifiziert (Abb. 12uch die Grof3e und Lokalisation der

beiden Intronen konnten dabei bestimmt werden.
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Mit Hilfe der 5° RACE, sowie der gleichzeitigen Semzierung der genomischen DNA-
Sequenz liel3en sich nun abschlieRend folgende BiggEbbezuglich der DNA-Sequenz von
devRzusammenfassen: Der Transkriptionsstartpunkt ldgt bp vor dem ATG Startcodon.
Das Gen hat eine Gesamtlange von 1089 Nukleotideh ist unterbrochen durch zwei
Intronen mit einer Lange von 92 bp (Intron 1), b&k. bp (Intron 2). Der ORF besitzt eine
GroRRe von 942 bp und kodiert ein Protein, bestelaarsd313 Aminosauren. Die berechnete

molekulare Masse liegt bei 34,9 kDa und der pldia¢n errechneten Wert von 9,64.

devR- RACE -

devR- chrom DNA

devR- RACE -

devR- chrom DNA

devR- RACE -

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA
devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

83

23

144 cccccccct cggecgggagcacagcecgt ct ccgaact t cgett cgcaacccgcet cct geat

cttcggcgggagcacagcecgt ct ccgaact t cget t cgcaacccgct cct geat

t gccct ct ct aaaccagaact acgaggct t cct ¢t caccgcaacagt gt agcggagect g

t gccct ct ct aaaccagaact acgaggct t cct ¢t caccgcaacagt gt agcggagect g

t agaat cccgt cgcagt agt gt cgacagccgc ATGAACCAGCGAATTAGCTCATTGGACA

EEEEEEEErEreer e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
t agaat cccgt cgcagt agt gt cgacagccgc ATGAACCAGCGAATTAGCTCATTGGACA

TTAACCCTACGT CTCCGTACCATAGCACGAAT GCCTCGCAAACCTCTATCGI TTCGAGCT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AACCCTACGT CTCCGT ACCATAGCACGAAT GCCTCGCAAACCTCTATCGT TTCGAGCT

TACAAAGAGAGCGGGGAATCTCCACTGATAACAACACT TACCGGEEECCCTCGGTATTCCG

R R R R AR AR AR AR
TACAAAGAGAGCOGGGGAAT CTCCACT GATAACAACACT TACCGGGEGOCCTCGGTATTCCG

GGACTTCGCCCTTGTCTCCTTTGI CATCGCGT GAACACCGT GGGT TTGCGECTGECCGCA

R R R R R A AR AR
GGACTTCGCCCTTGTCTCCTTGGGT TTGCGECT GRCCGCACAGCACCCGOGATCTCCTCG

CAGCACCOGCGATCTCCT CGAATCCTCGATCCGAAAT CTACAACGCAGAGGCTCCAACTG
RN R R AR AR AR RN RN
TTGTCATCGCGT GAACACCGAAT CCTCGATCOGAAAT CTACAACGCAGAGGCTCCAACTG

CCGGTCTAGCCTACGCCTTTCCTGACCCT GACGT CTCCACACGCACGCAATCATTTGACA

AR R A R R R R R R
CCGGTCTAGCCTACGCCT TTCCTGACCCT GACGT CTCCACACGCACGCAAT CATTTGACA

GAGCTTCCTTCTCTCGCAAACCAAGT GCCACAGAATCTTTGTACA- - - - - === - - - - - - -

AR A AR AR AR R AR
GAGCTTCCTTCTCTCGCAAACCAAGT GCCACAGAATCTTTGTACAgt aact act ccgagt

Intron 1---------mmmm e

cccgtttgccccacggacagcaaggt aggcgacaacat gcgcagagcccagt cgcgacat

AACTACCTGCAAATGCTCACCACCACCACACTTTACAGCACAA
R R R AR AR AR RREEEE AR

gagct aat t gagt gcagAACTACCTGCAAATGCTCACCACCACCACACTTTACAGCACAA
GCAAGT TCGT GGTCTCATAGGGEGAAGCGGAACAACATTCTGGCAGCACGCCTTACAGCAG

RN A A AN A A
GCAAGT TCGT GGT CTCATAGGGGAAGOGGAACAACAT TCT GGCAGCACGCCT TACAGCAG

AACGOCGGAGCT TAGAGT TACGCAT AAACT GGCAGAAAGAAAACGCCOGCAGT GAGATGAA
R RN AR AR AR AR
AACGOCGGAGCT TAGAGT TACGCAT AAACT GGCAGAAAGAAAACGCCOGCAGT GAGATGAA



Ergebnisse

60

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

devR- RACE

devR- chrom DNA

AGATTGCTTCGAGGCCTTGCGT CTTCGT CTTCCATCCAGT CAGAATAACAAGT CCAGTAA

AGATTGCTTCGAGGCCTTGCGT CTTCGT CTTCCATCCAGT CAGAATAACAAGT CCAGTAA

ATGGGAGACACTGACAAGGG: - - - = - - = - - - - - INEFON 2 «--memmmeaacammes

RN AR AR
ATGGEGAGACACTGACAAGCgt aagtt ctt ccgaat gat ct tt ct at t cgat cagggaaa

............... CAATCGAGTACATCAACAACTTGGAGAAACAGGTTGCAAATTTCC

N R AR AR RN ARRRENEN
ct aat t ct ggacaagCAATCGAGTACATCAACAACT TGGAGAAACAGGT TGCAAATTTCC

GTAGGGACAATGAACT CCTACACCAAGAGCT TCAAGAGATGCGGCGCCAGCTCAACCAGC

R R AR R AR A R AR
GTAGGGACAATGAACT CCTACACCAAGAGCT TCAAGAGAT GOGGOGCCAGCT CAACCAGC

AGCAATCTAATGGCCAGTI CACGAACAGCGTCTATTTTTGAGCACCACCAGATGCCTGTAC

RN R R R RN AR ARy
AGCAATCTAAT GGCCAGT CACGAACAGOGT CTATTTTTGAGCACCACCAGATGCCTGTAC

AATCAAAT GGCCAAGT ACAT GECCCT GCGCAT GEECCGGT GTATACCGGT TATAGT GGAT

R R AR A R R A ANy
AATCAAATGGCCAAGT ACAT GGCCCT GOGCAT GGGCCGGT GTATACCGGT TATAGT GGAT

CGCCGGGAGCGECAGAAGAACAACCCCGTACCT TACCTCCCCTGATGAACGGTI TCTGT TG

R R A A A AR AN
CGCOGGGAGCGECAGAAGAACAACCCOGTACCT TACCTCCGCTGATGAACGGT TCTGT TG

CGCCGATGCAAGGT GT GCAGTACACCGAT GACCGCCGGTAA

AR R AR AR AR AR
CGCCGATGCAAGGT GTGCAGT ACACCGATGACCGCCGGTAA

Abb. 15: Vergleich der mittels 5° RACE bestimmten P@®-Sequenzen und der korrespondierenden

genomischen DNA-Sequenz

Beide Sequenzen sind in 53'-Orientierung angegeben. Die kodierenden Sequesiral in GroRbuchstaben,

die beiden Intronen, bzw. der untranslatierte 5’rBkaiptionsstartbereich in Kleinbuchstaben dardieste

4. ,Northern blot*-Analysen

Um zu untersuchen,

ob dadevRGen,

das einen Einfluss auf den asexuellen

Entwicklungszyklus besitzt, jedoch keinen Einflas$ das Wachstum in Flissigmedien zeigt,

entwicklungsspezifisch

Wildtypstammes unter unterschiedlichen Bedingungkmchgefuhrt.

reguliert wird, wurden ,Nuetn

blot“-Analysen

des

Die Anzucht des

A. nidulansStammes WG355 in Flussigmedium, bzw. die Indukten Sporulation erfolgte

wie in Material und Methoden beschrieben (1.3.Rige Proben wurden nach 24 und 48

Stunden geerntet.

Als Kontrollstamm diente dedevRStamm KODEVR, welcher
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24 Stunden in Flissigmedium inkubiert wurde. Zurakse wurden jeweils 5 pg Gesamt-
RNA eingesetzt (Abb.13 A).

A

Abb. 16: ,Northern blot“-Analysen
A. Als ,Northern blot*-Sonde diente zur Detektion €irl kbp DNA Fragment, welches mittels PCR unter
Verwendung der Oligonukleotide DevR-Kpnl-1;5" un@\RNBSIAT, sowie dem Plasmid pDevR als Matrize
synthetisiert wurde.
B. Photographie des Ethidiumbromid-gefarbten Agardsege
Spur 1: WG355, Wachstum fiir 24 h in FlUssigkultur (vege®di Wachstum)

2:WG355, Wachstum fiir 24 h nach Induktion der Spaiuta

3: WG355, Wachstum fiir 48 h in Flussigkultur (vegets Wachstum)

4: WG355, Wachstum flir 48 h nach Induktion der Syadioth

5: KODEVR, Wachstum fir 24 h in Flussigkultur (vegatas Wachstum)

Wie aus Abb. 16 ersichtlich wird, sind die mRNA eatly-state“-Level unter beiden
getesteten Bedingungen ahnlich. Es ist kein Unéedc zwischen dem Wachstum in
Flussigmedium und dem Wachstum unter sporulatiodezierenden Bedingungen
festzustellen. Dass es sich bei der vorliegendendB8aum diedevRspezifische Bande
handelt, ist durch das Fehlen einer solchen in Sphestatigt worden, da die verwendete
Gesamt-RNA des Deletionsstammes KODEVR kein Sigmalder hier verwendetedevR
spezifischen Sonde ergab.

Im Weiteren sollte Uberprift werden, ob BrlA, eieniraler Regulator innerhalb des
asexuellen Entwicklungsweges b&i nidulans(Adamset al., 1998), einen regulatorischen
Einfluss auf die Transkription vasevRausuibt.

Hierzu wurde der temperatursensitive Mutantenstamb83 (OrlIA42) bei einer nicht-
permissiven Temperatur von 42 °C angezogen. Dievemdete Anzuchtmethode war
identisch mit der weiter oben beschriebenen. AlsitRéontrolle diente der Wildtypstamm
WG355, welcher fur 24 h bei 37 °C in Flussigmedinkubiert worden war.
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Abb. 17: ,Northern blot“-Analysen
A. Als ,Northern blot“-Sonde diente zur Detektion €ifil kbp DNA Fragment, welches mittels PCR unter
Verwendung der Oligonukleotide DevR-Kpnl-1;5" un@MRNBSIAT, sowie dem Plasmid pDevR als Matrize
synthetisiert wurde.
B. Photographie des Ethidiumbromid-gefarbten Agardsege
Spur 1: A583, Wachstum fiir 24 h in Flissigkultur (vegetasiwVachstum)

2:A583, Wachstum fir 24 h nach Induktion der Spoioifat

3: A583, Wachstum fiir 48 h in Flussigkultur (vegetes Wachstum)

4: A583, Wachstum fiir 48 h nach Induktion der Spdioia

5: WG355, Wachstum flir 24 h in Flissigkultur bei &7 (Yegetatives Wachstum)

Es ist festzustellen, dass kein signifikanter Ustbred zwischen dedevRmMRNA ,steady-
state“-Mengen der temperatursensitverlA-Mutante, sowie des Wildtypsunter den

getesteten Bedingungen besteht.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dassldad® auf transkriptioneller Ebene keine
entwicklungsabhangige Regulation erfolgt. Die mRis®unter allen getesteten Bedingungen
in vergleichbarer Menge vorhanden. Weiterhin [&ssh aus den erhaltenen Daten ein
Einfluss von BrlA auf die transkriptionelle Regudat vondevRausschliel3en.

5. Herstellung und Analyse einetcsA-Deletion in A. nidulans

Virginia et al. (2000) beschrieben eine Mutante, die einen ahetidPhanotyp aufwies, wie er
auch bei der Deletion vaevRfestzustellen war. Die Disruption diesestasAbezeichneten
Gens, fuhrte zu einem Verlust der Konidienbildun§ AMM-Standardagar. Bei TcsA (,Two
Component System A*) handelt es sich um ein Zweponentensystem, welches sowohl
eine Histidin-Kinase-Domaéane, als auch eine Resp&sgpilator-Domane aufweist. Neben
dem inN. crassabeschriebeneNIK-1 (Alex et al.,1996; Schumachaeat al.,1997) war dies

erst das zweite potentielle Zweikomponentensystesiches in filamentds wachsenden
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Pilzen beschrieben wurde. In Prokaryonten sind Keraponentensysteme hingegen weit
verbreitet.

Die Morphologie der Kolonien vottsAMutanten auf AMM-Agar einerseits, sowie die Form
der Konidiophoren andererseits waren sehr ahnlicden Phanotypen, die bei der Deletion
desdevRGens beobachtet werden konnten (Virgietaal., 2000; vgl. Abb. 6 und 7). Auch
liel3 sich detcsAPhanotyp durch Zugabe von 1,0 M Sorbitol suppnierie Dieses Ergebnis
deckt sich ebenfalls mit den Daten, die bei demphgischen Charakterisierung dsdevR
Stammes erhalten wurden (vgl. Abb. 8). Es stellieh ssomit die Frage, ob ein
Zusammenhang zwischen TcsA und DevR besteht.

Da es sich bei der von Virgingt al. (2000) beschriebenen Mutante nur um eine Disrd@tan
handelte, bei der ca. 450 bp der kodierenden Redionh daspyr-4-Gen ausN. crassa
ersetzt worden waren und deshalb nicht auszusemiefar, dass eine Deletion des gesamten
Gens einen anderen Phanotyp besitzen wirde, wastes®Gen inA. nidulansdeletiert.

5.1. Herstellung einedcsA-Deletionskonstruktes

Die Herstellung eines Konstruktes zur Deletion tsshGens inA. nidulanswurde nach
folgendem Schema durchgefuhrt: Mittels PCR, wobeilteiden Oligonukleotide TCSA3'’
und TCSA5’, sowie chromosomale DNA ahs nidulansVerwendung fanden, wurde ein
3,6 kbp Fragment synthetisiert. Dabei wurden arddreiEnden des Fragmenteadlll-
Restriktionsschnittstellen eingefiigt. Das Fragmemtglches anschlielend in den
pCR®2.1TOPO-Vektor kloniert wurde und zu dem rekombtearPlasmid pTATcsA fihrte,
enthielt das komplettécsAGen, sowie 800 bp des 5-untranslatierten, bzw) B des
3’-untranslatierten Bereiches. Mit den Oligonukidenh dTcsAPmMI3’ und dTcsAPmI5’, sowie
dem Plasmid pTATcsA als Matrize, wurde in einer ter@n PCR ein 5,1 kbp Fragment
generiert, welches das gesamte Plasmid, ausgenondaenkomplettetcsAStrukturgen
enthielt. Bei diesem Versuchsschritt wurden wahmgrdP CRPmll-Restriktionsschnittstellen
an beide Enden des Fragments eingefugt. Als Setektiarker fur die Transformation von
A. nidulansdiente dasargB-Gen. Dieses wurde von einem 1,8 kbp grof3en DN/ApRent
kodiert, welches durch enzymatische Spaltung desnfitls pTA-argB mit Hilfe des
Restriktionsenzyms\rul erhalten wurde. Anschlielend wurde das 1,8 kbp3grDNA-
Fragment in das 5,1 kbp grof3e Vektorfragment, vesctuvor mitPmll restringiert wurde,
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ligiert und so das finale KonstrukiaApcsA generiert. Die Richtigkeit dieses Konstruktes

wurde mittels Restriktionsanalyse Uberpruft.

5.1.2. Deletion vortcsA in A. nidulans

Als Rezipientenstamm fir die Deletion déssAGens diente detA. nidulansStamm

RMSO11. Dieser wurde mit einem linearen 3,5 kbp DRAgment, welches aus der
Restriktion des PlasmidsapcsA mit Hindlll erhalten wurde, transformiert. Es enthielt die
5'-, bzw. 3'-flankierenden Bereiche detsAGens, sowie das als Selektionsmarker

fungierendeargB-Gen.

5.1.3. Identifikation von AtcsA-Stammen
A 500 bp
Chromosom V (RMSO11, wt)
X X

j '

tcsA  Sonde

Chromosom ‘ (ATCSA, AtcsA)

0,8 KD[—| ssme

Abb. 18: Identifizierung von A tcsA-Stdmmen durch ,Southern blot“-Analysen
A. Schematische Darstellung desALocus vor und nach der Substitution desAGens durch daargB-Gen.
Abkulrzung: X,Xmn



Ergebnisse 65

B. Die fur die Auswertung relevanten Fragmentlangad gweils auf der linken Seite in kbp angegeli2ie.
chromosomale DNA des Rezipientenstammes RMSO1l1ljesoon einer Transformante, welche aus der
Transformation mit dem linearisierten 3,5 kkprpsA-Fragment erhalten wurden, wurden Kt restringiert
und nach Auftrennung auf einem Agarosegel auf Bipenmembran transferiert. AlesAspezifische Sonde
wurde ein 700 bp DNA-Fragment verwendet, welchesdan Primern KOTcsASonde5’ und TCSA3', sowie
dem Plasmid fTcsA als Matrize generiert wurde. Die Sonde hybiddie spezifisch in der 3’- flankierenden

Region descsAGens. Spur 1: Rezipientenstamm RMSO11; SpaifZSA-Transformante.

In Abb. 18 A ist die Lokalisation ddssAGens im Wildtypstamm, sowie die Situation nach
erfolgreicher Deletion destcsAGens im Deletionsstamm schematisch dargestellt.
Computeranalysen ergaben, dasstds&Gen auf Chromosom V lokalisiert ist.

Unter den arginin-prototrophen Kolonien, befandaech s16 Transformanten, die beim
Wachstum auf AMM-Agar einen Sporulationsdefekt aasen, wie er auch von Virginia
et al. (2000) beschrieben wurde, sowie 35 Transformanteiche keinen offensichtlichen
Phanotyp aufwiesen. ,Southern blot“-Analysen wurdenchgefuhrt, um Transformanten zu
identifizieren, die eine Gendeletion irttsALocus trugen. Als Referenz diente der
Rezipientenstamm RMSO11. Nach Abschluss der Detelder Membran ergab sich eine
Bande, welche eine Fragmentgrof3e von 0,8 kbp asfwied charakteristisch flr den
entsprechendetcsALocus des Wildtypstammes RMSO11 nach erfolgtem-Restriktion
war (Abb. 18 B, Spur 1). Falls das Deletionsplasnadfgrund eines doppelten
Rekombinationsereignisses in desALocus integriert wurde, wirde sich ein vom Wildtyp
abweichendes Bandenmuster mit einer vorhersagb&mgmentgrole von 1,3 kbp
detektieren lassen. Die Analysen ergaben, dasshidie getestete Transformante eine
Substitution descsAGens durch daargB-Gen aufwies. Dieser Stamm wurde ABCSA
bezeichnet und fir die weiteren Studien verwendleb( 18 B, Spur 2).

5.2. Phanotypische Charakterisierung deAtcsA-Deletionsstammes

Wie schon bei der von Virginiet al. (2000) beschriebenen Mutante, zeigte auch die iDalet
des gesamten kodierenden Bereiches ts#&Gens ein, im Gegensatz zum Wildtyp,
unterschiedliches Wachstumsverhalten. Auf AMM-Ageigte destcsADeletionsstamm ein

verringertes Wachstum, wobei die Kolonien, im Veigh zum Wildtyp, ebenfalls einen
gezackten Rand aufwiesen. Auch war ein voélligesldrelvon Konidien zu beobachten.

Hingegen wurde der beschriebene Phanotyp auf AMMrplatten, welche entweder 0,6 M
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KCI, bzw. 1,0 M Sorbitol enthielten, fast vollstagdvieder komplementiert (Daten nicht
gezeigt, vgl. Abb. 6 und 7; Virginiet al.,2000).

6. Interaktionen zwischen DevR und TcsA

Um untersuchen zu kénnen, ob zwischen DevR und BisAZusammenhang besteht, bzw.
ob devR als potentielles Zielgen durch TcsA reguliert wigbllte ein Stamm generiert
werden, welcher eine Deletion irttsAGenlocus besitzt, gleichzeitig aber auch eine

devRegfp-Genfusion exprimiert.

6.1. Generierung des Plasmids pDEVRLOGOpaba und Tmasformation desA. nidulans-
StammesATCSA

Das 3,9 kbp DNA-Fragment, welches gebaAlGensequenz tragt und als Selektionsmarker
fur die Transformation dedA. nidulans StammesATCSA dienen sollte, wurde zur
Vermeidung einer Co-Transformation und damit zuissieeen Selektionierbarkeit der
erhaltenen Transformanten, in den mit Hilfe destit@é®nsenzymsEcdRV linearisierten
Vektor pDEVRLOGO, welcher diedevRegfp-Genfusion tragt, kloniert. Die erhaltenen
Transformanten wurden auf paba-Prototrophie, sosiiee Expression des DevR-EGFP-

Fusionsproduktes hin selektiert.

6.2. Untersuchung des Einflusses der Deletion déssA-Gens auf die Lokalisation des

DevR-EGFP-Fusionsproteins

Wie in Abb. 16 deutlich zu erkennen ist, ist dasvRd&GFP-Fusionsprotein eindeutig im
Cytoplasma lokalisiert. Die Deletion desAGens verhindert den Eintritt von DevR in den
Zellkern. Im Gegensatz dazu jedoch ist das Fusrotsip im Wildtypstamm ausschliel3lich
im Zellkern lokalisiert (vgl. Abb. 11 B und C).



Ergebnisse 67

Abb. 19: Lokalisation des DevR-EGFP-Fusionsproteingm AtcsA-Stamm LOGOTCSA
Die Zellkerne wurden mit DAPI-L6sung angefarbt (3).ieDAnalyse der Proben erfolgte mittels

Lichtmikroskopie (1), bzw. Fluoreszenzmikroskopieu(®i 3).

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass TcsA irRdgulation der Lokalisation von DevR
involviert ist. Weiterhin lasst sich festhalten, sda beide Proteine mit groRRer

Wahrscheinlichkeit zum selben Signaltransduktiorgsgehoren.

7. CCAAT-Bindungsstudien mittels EMSA (,Electrophoretic Mobility Shift Assay*)

Eine Analyse der Promotorregion vatevR ergab die Anwesenheit von zwei CCAAT-
Bindemotiven. Box 1 (ATTGG) ist 212 Basenpaare Bod 2 (ATTGG) 156 Basenpaare vor
dem Transkriptionsstartpunkt lokalisiert. Bei deCAAT-Box handelt es sich um ein
evolutionar hochkonserviertes Element, welches ukags/ontischen Promotoren weit
verbreitet ist (Bucher, 1990).

Mittels EMSA-Studien sollte untersucht werden,ddy AnCF-Komplex, welcher als an die
CCAAT-Box bindender Transkriptionsfaktor identigzt worden warjn vitro an eine der
beiden CCAAT-Boxen bindet und somit als weiteregiator vondevRin Frage kommen

kdénnte.

7.1. Uberproduktion und Affinitatsreinigung der Proteine HapBct, MalE-HapC und
MalE-HapE

Die Plasmide pMalE-HapC, bzw. pMalE-HapE tragen ldienpletten kodierenden Bereiche
von hapC (As 1 — 186) undhapE (As 1 — 265), welche translational an aaslE-Gen aus
E. coli fusioniert sind (Katcet al, 1998). Die Konstrukte erlauben hohe Syntheserdes

beiden Proteine mit einer molekularen Masse vok® (MalE-HapC), bzw. 71 kDa (MalE-
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HapE), welche unter Verwendung von Amylosematrixi&a in hoher Reinheit gewonnen
werden kénnen (Abb. 17). Der C-terminale Bereich t#apB (26 kDa), welcher N-terminal
an einen sogenannten ktRest fusioniert war, konnte mittels ,NTA"-S&ulem rieiner Form
gewonnen werden (Abb. 20). Das etwas langsameré/édualten des HapBct-Proteins im
SDS-Polyacrylamidgel lasst sich moglicherweise dain basischen pl (9,77) des Proteins

erklaren, was zu einer verzégerten Wanderungsgésdigkeit fihren kénnte.

1 2 3
94 kDa-
67 kDa— oy
43 kDa=
30 kDa—

w—

Abb. 20: Analyse der gereinigten rekombinanten HapBt-, MalE-HapC- und MalE-HapE-Proteine
Die fur die Auswertung relevanten molekularen MassekDa des Proteingrof3enstandards (nicht gezsiigd)
jeweils auf der linken Seite angegeben. Ausgewdtlitatfraktionen der Reinigungen wurden in einem SDS

Polyacrylamidgel aufgetrennt. Spur 1: HapBct; ShuvlalE-HapC; Spur 3: MalE-HapE.

7.2. Bindung des AnCF-Komplexes an die CCAAT-Sequeen, welche innerhalb der

devR-Promotorsequenz gefunden wurden

Um untersuchen zu kdnnen, ob der AnCF-Komplex mit @CAAT-Sequenzen in ddevR-
Promotorregion interagieren kann, wurden die drgiénsproteine in &quimolaren Mengen
gemischt und mit unterschiedlichen Mengen der Qilidggeotidpaare CCAAT1F/R
(CCAAT-Box 1), bzw. CCAAT2F/R (CCAAT-Box 2) inkubie Die Oligonukleotide lagen
in 5’-, 3'- endstandig mit Fluorescein gekoppeltesrm vor (MWG-Biotech, Ebersberg).
Arbeiten von Steidl (2001) zeigten, dass die MatBtéinanteile, die an HapC und HapE
fusioniert waren, nicht mit der Bildung des CCAAIntlenden Komplexes interferieren.
Somit konnte auf eine Abspaltung dieser, einzigRiginigung der beiden Proteine dienenden

Komponenten, verzichtet werden.
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A B

DNA-Protein- _ ~ ‘

Komplex

- ungebundenes_ : ‘
DNA-Fragment ‘ éhJ“

1 2 3 4

Abb. 21: EMSA zum Nachweis der Bindung des AnCF-Komplexes an die beiden CCAAT-Sequenzen im
Promotorbereich vondevR

In Abb. 21 A wurde das Oligonukleotidgemis@CAAT1F/R (CCAAT-Box 1) und in Abb. 21 B das
Oligonukleotidgemisch CCAAT2F/R (CCAAT-Box 2) als BNKomponente eingesetzt. In Spur 1 war jeweils
ein Kontrollansatz ohne Protein als Negativkongr@ufgetragen worden. Der AnCF-Komplex wurde iregin
molaren UberschuR von 50- (2), 20- (3), bzw. 10{¢4h zum jeweiligen Oligonukleotidgemisch zugegreb

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass der AnCHpkxxim vitro in der Lage ist, an beide
im Promotorbereich vodevRIokalisierten CCAAT-Sequenzen zu binden. Es wyedi®ch

hiermit nur der Nachweis daflr erbracht, dass diesaktionin vitro moéglich ist. Ob diese
Reaktion auclin vivo stattfindet und in welchem Mafl3e der AnCF-Komplexlie Regulation

von DevR involviert ist, wird ein Schwerpunkt we#e Untersuchungen sein mussen.

8. ldentifikation einer Kernlokalisationssequenz (NLS) in HapB

HapB ist Bestandteil des sogenannten heterotrim@né&-Komplexes irA. nidulans Dieser
zur Klasse der Transkriptionsfaktoren zahlende Kempliegt in Eukaryonten in
hochkonservierter Form vor. Er setzt sichAinnidulansaus den drei Untereinheiten HapB,
HapC und HapE zusammen. Diese werden bendétigt, urmenefunktionalen DNA-
Bindekomplex ausbilden zu konnen, welcher mit dem den Promotorregionen

eukaryontischer Organismen vorkommenden CCAAT-Bimakév interagiert.
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Die bisher erhaltenen Daten beziglich der zelluld@rekalisation des AnCF-Komplexes,
weisen auf die Anwesenheit einer Kernlokalisatiensenz (NLS) innerhalb der Sequenz der
HapB-Untereinheit hin (Steidl, 2001). Computerasaly bestatigten die Anwesenheit von
zwei putativen Kernlokalisationssequenzen innertddb HapB-Proteins (Abb. 23). Beide
befinden sich innerhalb des C-terminalen Bereiates Proteins, wobei die putative NLS1
innerhalb eines hochkonservierten Bereiches anggsiest (As 279 — 281), welcher groRRe
Ahnlichkeiten zu HapB homologen Proteinen andetdreher Organismen, wi®. cerevisiae
(Hap2), bzw. des Menschen (NF-YA) aufweist (Abb).22ie zweite putative NLS, welche
im Weiteren als NLS2 bezeichnet wird, befindet sitleiner Region, die keine signifikanten
Ahnlichkeiten zu anderen HapB Homologen, ausgenamwetererAspergillusArten, wie

A. fumigatus, A. nigerbzw. A. oryzae aufweist (Abb. 23). Sie umfasst die Aminosauren
322 - 328.

Zur exakten Charakterisierung der Kernlokalisatsgagienz von HapB iA. nidulanswurden

diverse HapB-EGFP-Fusionskonstrukte generiert.

AnHapB  210: PP. CHPVCGTGTSPDNVVPSCGAEESPL YVNAKGFHRI LKRRVARGKLEEGLRLTSKCGRKPY: 268
AoHapB  210: PPPQPAVOQSQPSPDNVAVGAVEESPL YVNAKQFHRI L KRRVARQKL EEQL RL TSKGRKPY: 269
ScHap2  143:.Q..PNLGS. . ... DVLGTAI AEQPFYVNAKQYYRI LKRRYARAKLEEKLRI SRE. RKPY: 194
NFYA 240: VPGAGSVPAI QRI PLPGAEM.EEEPLYVNAKQYHRI LKRRQARAKLEAEGKI PKE. RRKY: 298

AnHapB  269: LHESRHNHAMRRPRGPGGRFL TADEVAAMEKKNAAGGQENADPNASKAVSDSSPASQKRK: 328
AoHapB  270: LHESRHNHAMRRPRGPGGRFL TADEVANL EKKNNAGGQENVD. . S. KPTGENPPSAQKRK: 326
ScHap2  195: LHESRHKHAMRRPRCEGGRFLTAAEI KAVKSKK. SGASDDPD. . . ... .. DSHED. . KKI : 243
NFYA 299: LHESRHRHANVARKRGEGGRFFSPKEKDSPHMQD. . . . PNQAD. . . . ... ........ EEA: 339

AnHapB  329: ASDGNNENPNSAKKAKT GAQKASNNADESEAESGGPSDEDG: 369
AoHapB  327: SSDVNDENTNSAKKAKT SVAKTSTSAEESEHESAEPSDEDG: 367
ScHap2  244: TTKI | QEQPHATSTAAAADKKT ~~~~~~~~~~~~~~mm~~~ £ 265
NFYA 340: MTQl | RVS~~~~~~~~mmmmm s s - 347

Abb. 22: Sequenzvergleich der HapB-Aminosauresequeraus verschiedenen Organismen

Dargestellt ist der C-terminale Bereich der betmeffen Proteinsequenzen. Identische Aminosaurengsand
unterlegt. Abkirzungen und Accession-Nummern: ArBiaf. nidulansHapB (Acc.No. AACD01000129);
AoHapB, A. oryzaeHapB (Acc.No. AB101430); ScHap&. cerevisiaeHap2p (Acc.No. P06774); NFYA,
Humanes NF-YA (Acc.No. NM_021705).
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601/ 201 631/ 211

AGA CCT TCA GIG CCT CCG CCG ATG CCA CCT CCT CAG CAC CCC GIT CAG CAG ACG CAA ACT
R P S V P P P M P P P Q H P V Q Q T 0O T
661/ 221 691/ 231

TCC CCA GAC ATG ATG CCT AGT GGC GCA GAG GAG TCG CCA TTG TAC GIG AAT GCA AAA CAG
s P D M M P S G A E E S P L Y V N A K O
721/ 241 751/ 251

TTT CAC CGT ATC CTC AAG CGA CGC GIT GCG CGA CAG AAA TTA GAA GAA CAG TTA CGA CTC
F H R | L K R R V A R Q K L E E O L R L
781/ 261 811/ 271 putative NLS1

ACA TCT AAA GGI CCC AAA CCG TAT CTC CAT GAG TCC CGI' CAC AAC CAC GCG ATG|CGTI CG&C
T S K G R K P Y L H E S R H N H A M |[R_ R
841/ 281 871/ 291

CCC CGA| GEC CCC GGC GGT CGA TTC CTG ACC GCA GAC GAA GIG GCC GCG ATG GAG AAG AAG
P R |G P G G R F L T A D E V A A M E K K
901/ 301 931/311

AAT GCT GCA GGI' GGA CAG GAG AAT GCA GAT CCG AAT GCT TCA AAA GCG GIC AGT GAC AGT

N A A G G Q E N A D P N A S K A V S D S
961/321 putative NLS2 991/ 331

TCA[CCT GCG TCT CAG AAA CGC AAA GCC AGT GAT GGC AAT AAC GAA AAC CCT AAC TCT GCG
S /[P AS Q K R K|/A s D G N N E N P N S A

1021/ 341 1051/ 351

AAG AAA GCA AAG ACC GGC GCC CAG AAA GCC AGI AAC AAT GCC GAC GAA AGC GAG GCA GAG
K K A K T G A Q K A S N N A D E § E

1081/ 361

TCC G&C GGT CCC

TCG GAT GAA GAT GCC TGA
s G G P S D *

E D G

Abb. 23: Nukleotid- und Aminosauresequenz von HapBusA. nidulans

Die Zahlen geben die Position der Basen, bzw. Andine im Bezug auf das ATG-Startcodon, bzw. das
priméare Methionin an. Die Sequenzen, welche diatpugn Kernlokalisationssequenzen symbolisierend si
umrandet. Die Sequenz der hochkonservierten Regian,signifikante Ahnlichkeiten zu anderen HapB-

Homologen besitzt, ist kursiv dargestellt.

8.1. Herstellung der Plasmide pHapBNLS2 - 4, sowialer damit generierten

A. nidulans-Stamme

Die Plasmide pHapBNLS2 und pHapBNLS3 wurden mit fedilder Primerpaare
HapB-NLS-BamHI und HapB-NLS2-Ncol, bzw. HapBATBamihd HapB-NLS2-Ncol,
sowie dem Ausgangsplasmid pBShapB4.0 als Matrie€@&R-Reaktion generiert und in den
pCR2.1TOPG3-Vektor kloniert. Das Plasmid pHapBNLS4, wurde natgr Methode von
Higuchi et al. (1988), unter Verwendung der Primer HapBNLSBamHépB-NLS2-Ncol,
HapBNLS4Del3' und HapBNLSDel5’, sowie der Matrizé&8%hapB4.0 synthetisiert und
ebenfalls in den pCR2.1TOP&/ektor kloniert. Zur Kontrolle der Richtigkeit aii PCR-
Produkte wurden diese sequenziert. AnschlieReralgéef die Klonierung der mit Hilfe der
RestriktionsendonukleaseBanH!l und Ncd erhaltenen Fragmente in den ebenfalls mit
BanHl und Ncd behandelten Vektor p123. Dabei wurden die betrefén Fragmente ,in

frame“ zwischen die Sequenzen degefPromotors, bzw.egfpGens positioniert. Zur
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Vermeidung einer Co-Transformation, bzw. zur bessddentifizierung derA. nidulans
Transformanten, wurden die bei der Restriktion rvul und EcdRV erhaltenen
otep-hapBegfpKassetten in den mBma restringierten Vektor pKTBL1 ligiert. Dieser tragt
als selektierbaren Marker dpgr-4-Gen aus\. crassa.

Der A. nidulansStamm AXB4A2 wurde fur die Transformation der darschiedenehapB-

egfpGenfusionen tragenden Konstrukte verwendet.

50 As

Lokalisation
putative NLS1 NLS2

HapB Il b 36 Zellkern
HapBNLS1 Cytoplasma
HapBNLS2 1224 X X 369 Zellkern
HapBNLS3 Zellkern

AAs 326 - 328

1 369
HapBNLS4 | ; a— @ Cytoplasma

Abb. 24: Schematische Ubersicht der verschiedeneraldB-EGFP-Konstrukte, sowie deren Lokalisation

Die putativen Kernlokalisationssequenzen 1 undn@ siurch Sterne dargestellt. Der Stamm HapBNLS4 trag
eine HapB-EGFP-Fusion, bei der die Aminosauren 3288-des ansonsten kompletten HapB-Proteins deletie
wurden.

8.2. Analyse der Lokalisation der HapB-EGFP-Fusiorgroteine in den erhaltenen

A. nidulans-Stammen

Wie schon in vorherigen Arbeiten beschrieben, & Komplette HapB-Protein, welches mit
dem lumineszierenden Fluoreszenzmarker EGFP fusiomiurde, im Zellkern lokalisiert
(Abb. 25 A). Eine Deletion der putativen NLS1 zeiddeinen Einfluss auf die Lokalisation
des Fusionsproteins. Im Stamm HapBNLS3 ist es alisBtich im Nukleus lokalisiert
(Abb. 25 D). Dies deutet darauf hin, dass die pe#alNLS1, welche sich innerhalb des

hochkonservierten Bereiches von HapB befindet, tnicin die Lokalisation von HapB
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bendtigt wird. Im Gegensatz dazu zeigt eine Datetier putativen NLS2 einen deutlichen
Effekt auf die Lokalisation des Fusionsproteins. $tamm HapBNLSL1 ist eine eindeutige
Lokalisation im Cytoplasma festzustellen. Um diekegebnis zu untermauern, wurde das
Plasmid pHapBNLS4 generiert, wobei aus dem ansorigtenplettenhapB-Gen lediglich
drei Aminosauren (KRK, As 326 — 328), welche sichdrhalb der putativen NLS2 befinden,
deletiert wurden. Der daraus resultierende StamnpBN&S4 wies eine eindeutige
Lokalisation des HapB-EGFP-Fusionsproteins im Cigsma auf (Abb. 25 E). Dies deutet
darauf hin, dass diese drei Aminosauren, die siderhalb der NLS2 befinden, eine grol3e
Bedeutung fur die Lokalisation des HapB-Proteinsitaen. Weiterhin lasst sich aus den
erhaltenen Daten schliel3en, dass HapB eine moitep&ernlokalisationssequenz besitzt, die

fur den Transport in den Zellkern verantwortlich is

A HapB

B HapBNLS1

1
C HapBNLS2 |

I g i+

s
E HapBNLS4/“-- e ) NI

Fig. 25: Zellulare Lokalisation der verschiedenen HpB-EGFP Fusionsproteine
Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (3). Bleoben wurden licht- (1), bzw. fluoreszenzmikrqsikoh

(2 und 3) analysiert. Die betreffend@nnidulansStdmme sind auf der linken Seite notiert.

9. Untersuchungen bezuglich einer nuklearen Exporesjuenz (NES) innerhalb der

Untereinheiten des AnCF-Komplexes irA. nidulans

Bei Versuchen mit menschlichen NIH3T3-Zellen wurfstgestellt, dass NF-YC, das
humane Homologe zu HapE afisnidulans wéhrend des Zellzyklus sowohl im Cytoplasma,
als auch im Zellkern lokalisiert ist (Frontiat al.,2004). Durch Zugabe von Leptomycin B,

konnte ein Export von NF-YC aus dem Zellkern vedeirt werden, was die Autoren zur
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Aussage veranlasste, dass NF-YC eine nukleare BSqgoprenz (NES) besitzt (Frontiet al.,
2004). Leptomycin B, eine ungesattigte, verzwekegésaure, ist ein bedeutendes Hilfsmittel
bei Studien des nuklearen Exports. Durch Interaktmoiber Cysteinreste bindet es an CRM1
und verhindert so das Erkennen und Binden des iRsoéa Zielproteine, welche eine NES

besitzen und verhindert somit auch den TranspaZiproteins aus dem Zellkern.

Die Bestimmung einer NES ist relativ schwierig, desher nur sehr wenig Uber die
charakteristischen Strukturmerkmale bekannt isteEiomputeranalyse der Proteinsequenzen
von HapC und HapEh(tp://psort.nibb.acjp ergab kein positives Ergebnis bezuglich des

Vorhandenseins einer putativen NES. Das gleicheling wurde auch auf der Basis einer
postulierten NES von Nagitet al (2003) erhalten. Lediglich beim Vergleich mit dern
Miyaji-Yamaguchi et al (2003) postulierten NES, welche flr Naplp &iscerevisiae
gefunden wurde, konnte bei HapC, nicht jedoch baplE dem NF-YC Homologen, eine

Region mit einer gewissen Ahnlichkeit bestimmt vesrd

Wie bereits erwahnt, interagiert Leptomycin B séiekit Cysteinresten und verhindert so
das Binden von CRM1 an die Zielproteine. Untersagem von Kudeet al (1999) ergaben,
dass sich nur ein einziger Cysteinrest, welchegrimalb der CCR-Region (,central conserved
region“) lokalisiert ist, fur die Interaktionen miteptomycin B verantwortlich zeigt. Ein
Austausch dieser Aminosaure fuhrt zu einem konmgnetferlust der Interaktionsfahigkeit mit
Leptomycin B (Kudcet al, 1999).

Da A. nidulansinnerhalb der hochkonservierten CCR-Region anleSi¢s Cysteins ein
Threonin besitzt, ist eine Inaktivierung des Kemparts mit Hilfe von Leptomycin B nicht
moglich (R. Todd, Melbourne, personliche Mitteiljng

Um nun festzustellen zu kénnen, ob HapC, bzw. Hapte Kernexportsequenz (NES)
besitzen, sollten beide Proteine mit der Kernl@daionssequenz aus HapB (NLS) fusioniert
werden. Wirden nun die Fusionsproteine aufgrund\esandenseins einer funktionalen
NLS, unabhangig von einem funktionalen AnCF-Komplew Zellkern lokalisiert sein, so

ware dies der Beweis daflr, dass die Wildtyppretéieine funktionale NES besitzen.



Ergebnisse 75

9.1. Herstellung eines HapC/E-NL§qpe-EGFP-Fusionskonstruktes und Analyse der
Lokalisation

Zur Analyse der Lokalisation von HapC, bzw. HapEglake mit der NLS aus HapB
fusioniert wurden, sollte ein Konstrukt, bestehensd dem jeweiligemap-Gen, sowie der
HapB-NLS mit dem lumineszierenden EGFP generiertem

Mit Hilfe des Primerpaares HapBNLS2Ncol5’ und HadEB®Ncol3’, sowie dem Plasmid
pBShapB4.0 als Matrize, wurde die fir die Kernladationssequenz kodierende Region
amplifiziert. Hierbei wurden sowohl am 3-Ende alauch am 5’-Ende Ncd-
Restriktionsschnittstellen eingefiigt. Das erhalté@R-Produkt wurde aus Grinden der
Sequenzierung in den pCR2.1TOR®ektor kloniert. AnschlieRend erfolgte die Ligatides
mit Hilfe der Restriktionsendonukleabied erhaltenen Fragmentes in die ebenfalls Kdd
linearisierten Plasmide p123HapC, bzw. pl23Hapbebavurde das Fragment ,in frame*
zwischen die Sequenzen deapC/EGens, bzw.egfpGens positioniert. Zur Vermeidung
einer Co-Transformation, bzw. zur besseren Idemgifung derA. nidulansTransformanten,
wurde die im Falle von HapC durch Restriktion &#p und EcoRV, sowie die im Falle von
HapE durch Restriktion miBsp und Hpal erhaltene Kassette, bestehend atefPromotor
und hapC/ENLShHaps-egfpfusion in den mitSma restringierten Vektor pKTB1 ligiert.

Dieser tragt als selektierbaren Marker ggs4-Gen aus\. crassa.

Der A. nidulansStamm Nat9 wurde fur die Transformation der PlagnpHapC-NL&ape
GFP und pHapE-NL®ps-GFP verwendet.

A
1.

l

otefPromotor hapC egfp

otefPromotor hapC hapBNLS egfp

l

otefPromotor hapE egfp

otefPromotor hapE hapBNLS egfp
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Fig. 26: Lokalisation der HapC-/E-NLS,,,5-GFP Fusionsproteine.

A. Schematische Darstellung der verschiedemgrC/Eegfp Fusionen, welche auf den Plasmiden pHapC-GFP
(1), pHapC-NLSapsGFP (2), pHapE-GFP (3) und pHapE-Nlgs-GFP (4) lokalisiert sind.

B. Zellulare Lokalisation der verschiedenen HapC-/E-E®RRy,,,5GFP Fusionsproteine. Die Farbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI (3). Die Aufnahmen edtén mittels Lichtmikroskopie (1), bzw.
Fluoreszenzmikroskopie (2 und 3). Di&. nidulansStdmme sind auf der linken Seite notiert. Die

Nummerierungen auf der linken Seite beziehen si€hli@ Konstrukte, welche in Abb. 26 A gezeigt wemnd

Wie in den Abb. 26 B 2 und 4 zu erkennen ist, dieitle Fusionsproteine, bestehend aus
HapC-NLSiapsEGFP, bzw. HapE-NL&,zEGFP eindeutig im Zellkern lokalisiert. Als
Kontrollen dienten die im Cytoplasma lokalisierteWildtypproteine in den
Abb. 26 B 1 und 3. Aufgrund der Anwesenheit dekfionalen NLS aus HapB befinden sich
beide Proteine, HapC und HapE, nun im Zellkern wles trotz Fehlens der HapB-
Untereinheit. Diese Ergebnisse zeigen eindeutigs dseiden Untereinheiten eine nukleare
Kernexportsequenz fehlt. Wirde eine NES vorhandem so musste das Fusionskonstrukt
bei Abwesenheit von HapB wieder aus dem Zellkeamdportiert werden und somit eine

verstarkte Lokalisation im Cytoplasma beobachtetiee.
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9.2. Komplementation von HapC/E-Deletionsmutanten on A. nidulans mit
HapC/E-NLSHaps-Fusionskonstrukten

Um zu zeigen, dass die HapC/E Untereinheit, welctieder NLS aus HapB fusioniert
wurde, weiterhin inA. nidulansfunktional ist, wurden die Stdmme Nat24hé&pQ, bzw.
AE-89 (@hapE mit den Plasmiden pHapC-NL$sGFP und pHapE-NLSpsGFP
transformiert. Zur visuellen Kontrolle des Wachsswerhaltens der erhaltenen
Transformanten, d. h., um nachvollziehen zu kénnam,und wie weit das jeweilige
Fusionskonstrukt in der Lage ist, den Deletionsph@n zu komplementieren, wurden die
StammeAC-HapC-EGFP undE-HapE-EGFP als Positivkontrolle, sowie die Stania¢24
(AhapQ undAE-89 (hapE als Negativkontrolle verwendet. Zusammen mit ddraltenen
Transformanten wurden die Stdmme auf AMM-Agarphatterelche Acetamid als einzig
verwertbare Kohlenstoff- und Stickstoffquelle eetten, inokuliert. Die Agarplatten wurden
anschlieBend fur 72 h bei 37 °C inkubiert. Auf Gfwter Regulation des Acetamidasegens
durch den AnCF-Komplex, ist nur dér. nidulansStamm, der einen funktionalen AnCF-

Komplex besitzt, in der Lage, auf Acetamid zu wach@apagiannopoules al.,1996).

A

=

C-NLSiap-EGFP

Abb. 27: Wachstumstest auf AMM-Agarplatten mit Acetamid als einziger C- und N-Quelle

A. Der als Negativkontrolle dienende nidulansStammNat24,die PositivkontrolleAC-HapC-EGFP, sowie der
durch Transformation erhaltene Stam@-HapC-NLSy.,s-EGFP wurden auf AMM-Agarplatten mit Acetamid
als einziger C- und N-Quelle inokuliert und die Aglatten wurden 72 h bei 37 °C inkubiert.

B. Der als Negativkontrolle dienende nidulansStammaE-89, die PositivkontrolleAE-HapE-EGFP, sowie der
durch Transformation erhaltene Stam&-HapE-NLS$.,s-EGFP wurden auf AMM-Agarplatten mit Acetamid
als einziger C- und N-Quelle inokuliert und die Aglatten wurden 72 h bei 37 °C inkubiert.
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Der TransformantenstammbC-HapC-NLS$,0s-EGFP, der eine Fusion von HapC mit der
Kernlokalisationssequenz von HapB tragt, wachst eee KontrollstammAC-HapC-EGFP
(Abb. 27). Ebenso verhalt es sich mit dem Stammgede Fusion der HapB-NLS mit HapE
tragt (Abb. 27). Die Ergebnisse zeigen, dass dasoRsprotein inA. nidulanssynthetisiert

wird und auch funktional ist.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass werf#C Hoch HapE Uber eine funktionale
nukleare Exportsequenz (NES) verfliigen, da beidéfsisonstrukte, im Gegensatz zu den
Kontrollstdmmen ausschlie3lich im Zellkern lokaigisind (vgl. Abb. 26). Die Funktionalitat
der Proteinfusionen wird durch die in Abb. 24 datglten Ergebnisse bestatigt. Weiterhin
lasst sich mit den erhaltenen Ergebnissen aussdgesa,weder HapC noch HapE Uber eine
funktionale nukleare Importsequenz (NLS) verfugéa,die beiden Proteine erst durch die
Fusion mit der NLS aus HapB in den Zellkern tram8pd werden.

10. Einfluss einer hapC-/ hapE-Doppeldeletion auf die Lokalisation von HapB in

A. nidulans

Aus bisherigen Untersuchungen von Steidl (2001) Wwekannt, dass das HapB-EGFP-
Fusionsprotein sowohl im Falle eineapGDeletion, als auch im Falle einbapEDeletion

im Zellkern lokalisiert ist. Um ausschlie3en zu kén, dass HapB eine weitere Untereinheit
des AnCF-Komplexes bendétigt, um in den Zellkerngelangen, sondern sehr wohl in der
Lage ist, aufgrund des Vorhandenseins einer funiten NLS, alleine in den Zellkern zu

gelangen, sollte eindapC/ hapEDoppeldeletion hergestellt werden. Auf Basis diese
Doppeldeletion sollte anschlielend die Lokalisatides HapB-EGFP-Fusionsproteins

bestimmt werden.

10.1. Generierung einesiapE-Deletionsplasmids

Als Ausgangsplasmid diente das von Steidl (20@hegerte Plasmid pKOhapE. Es tragt die
5’- und 3'-flankierenden Regionen deapE-Gens. Dieses wurde jedoch durch degB-Gen,
welches als Selektionsmarkergen fur die Transfaonaton A. nidulansVerwendung fand,

ersetzt. Da der zu transformiererlenidulansStammAC-HapB-EGFP abeargB-prototroph
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ist, konnte dieses Konstrukt nicht verwendet werd8n wurde dasargB-Gen mittels
enzymatischer Spaltung mit Hilfe der Restriktiorsane Sfd und Std aus dem Plasmid
entfernt und durch ein dgmbaAGen kodierendes DNA-Fragment adisfumigatusersetzt.
Dieses wurde zuvor unter Zuhilfenahme der EnzyPmel und Smd aus dem Plasmid
pabaAfum restringiert. Das finale Plasmid wurde pisHapE bezeichnet und fur die

Transformation voi\. nidulansverwendet.

10.2. Deletion vonhapE in einem A. nidulans-Stamm, welcher neben einerhapC-

Deletion einhapB-egfp-Fusionsgen tragt

Als Rezipientenstamm fir die Deletion désapEGens diente delA. nidulansStamm
AC-HapB-EGFP. Dieser tragt neben einer Deletion ltgsGGens bereits eine Fusion des
hapB-Gens mit denegfpGen. Der Stamm wurde mit einem linearen 5,3 kbpAERMagment,
welches aus der Restriktion des PlasmidéigpE mit Apad und Notl erhalten wurde,
transformiert. Es enthielt die 5’-, bzw. 3'-flaekenden Bereiche déspE-Gens, sowie das

als Selektionsmarker fungierenpl@baAGen.

10.3. Identifikation von AhapE-Stammen

Die erhaltenen Kolonien, die aus dieser Transfaonathervorgingen, wurden mittels
~Southern blot*-Analysen getestet, um Transformarze identifizieren, die eine Gendeletion
im hapEGenlocus trugen. Als Referenz dienten die nidulansStamme AXB4A2 und
AC-HapB-EGFP. Die abschlieRende Detektion der Memiergab eine Bande, die eine fur
den Wildtyp-, bzw. Rezipientenstamm charakterisis€ragmentgrof3e von 2,7 kbp aufwies
(Abb. 28, Spuren 1 und 2). Falls das Deletionspidsmufgrund eines doppelten
Rekombinationsereignisses in deapELocus integriert worden sein sollte, wirde sich ei
vom Wildtyp abweichendes Bandenmuster mit einetemagbaren Fragmentgrof3e von
1,9 kbp detektieren lassen. Die Analysen ergabass die beiden Transformanten 4 und 5
eine eindeutige Integration des Deletionskonstaulte hapELocus aufwiesen und somit
eine Substitution deBapEGens durch dapabaAGen enthielten. Einer der Stamme wurde
alsAC/AE-HapB-EGFP bezeichnet und flur die weiteren Studerwendet.
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Abb. 28: Identifizierung von AhapE-Stdmmen durch ,Southern blot“-Analysen

A. Schematische Darstellung déspELlocus vor und nach der Substitution deapEGens durch das
pabaAGen. Abklirzung: XXhd

B. Die fur die Auswertung relevanten Fragmentlangad gweils auf der linken Seite in kbp angegetigie.
chromosomale DNA eines Wildtypstammes (AXB4A2), tRexipientenstammesC-HapB-EGFP als weiterer
Negativkontrolle, sowie von drei Transformanten,alel aus der Transformation mit dem linearisiert@&kbp
pAHapE-Fragment erhalten wurden, wurden Xib restringiert und nach Auftrennung in einem Agagedeuf
eine Nylonmembran transferiert. AlmpEspezifische Sonde wurde ein 700 bp DNA-Fragmemiverdet,
welches mit den Primern KOHapESonde5' und KOHapES®ndmwie dem PlasmidAtlapE als Matrize
generiert wurde. Die Sonde hybridisierte spezifisohder 5’- flankierenden Region dddapEGens.
Spur 1: Wildtypstamm AXB4A2 (Negativkontrolle); Sp2: RezipientenstammC-HapB-EGFP; Spuren 3 — 5:
AHapE-Transformanten.
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10.4. Analyse der Lokalisation des HapB-EGFP-Fusi@proteins in dem erhaltenen
A. nidulans-Stamm AC/AE-HapB-EGFP

Wie in Abb. 29 deutlich zu erkennen ist, weist ddapB-EGFP-Fusionsprotein eine
eindeutige Lokalisation im Zellkern auf. Eine Dédetder beiden Hap Untereinheiten, HapC

und HapE, hat also keinen EinfluR auf die Lokaisatles Fusionsproteins.

Abb. 29: Lokalisation des HapB-EGFP-Fusionsproteinsm AhapC/E-Stamm AC/AE-HapB-EGFP
Die Zellkerne wurden mit DAPI-Losung angefarbt (3)e DProbenanalyse erfolgte mittels Licht- (1), bzw.

Fluoreszenzmikroskopie (2 und 3).

Das hier erhaltene Ergebnis, zeigt eindeutig, thegsB unabh&ngig von den anderen beiden
Hap-Untereinheiten in den Zellkern gelangen kanagit®¥vhin unterstiitzt es die Aussage, dass
das Dimer, bestehend aus HapC und HapE, nur diecBiddung an die HapB-Untereinheit
die Mdglichkeit erhélt, in den Zellkern zu gelangétieraus lasst sich auch schlussfolgern,
dass HapB fur den Transport des funktionalen An@Rplexes in den Zellkern
verantwortlich ist und somit eine zentrale Rollearhalb dieses Komplexes besitzt.

11. Lokalisation des menschlichen HapB-Homologen NFFA in A. nidulans und Versuch

der Komplementation einer HapB-Deletion mit NF-YA

Der CCAAT-bindende Komplex, iA. nidulansals AnCF bezeichnet, ist in eukaryontischen
Organismen hochkonserviert. Er besitzt eine zemtr@edeutung und ist in die
verschiedensten Regulationskaskaden involvierA.Inidulansbeispielsweise kontrolliert er
unter anderem die Expression damdSGens (Brakhageet al., 1999). Untersuchungen
ergaben, dass es mdoglich ist, Deletionen einelJdégreinheiten, durch das Homologe eines
anderen Organismus zu komplementieren. Beekex. (1991) beschrieben die vollstandige
Komplementation einer Hap2p Deletionsmutante @orcerevisiaedurch das menschliche
Homologe NF-YA.
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Deshalb sollte die Moglichkeit einer KomplementateinesAhapB Stammes irA. nidulans

durch das menschliche-ya-Gen geprift werden.

11.1. Komplementation einethapB-Deletion in A. nidulans mit induzierbarem nf-ya

Der erste Ansatz war der Versuch der Komplememtatiit Hilfe desnf-ya-Gens, welches
sich unter der Kontrolle des induzierba@nA-Promotors vorA. nidulansbefindet. Dieses
Konstrukt besitzt den grof3en Vorteil, dass sich Higression desif-yaGens je nach

Medienzusammensetzung variieren liel3e.

Als Ausgangspunkt diente das Plasmid pExXpALNFYA.tEEgt das komplettaf-yaGen
unter Kontrolle deralcA-Promotors. Beim vorliegendemnf-ya-Gen handelt es sich um die
kodierende Region der kurzen Isoform mit einer legingn 1671 bp (Beckest al., 1991;

Li et al., 1991). Da sich aber auf diesem Plasmid kein delddrer Marker fur die
Transformation vonA. nidulans befindet, wére eine Selektion der zu erwartenden
Transformanten schwierig. Aus diesem Grund wurde BEsmid mitXba enzymatisch
gespalten und mit einem dasbaAGen kodierenden DNA-Fragments, welches ebenfalls
mittels Xba-Restriktion des Vektors pabaAnid erhalten wuldgert.

Die hapBDeletionsstammaAB-Cgfp, bzw.AB-Egfp wurden anschlie3end mit dem erhaltenen

Plasmid pExXpALNFYApaba transformiert.

11.1.1. Identifikation der erhaltenen Transformanten

Die paba-prototrophen Stamme, welche aus der Toanation derA. nidulansStamme
AB-Cgfp, bzw.AB-Egfp mit dem Plasmid pExpALNFYApaba hervorgingewmirden mit
Hilfe von ,Southern blot“-Analysen auf die Integat desnf-yaGens in das Chromosom hin

untersucht. Als Referenz diente der RezipientenstaBr-Egfp.
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Abb. 30: Identifikation der erhaltenen Transformanten mittels ,Southern blot“-Analysen

Die erhaltenen Transformanten, sowie der als Neigativolle fungierende RezipientenstamB-Egfp wurden
mit Sty gespalten. Als Sonde diente ein 755 bp Fragmestches mittelsStyl-Restriktion des Plasmids
PEXpALNFYApaba erhalten wurde und die kodierende $egudesnf-yaGens umfasst. Die fur die
Auswertung relevante Fragmentlange ist auf deelingeite in bp angegeben. Spuren 1 und 2: Transfibema
des StammeaAB-Cgfp mit dem Plasmid pExpALNFYApaba; Spur&B-Egfp; Spuren 4 — 6: Transformanten
des StammeaB-Egfp mit dem Plasmid pExpALNFYApaba.

Alle hier getesteten Transformanten haben das Kaktstoestehend aud-ya-Gen unter der
Kontrolle des induzierbaresicA-Promotors in das Genom integriert. Jeweils eimerhierbei
erhaltenen Stamme wurde ad8-CgfpalcANFYA, bzw.AB-EgfpalcANFYA bezeichnet und

fur die weiteren Untersuchungen verwendet.

11.1.2. Wachstumstest auf unterschiedlichen Medien

Die im Rahmen der ,Southern blot“-Analysen hervgaegenen Stdmme wurden auf
stammspezifisch supplementierten AMM-Agarplatterglohe mit Glucose (reprimierende
Bedingungen), bzw. Glycerin und Threonin (induzmete Bedingungen) versetzt worden
waren, inokuliert und die Agarplatten 72 h bei &7ifikubiert. Als Positivkontrolle diente der
A. nidulansStamm AXB4A2, als Negativkontrolle der StamB-Egfppaba, welcher aus der
Transformation des Stamme®-Egfp mit dem Vektor pabaAnid, der ausschliel3latds
pabaAGen ausA. nidulanstragt, hervorgegangen war.
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AXB4A2. \ AXB4Aé . ;

AB-EgfpalcANFYA AB-Egfppaba -Eofpa AB-Eg{ppaba

Abb. 28: Wachstumsvergleich auf unterschiedlichen Mdien

Es wurden der als Positivkontrolle dienende StamXB#A2, der aus der Transformation erhaltene Stamm
AB-EgfpalcANFYA sowie der als Negativkontrolle diewen StammaB-Egfppaba auf AMM-Agarplatten,
welche entweder Glucose zur Repression (A), oderyceBn und Threonin zur Induktion (B) des
alcA-Promotors enthielten, 72 h bei 37 °C inkubiert.

Auf beiden Agarplatten ist sowohl unter reprimiaten, als auch unter induzierenden
Bedingungen kein Unterschied zwischen der Negaitrkle und den erhaltenen
Transformanten festzustellen. Diese Ergebnissetkonimei Untersuchungen mit dem Stamm
AB-CgfpalcANFYA bestatigt werden (Daten nicht gezeigdoer Phénotyp entspricht in
beiden Fallen dem, der bei eifeapBDeletion zu beobachten ist. Dies wiirde bedeutass d
das menschlichenf-yaGen nicht in der Lage ist, eine Deletion deapBGens zu
komplementieren.

Eine Mdglichkeit der Bestatigung der hier erhaltel®@gebnisse ware das Uberimpfen der
Stamme auf AMM-Agarplatten, die mit Acetamid suppéntiert waren und welches von
A. nidulansals einzig verwertbare Kohlenstoff- und Sticksto#lle verstoffwechselt werden
konnte. Da dies aber aufgrund des induzierbatefsPromotors, der Threonin zur Induktion

bendtigt, nicht mdglich ist, sind solche Experingenicht durchfihrbar.

11.2. Komplementation einerhapB-Deletion in A. nidulans mit dem NF-YA-EGFP-

Fusionsprotein

Zur Analyse der Lokalisation des menschlicmétya-Gens inA. nidulans bzw. von dessen

Fahigkeit, einenAhapBStamm komplementieren zu kodnnen, sollte eine Fudies
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nf-yaGens mit denegfpGen generiert werden. Da dieses Konstrukt unteikdatrolle des
otefPromotors, einem irA. nidulans konstitutiv exprimierten Promotor, steht, sollte in
diesem Fall eine Anzucht der erhaltenen Transfotemnauf AMM-Agarplatten mit
Acetamid als einziger C- und N-Quelle, und somineeigeeignete Kontrolle der
Komplementation des Deletionsphanotyps maglich.sei

Die Herstellung des Plasmids pNFYAGFP erfolgte ntitilfe des Primerpaares
NFYAGFPSma5 und NFYAGFPSma3’, sowie dem PlasmikgE.NFYA als Matrize.
Hierdurch wurden sowohl am 3’-Ende als auch am riddESmad-Restriktionsschnittstellen
eingefugt. Das erhaltene PCR-Produkt wurde aus d&riinder Sequenzierung in den
pCR2.1TOPGB-Vektor kloniert. AnschlieRend erfolgte die Ligatiodes mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasesmad erhaltenen Fragmentes in den ebenfalls rima
linearisierten Vektor p123. Dabei wurde das Fragmanframe“ zwischen die Sequenzen
desotefPromotors, bzwegfpGens positioniert. Zur Vermeidung einer Co-Transiation,
bzw. zur besseren lIdentifizierung dé: nidulansTransformanten, wurde die bei der
Restriktion mit Pvdl und EcoRV erhaltene Kassette, bestehend atesfPromotor und
nf-yaegfpfusion in den mitSma restringierten Vektor pKTB1 ligiert. Dieser tragis
selektierbaren Marker dggr-4-Gen aus\. crassa.

Die A. nidulansStamme AXB4A2 und Nat9 wurden fir die Transformatmit dem Plasmid
PNFYAGFP verwendet.

-

Abb. 32: Zellulare Lokalisation des NF-YA-EGFP Fusiongroteins in A. nidulans
Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (3). eoben wurden licht- (1), bzw. fluoreszenzmikrqsikoh
(2 und 3) untersucht.
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Wie in Abb. 32 deutlich zu erkennen ist, ist dasiBaosprotein ausschlief3lich im Cytoplasma

lokalisiert. NF-YA ist nicht in der Lage, in denlB&rn vonA. nidulanszu gelangen.

Zur Kontrolle der Komplementationsfahigkeit dasya-Genproduktes wurde der Stamm
NatNFYAGFP auf AMM-Agarplatten, welche Acetamid &imzig verwertbare Kohlenstoff-
und Stickstoffquelle enthielten ausplattiert. Da denCF-Komplex in die Regulation des

Acetamidasegens involviert ist, ist nur dernidulansStamm, der einen funktionalen AnCF-

Komplex besitzt, in der Lage, auf Acetamid zu wachs

M-EGR\

Ll

atNFYAGFP Nat9

Abb. 33: Wachstumstest auf AMM-Agarplatten mit Acetamid als einziger C- und N-Quelle

Der als Positivkontrolle dienende StanmiB-HapB-EGFP, der aus der Transformation erhalteneni@ta
NatNFYAGFP, sowie der als Negativkontrolle dienesdamm Nat9 wurden mit Acetamid als einziger C- und
N-Quelle 72 h bei 37 °C inkubiert.

Der Transformantenstamm NatNFYAGFP ist nicht in dage, denAhapBPhanotyp zu
komplementieren und somit auf Acetamid-Agarplattenvachsen (Abb. 33). Der Phanotyp
ist identisch zu demjenigen des Rezipientenstanidisses Ergebnis deckt sich mit den
bisher erhaltenen Daten, welche mit dem induzieraf-ya-Gen erhalten wurden (vgl. Abb.
31), bzw. mit den Lokalisationsstudien des Fusiootgins in Abb. 32, die zeigen, dass das

Fusionsprotein im Cytoplasma lokalisiert ist.
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11.3. Komplementation einerhapB-Deletion von A. nidulans mit dem NF-YA-HapB-
NLS-EGFP —Fusionsprotein

Da NF-YA nicht in der Lage war, i\. nidulansin den Zellkern zu gelangen, bzw. den
HapB-Deletionsphanotyp zu komplementieren, stelieh die Frage, ob HapB aus
A. nidulans moglicherweise eine vom menschlichen NF-YA abweicle
Kernlokalisationssequenz besafRe. Zur Beantwortueged Frage sollte eine Fusion des
menschlichen nf-ya-Gens mit der Kernlokalisationssequenz des HapBel®t aus
A. nidulansgeneriert werden. In weiteren Schritten solltechhisl3end die Lokalisation dieses

Hybrides, bzw. dessen Fahigkeit der KomplementateninapB -Deletion untersucht werden.

Das Plasmid pNFYANLSHyb wurde nach der Methode Hoguchi et al. (1988) generiert.
Unter Verwendung der Primer NFYAGFPSma5'und NFYAGK3', sowie der Matrize
PEXpALNFYA wurde dasnf-yaGen synthetisiert. Die DNA-Sequenz der NLS von Blap
wurde mit Hilfe der Matrize pBShapB4.0, sowie defigtnukleotiden HapBNLS5’ und
HapBNLS3'Sma erhalten. In einer abschlieBenden REBktion wurde letztendlich mit
Hilfe der Primer NFYAGFPSma5'und HapBNLS3'Sma, sewlen Matrizen der beiden
vorausgegangenen PCR-Reaktionen das finale Fusagnsént, bestehend aus derfrya
Gen und der NLS aus HapB unter Einfigung $ond Restriktionsschnittstellen am 5’- und
3’-Ende, synthetisiert und zum Zwecke der anschhelén Sequenzierung in den
pCR2.1TOPO-Vektor kloniert. Das durch Restriktion nimd erhaltene Hybridgen wurde
anschlieend ,in frame® in den ebenfalls r8ina linearisierten Vektor p123 kloniert. Zur
Vermeidung einer Co-Transformation, bzw. zur bessddentifizierung derA. nidulans
Transformanten, wurde die bei der Restriktion Bl und EcoRV erhalteneotefp-nf-ya-
NLSiape-egfp Kassette, in den mi&ma restringierten Vektor pKTBL1 ligiert, welcher als

selektierbaren Marker dggr-4-Gen aud\. crassaragt.

Die A. nidulansStamme AXB4A2 und Nat9 wurden fir die Transformatdes Plasmids
PNFYAGFP eingesetzt.
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Fig. 34: Zellulare Lokalisation des NF-YA-NLS,,,s-EGFP-Fusionsproteins.
Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (3). Die Prabeurden licht- (1), bzw. fluoreszenzmikroskopisch

(2 und 3) analysiert.

Wie in Abb. 34 zu erkennen ist, ist das Fusiongpnoim Zellkern lokalisiert. Das Hybrid,
bestehend aus NF-YA und der NLS des HapB-Proteiaganidulansist in der Lage, in den

Zellkern zu gelangen.

Um zeigen zu konnen, ob das Hybrid funktional urabwch in der Lage ist, eine
hapB-Deletion zu komplementieren, wurde der Stamm NXMAIRLSHyb auf AMM-
Acetamid-Agarplatten, ausplattiert (Abb. 35).

\.

NatNFYANLSHyb

Abb. 35: Wachstumstest auf AMM-Agarplatten mit Acetamid als einziger C- und N-Quelle

Der als Positivkontrolle dienende StamaB-HapB-EGFP, der durch Transformation erhaltene Stamm
NatNFYANLSHyb, sowie der Stamm Nat9 als Negativkolr wurden auf AMM-Agarplatten mit Acetamid
als einziger C- und N-Quelle 72 h bei 37 °C inkubie

Der Transformantenstamm NatNFYANLSHyb zeigte Waaimst auf den Acetamid-
Agarplatten, welches deutlich besser als das detane Nat9 war. Jedoch konnte die
vollstdandige Komplementation des Deletionsphanotymht erreicht werden. Es erfolgte

lediglich radiales Wachstum und die Ausbildung ‘oiftmyzel.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Ni\der Lage ist, eine HapB-Deletion in
A. nidulanspartiell zu komplementieren. Jedoch war dies ndglioh, wenn dasif-ya-Gen

mit der Kernlokalisationssequenz von HapB fusidrnierden war.
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12. Vergleich der Kernlokalisationssequenz von HapBwus A. nidulans mit homologen

Proteinen aus anderen Organismen

Zur Analyse der Lokalisation der putativen Kernld@ionssequenzen wurden die
Aminosauresequenzen der C-terminalen Bereiche HuegpBoeloger Proteine der
verschiedenen Organismen verwendet. Die Regionenbdelglich der in HapB von
A. nidulans vorkommenden Kernlokalisationssequenzen wurden hdurRahmen

hervorgehoben und mit NLS1, bzw. NLS2 beschrifteMVeitere putative

Kernlokalisationssequenzen, welche mittels Compmigyse gefunden wurden
(http://psort.nibb.ac.jp), sind ebenfalls hervorgjedn.

Anidul ans HapB  206: PPNPPPCHP. VQGTGTSPDNNVPSCAEESPL YVNAKGEHRI LKRRVARGKLEEGLRLTSKG: 264
Afunmi gatus HapB  205: PPNAPPPGP. VCCSCPSPEL VAGAAEESPL YVNAKCFHRI LKRRVARCKL EECLRLTSKG: 263
Ani ger HapB 206: PSNPPPPCPPVCCSCPSPDVVAGAAEEPPL YVNAKGFHRI LKRRVARCKL EEGCLRL TSKG: 265
Aoryzae HapB 206: PPNPPPPCPAVCCSCPSPDNVAVGAVEESPL YVNAKCFHRI LKRRVARCKL EECLRL TSKG: 265
Athaliana CBF-A  67: EASDKCCREKRKTI NGDOCLLWANTTLGFEDYVEPLKVYLCKYREVEGEKTTTAGRCCGLCKE: 126
Scerevi si ae Hap2p 137: CACYTGNGP. . . NLGS. . DVLCTAI AECPFYVNAKGYYRI LKRRYARAKLEEKLRI S. RE: 190
Ncrassa HapB 167: PPNTAACCNPPPGS. . . PENASGAVEESPL YVNAKCFHRI LKRRVARCKL EEGLRLTNKG: 223
Hsapi ens NF-YA  207: VVNNVPGAGSVPAI GRI PLPGAENLEEEPL YVNAKCYHRI LKRRCARAKL EAECKI [P KE: 265
Rnor vegi cus NF- YA 230: M\VNVVPGAGSVPAI GRI PLPGAENL EEEPL YVNAKCYHRI LKRRCARAKL EAECKI |P. KE: 288

NLS1

Ani dul ans HapB 265: RKPYLHESRHNHAVMRRPRCPCCRFL TADEVAANVEKKNAACGC. . C. . . ENACPNASKAVSD: 319
Afum gatus HapB  264: RKPYLHESRHNHAMRRPRCPCCRFLTADEVAANVEKKCAATAACS. . . CCENVDSCKPAEE: 320
Ani ger HapB 266: RKPYLHESRHNHANMRRPRCPCCRFL TADEVAANCKKCASCSTTACLECACCYAV. KPPCD: 324
Aoryzae HapB 266: RKPYLHESRHNHAMRRPRCPCCRFLTADEVANLEKKNNAC. . . .. .. CGENVDS. KPTCE: 317
Athaliana CBF-A  127: CCCCCCCACSCSCCAPNYC. CCMVTTNCHCFSHHFS~~~~~~~~~~~~~~~ oo e oo~ 1161
Scerevi siae Hap2p 191: RKPYLHESRHKHAMRRPRCGECCRFLTAAEI KAVKSKKSCGAS. . ... ... ... DCPDDSHE: 239
Ncrassa HapB 224: RKPYLHESRHNHAMRRPRCPCCRFLTADEVACVERDKVNG. . . ... ... ... DVKCDCSE: 271
Hsapi ens NF- YA 266: RRRYCHESRARAHAVARKRCECCRFFSPKEKDSPHVGDPNG. . . . . . . .. ... ... AD: 307
Rnorvegi cus NF- YA 289: RRKYLHESRHRHAMARKRCECCRFFSPKEKDSPHVCDPNG. . . .. . ... ... .. .... AD: 330
NLS2

Ani dul ans HapB 320: SSPASURRRASDCNNENPNSAKKAKTCACKASNNADESEAESCCPSLCEDG: 369

Af umi gatus HapB  321: NPSSAPKRKSSEVNDDNANSVKKSKTC. . CATRPAEESERESAEPTDEDC: 368

Ani ger HapB 325: NPPSACKRKISSDVNDDTI NSSKKTKTS. AKPSTSADESENESAELSCEDC: 373

Aoryzae HapB 318: NPPSACKRKISSDVNDENTNSAKKAKTSVAKTSTSAEESEHESAEPSLCEDG: 367

At hal i ana CBF- A e T e e e e :

Scer evi si ae Hap2p 240: CKKI TTKI | GECPHATSTAAAADKKTZ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 1265

Ncrassa HapB 272: CSSVTACSKTTCCTRKRKAESTSCAPNK. . KARAAPESP. EDCDASD~~~: 314

Hsapi ens NF- YA 308: EEANTCIl | RVS~~~~~~~~mmm e e e e e 1318

Rnorvegi cus NF- YA 331: EEANTCI | RVS~~~~~~~~~~~ e e e e 1341

Abb. 36: Vergleich der aus der DNA-Sequenz abgeleiten Aminosauresequenz von HapB mit
HapB-Homologen aus anderen eukaryontischen Organisem

Die bezlglich der putativen Kernlokalisationsseqaenvon HapB aué. nidulanshomologen Regionen sind
umrandet und als NLS1, bzw. NLS2 bezeichnet. DidAimidulansfunktionale NLS von HapB ist kursiv
hervorgehoben. Eventuell abweichende, putative iKkatisationssequenzen anderer aufgeflhrter Orgamism
sind ebenfalls markiert.

Abkurzungen, Accession-Nummern, bzw. LeserahmerSdgquenzenAnidulansHapB, (Y13768)Afumigatus
HapB, (Af0346e02;TIGR databasdittp://tigrblast.tigr.orly Aniger HapB (AY324802); Aoryzae HapB
(AB010430); Athaliana CBF-A (NP_175818);ScerevisiaeHap2p (P06774)NcrassaHapB (BX842626);
HsapiensNF-YA (NM_021705);RnorvegicusNF-YA (NM_012865).
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Bis auf CBF-A audA. thalianabesitzen alle hier aufgefiihrten HapB-Sequenzen, bessen
Homologe aus anderen Organismen die Kernlokalisssiequenz 1, welche in der
hochkonservierten Region vorliegt (As 224 — 289)eWh dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, ist diese unter den getesteten Bedingumgeh nidulansnicht funktional. Eine
Deletion der NLS1 hatte keinen Einfluss auf die r{ekalisation der HapB-Untereinheit
(vgl. Abb. 25 D). Auffallend ist auch die Tatsachass nur die Arten der GattuAgpergillus
die funktionale NLS (NLS2) besitzen.

In den folgenden Abschnitten sollte nun geklartdeer, obAspergillentatsachlich eine NLS
verwenden, welche bei den anderen Organismen watbmmt, bzw. ob sich Deletionen
der HapB-, bzw. Hap2p-Untereinheit durch Homologes aanderen Organismen

komplementieren lassen.

13. Identifikation der Kernlokalisationssequenz (NLS) des Hap2p-Proteins aus

Saccharomyces cerevisiae

Die im Rahmen der Computeranalyse erhaltenen Ddgeten darauf hin, dass die Gattung
Aspergillusbezlglich HapB eine Kernlokalisationssequenz bedilie sich sowohl von der

Sequenz als auch von der Lokalisation innerhalbRtegeins, von den lbrigen Eukaryonten
unterscheidet. Um nun diese theoretischen Datetétigen zu kdnnen, sollte die NLS des

Hap2p-Proteins aus. cerevisiadestimmt werden.

13.1. Analyse der Expression desgfp-Gens unter der Kontrolle desotef-Promotors in

S. cerevisiae

Die Analyse der Kernlokalisation soll, wie dies hauxei den Untersuchungen A nidulans
der Fall war, mit Hilfe des EGFP geschehen. Da #imser nicht untersucht wurde, ob der
otefPromotor, welcher im Plasmid pl123 deegfpGen, bzw. der zu untersuchenden
Gensequenz vorgeschaltet ist, zur Expression desoriskonstruktes inS. cerevisiae
verwendet werden kann, sollte dies in einem Vomisermittelt werden. Beinotef
Promotor handelt es sich um eine Modifikation desdkitutiv aktiventef-Promotors aus
Ustilago maydig(Spellig et al, 1996). Er enthalt zwei ,direct repeats” einesthgtischen
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DNA-Fragments, welches sieben ,tetracycline-respenselements” kodiert, die der

Promotorsequenz vorangestellt sind (Weinmeinal., 1994).

Das durch Restriktion des Vektors pl123 mit den EmayEcoRV und Pvul erhaltene
DNA-Fragment, welches destefPromotor und dasgfpGen kodiert, wurde in den nfdma
linearisierten Hefe-Transformationsvektor pHISi rkkrt. Dieser tragt da$ilS3-Gen als
selektierbaren Marker. DeB. cerevisiassStamm HAPZ wurde mit dem mit Hilfe des
RestriktionsenzymsApd linearisierten Plasmid pHISIK transformiert. Digelektion der

Transformanten erfolgte auf histidin-freiem Minimmeddium.
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Abb. 37: Expression des EGFP unter Kontrolle destef-Promotors in S. cerevisiae
Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (3). Die Prabewurden licht- (1), bzw. fluoreszenzmikroskopisch

(2 und 3) analysiert.

In Abb. 37 ist eine deutliche Fluoreszenz im Cyagpha zu erkennen. Dies bedeutet, dass der
otefPromotor inS. cerevisiadunktional ist und somit der Vektor p123 als Ausgsplasmid

fur die weiteren Studien i8. cerevisia@erwendet werden kann.

13.2. Generierung der Plasmide pHISiHap2 und pHISitdp2Del

Das hap2Gen wurde mit Hilfe des Primerpaares Hap2BamHI&d iHap2Ncol3’ mittels
PCR-Reaktion generiert und in den pCR2.1TOR@ktor kloniert. Als Matrize diente
chromosomale DNA, welche aus de$n cerevisiaesStamm YM4271 isoliert wurde. Das
hap2Gen mit deletierter NLS1 wurde nach der Methoda ¥bguchiet al. (1988), unter
Verwendung der Primer Hap2BamHI5’ und Hap2Ncol®wie Hap2Del3’ und Hap2Del5’
synthetisiert und ebenfalls in den pCR2.1TOPktor kloniert. Es handelt sich hierbei um
das komplettdnap2-Gen, welches eine Deletion von 12 Basen besitetfidi4 Aminosauren

kodieren und die putative NLS 1. cerevisiaalarstellen. Es sind dies die Aminosauren an
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Position205 — 208 (NLS1; vgl. Abb. 33). Als Matrize wurdeeafalls chromosomale DNA
des S. cerevisiaé&stammes YM4271 verwendet. Bei beiden DNA-Fragmerggolgte im
Rahmen der PCR-Reaktion ein Anfiigen BanHI-, bzw. Ncd-Restriktionsschnittstellen an
das 5'-, bzw. 3'-Ende. Die anschlieRend mit Hiler ®Restriktionsendonukleas&anH| und
Ncd erhaltenen DNA-Fragmente, wurden in den ebenfaltsBanHl und Ncd behandelten
Vektor p123 ligiert. Zur Herstellung der finalenafisformationskonstrukte wurden die im
vorangegangenen Ligationsschritt generierigefp-hap2egfpKassetten mitKpnl und
EcoRV aus den jeweiligen Vektorplasmiden ausgeschmittend in den mit Sma
restringierten Vektor pHISi kloniert. Daraus regrtien die beiden Plasmide pHISiHap2 und
pHISiHap2Del.

Der S. cerevisiasstamm HAP2 wurde flr die Transformation der die verschiedemap?2-

egfpGenfusionen tragenden Konstrukte verwendet.

Der Stamm HAP2Hap2, welcher eine Fusion des komplettap2Gens mit denmegfp-Gen
tragt, zeigt die erwartete Lokalisation der Prdigion im Zellkern (Abb. 38 B 1). Hingegen
ist beim Stamm HAP&Hap2Del eine eindeutige Lokalisation des Fusiortgme im
Cytoplasma festzustellen (Abb. 38 B 2). Bei diesarsion wurden bei Hap2p die
Aminosauren 205 — 208 deletiert, welche die putakernlokalisationssequenz (NLS1; vgl.
Abb. 36) darstellen.

Es ist also festzuhalten, dass fir Hap2p die NLSsemtiell ist, welche im konservierten
Bereich lokalisiert ist (vgl. Abb. 22 und 36). Wagtin bestatigt sich die Vermutung, dass es
sich hierbei um eine Sequenz handelt, die von méY. inidulansbestimmten NLS deutlich

abweicht.
A 50 As
NLS1
1 265
1. Hap2pEGFP | %
AAs 205 - 208

1 2
2. Hap2mNLS-EGFP | I 6
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Abb. 38: Zellulare Lokalisation der FusionsproteineHap2p-EGFP und Hap2mANLS-EGFP

A. Schematische Darstellung der verschiedenen Hap2RrE&GiBionsproteine, deren kodierenden Bereiche auf
den Plasmiden pHISiHap2 (1.), bzw. pHISiHap2De) I&alisiert sind.

B. Die Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt (3). Licht-){bzw. fluoreszenzmikroskopische (2 und 3) Anatyse
der Proben. Di&. cerevisia&stamme sind auf der linken Seite notiert. Die Nwerigrungen auf der linken Seite

beziehen sich auf die Fusionsproteine, welche in.88 A gezeigt wurden.

14. Lokalisation des HapB-Homologen Hap2p aus$. cerevisiae in A. nidulans und
Versuch der Komplementation einer hapB-Deletion in A. nidulans mit Hap2p-

Konstrukten

Um die Unterschiede zwischen den beiden Speziedghela der Kernlokalisationssequenz
demonstrieren zu kdnnen, sollte die Lokalisation ¥ap2p, sowie einer Fusion von Hap2p
und der NLS de®iapBGens audA. nidulansuntersucht werden. Weiterhin sollte analysiert
werden, ob es mdglich ist, eim@apBDeletion inA. nidulansmit Hap2p ausS. cerevisiae

komplementieren zu kénnen.

14.1. Herstellung der Plasmide pHap2GFP und pHap2N&Hyb, sowie der daraus

resultierenden A. nidulans-Stamme

Die Generierung des Plasmids pHap2GFP, welchediéliifransformation vor\. nidulans
verwendet werden sollte, erfolgte nach folgendehe8@: Das Plasmid p123Hap2 wurde mit

Hilfe der EnzymeKpnl und EcoRV enzymatisch gespalten und die erhaltene Fusasseite,
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bestehend austefPromotor, sowiehap2egfpGenfusion, in den miSma restringierten
Vektor pKTB1 kloniert.

Das Plasmid pHap2NLSHyb wurde nach der Methode Kigiuchi et al (1988) generiert.
Unter Verwendung der Primer Hap2BamHI5'und Hap2Hylk8wie chromosomaler DNA
desS. cerevisiasStammes YM4271 als Matrize wurde degp2Gen synthetisiert. Die DNA-
Sequenz der NLS von HapB wurde mit Hilfe der MaripBShapB4.0, sowie den
Oligonukleotiden HapBNLS5’ und HapB-NLS2-Ncol ertesl. In einer abschlieRenden PCR-
Reaktion wurde mit Hilfe der Primer Hap2BamHI5 ufthpB-NLS2-Ncol, sowie den
Matrizen der beiden vorausgegangenen PCR-Reaktiatesn finale Fusionsfragment,
bestehend aus dermap2Gen und der NLS aus HapB unter Einfugung eiBamHl
Restriktionsschnittstelle am 5-Ende, bzw. eitgd Restriktionsschnittstelle am 3’-Ende,
synthetisiert und zum Zwecke der anschlieBenderueSaiprung in den pCR2.1TOPO
Vektor kloniert. Das durch Restriktion m@anHl und Ncd erhaltene Hybridgen wurde
anschlieBend ,in frame* mit dem ebenfalls BanmHI und Ncd gespaltenen Vektor p123
ligiert. Zur Vermeidung einer Co-Transformation,wbzzur besseren lIdentifizierung der
A. nidulansTransformanten, wurde die bei der Restriktion Kjpinl und EcoRV erhaltene
otep-hap2-NLGapeegfp Kassette in den miBma restringierten Vektor pKTB1 ligiert,

welcher als selektierbaren Marker ¢Bs-4-Gen aus\. crassdragt.

Die A. nidulansStamme AXB4A2 und Nat9 wurden mit den beiden Pldem pHap2GFP
und pHap2NLSHyb transformiert.

14.2. Analyse der Lokalisation der Hap2-EGFP-Fusiosproteine in den erhaltenen

A. nidulans-Transformanten

In Abb. 39 B 1 sind Aufnahmen dés nidulansStammes Hap2GFP (Abb. 39 B 1) zu sehen.
Dieser entstand durch Transformation des Stamme34A2 mit dem Plasmid pHap2GFP,
der dadurch einehap2egfp-Genfusion besitzt. Die Aufnahmen zeigen eine eitigeu
Lokalisation des Fusionsproteins im Cytoplasma. @egeniber steht die Kernlokalisation
des Hybridkonstruktes (Abb. 39 B 2). Es handeh $ierbei um Aufnahmen dés nidulans
Stammes Hap2HybGFP, der durch Transformation dasres AXB4A2 mit dem Plasmid
pHap2NLSHyb entstand. Dieser Stamm besitzt ¢iap2-NL§aps-egfpGenfusion.
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Abb. 39: Zellulare Lokalisation der Hap2p-EGFP-Fusiorsproteine

A. Schematische Darstellung der beidap2egfpFusionen, welche auf den Plasmiden pHap2GFP ¢d) u
pHap2NLSHyb (2.) lokalisiert sind.

B. Die Zellkerne wurden mit DAPI-Losung selektiv angbtg3). Licht- (1), bzw. fluoreszenzmikroskopische
(2 und 3) Analysen dek. nidulansStamme Hap2GFP (1.), bzw. Hap2HybGFP (2.).

Es zeigt sich somit deutlich, dass die Hap2p-EGE§ldn alleine nicht in der Lage ist, in den
Zellkern zu gelangen. Die Kernlokalisationssequeird von A. nidulansanscheinend nicht
erkannt. Das Hybridkonstrukt hingegen, welches tzlish zum Hap2p-Protein auch noch die

NLS von HapB besitzt, wurde in den Zellkern trantipa.

Die hier gezeigten Ergebnisse sind ein weiteremdia dafir, das#\. nidulansbezuglich
HapB eine Kernlokalisationssequenz verwendet, veeiolden homologen Proteinen anderer

Eukaryonten, ausgenommen anscheinend adgrergillusSpezies, nicht vorkommt.



Ergebnisse 96

14.2.1. Komplementation einerhapB-Deletion in A. nidulans mit den Hap2p-EGFP —

Fusionskonstrukten

Um zeigen zu koénnen, ob Hap2p, bzw. das Hybridenldige sind, einbapBDeletion in
A. nidulanszu komplementieren, wurden die Stdmme NatHap2G#P NatHap2NLSHyb
auf AMM-Acetamid-Agarplatten, ausplattiert.

W NatHap2GFP ~ Nat9
;\~\\

Abb. 40: Wachstumstest auf AMM-Agarplatten mit Acetamid als einziger C- und N-Quelle
Die Agarplatten wurden 72 h bei 37 °C inkubiertarBine: AXB4A2 (Positivkontrolle); Nat9AhapB
(Negativkontrolle); NatHap2GFP (A); NatHap2NLSHyb) (B

Der Transformantenstamm NatHap2GFP zeigte bezlgliee Wachstums auf AMM-
Acetamid-Agarplatten keinen Unterschied im Verdieiru dem Rezipientenstamm Nat9
(Abb. 37). Hiermit erfolgt auch eine Bestéatigung @egebnisse, die in Abb. 36 A gezeigt
wurden. Das Hap2p-EGFP Fusionsprotein igkimidulansnicht in der Lage, in den Zellkern
zu gelangen. Folglich ist auch kein funktionalempH&mplex im Zellkern vorhanden, und
somit ist ein Wachstum auf AMM-Agarplatten mit Aastid als einziger Kohlenstoff- und
Stickstoff-Quelle nicht méglich.

Der Transformantenstamm NatHap2NLSHyb wuchs hingegeg den Acetamid-Agarplatten
(Abb. 40). Es konnte jedoch der Wildtypphanotyphhicomplett hergestellt werden, was der
Vergleich mit der Positivkontrolle eindeutig belegt

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Hap2p inLage ist, einehapB-Deletion in
A. nidulans zumindest partiell zu komplementieren. Jedoch dias nur maoglich, wenn
Hap2p mit der Kernlokalisationssequenz von HapBofuert wurde, da das Protein alleine

anscheinend nicht in der Lage ist, in den Zellkarmgelangen.
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15. Lokalisation des Hap2p-Homologen HapB auA. nidulansin S. cerevisiae

Im Weiteren sollte ermittelt werden, ob sich dishar erhaltenen Ergebnisse bezlglich der
Lokalisation, sowie der Kernlokalisationssequenzn vblapB, bzw. den verwendeten
Homologen auch auf andere eukaryontische Organisiileartragen lassen. Mittels
Fluoreszenzuntersuchungen sollte gezeigt werden,dieb verschiedenen HapB-EGFP-
Fusionskonstrukte, welche im Rahmen dieser Arbaiiegert wurden, iB. cerevisiaén den
Zellkern gelangen und somit die Hypothese der soleedlichen Kernlokalisationssequenzen
bestatigen.

15.1. Generierung der Plasmide pHISiHapB, bzw. pHIHapBNLS1 — 4

Die im Rahmen der verschiedenen Klonierungen erhatt Plasmide pl23HapB, bzw.
pl23HapBNLS1 — 4 wurden mit Hilfe der Restriktionsgme EcoRV und Pvul gespalten
und die Fusionskonstrukte, bestehenda@asPromotor unchapB-egfpGenfusion in den mit
Sma linearisierten Hefe-Transformationsvektor pHISorkert. Die daraus resultierenden
Plasmide wurden als pHISiHapB, bzw. pHISiHapBNL3A bezeichnet.

Zur Transformation de$S. cerevisiassStammes HAPZ wurden die einzelnen Plasmide mit
Apd linearisiert.

15.2. Mikroskopische Analyse der erhaltenen Transfonanten

A 50 As

putative NLS1 NLS2

1. HapBEGFP L L
2. HapBNLS1EGFP 224 289 @

3. HapBNLS2EGFP 224 369 @
4, HapBNLS3EGFP e

1 b
5. HapBNLS4EGFP | a—
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Fig. 41: Zellulare Lokalisation der verschiedenen Fusnsproteine inS. cerevisiae

A. Schematische Darstellung der verschiedendn nidulans HapB-EGFP-Fusionsproteine, deren
DNA-Sequenzen auf den Plasmiden pHISiHapB (1.),. m#tSiHapBNLS1 — 4 (2. —5.) lokalisiert sind.

B. S. cerevisiadhap2Stamm, transformiert mit den verschiedenen PlasmiBie Zellkerne wurden mit DAPI
gefarbt (3). Licht- (1), bzw. fluoreszenzmikroskagie (2 und 3) Analysen der Proben. [He cerevisiae
Stamme sind auf der linken Seite notiert. Die Numenengen auf der linken Seite beziehen sich aaf di

Fusionsproteine, welche in Abb. 41 A gezeigt wurden
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Alle Proteinfusionen, welche die M. nidulansnicht essentielle Kernlokalisationssequenz 1
besitzen, welche aber gleichzeitig $1 cerevisiaals funktionale Kernlokalisationssequenz
fur Hap2p nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb.A3Bnd B), zeigen eine eindeutige
Kernlokalisation inS. cerevisiagAbb. 38 B 1., 2., 3. und 5.). Lediglich die HapEFP-
Proteinfusion, welche in Abb. 38 B 4. zu sehenidt,im Cytoplasma lokalisiert. Diesem
Fusionskonstrukt fehlt die NLS1 (vgl. Abb. 38 A.4.)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass dienBpsoteine, bestehend aus HapB und
EGFP inS. cerevisiaesynthetisiert und exprimiert werden. Desweiterendvdie in HapB
vorhandene, i\. nidulansaber nicht essentielle Kernlokalisationssequen®Nerkannt und

zum Transport der Fusionsproteine in den Zellkemvendet..

16. Lokalisation des humanen Hap2p-Homologen NF-Y# S. cerevisiae

1991 beschrieben Becket al die funktionale Komplementation einer Hap2p-Deletin
S. cerevisiaenit dem humanen Homologen. Im folgenden Kapitdtesoun die Lokalisation
einer NF-YA-EGFP Proteinfusion, auf Basis der vardeten Kernlokalisationssequenz, in

S. cerevisia@intersucht werden.

16.1. Herstellung der Plasmide pHISINFYAGFP, bzw. HISINFYAHyb, sowie

Transformation vom S. cerevisiae-Stamm Hap2A

Die beiden Plasmide pl23NFYAGFP, bzw. pl123NFYAHy&sitzen eine Fusion des
egfpGens mit dem humanemf-ya-Gen, bzw. mit einem Hybrid, bestehend aus humanem
nf-ya-Gen, und der HapB-NLS aué. nidulans Die DNA-Fragmente, welche durch
Restriktion der Plasmide mit den RestriktionsenzayrgeoRV und Pvul erhalten wurden,
wurden in den mitSma linearisiertenS. cerevisiadransformationsvektor pHISi kloniert.
Zur Transformation deS. cerevisia&Stammes HAP2R wurden die einzelnen Plasmide mit
Apd linearisiert. Die erhaltenen Stamme wurden alsPRENFYA, bzw. HAP2ANFYAHyb

bezeichnet.
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16.2. Analyse der Lokalisation der Fusionsproteine NF-YA-EGFP und
NF-YA-NLS paps-EGFP

Beide Fusionsproteine NF-YA-EGFP und NF-YA-Nl.s=EGFP zeigten eine eindeutige
Lokalisation im Zellkern (Abb. 42). Die in NF-YA vbandene NLS wird vois. cerevisiae
erkannt und zum Transport in den Zellkern verwenDets ist inA. nidulansnicht der Fall.
Hier ist NF-YA im Cytoplasma lokalisiert. Lediglicdas Hybrid, welches zusatzlich zum
humanen NF-YA die Kernlokalisationssequenz von HapBitzt, weist eine Lokalisation im
Zellkern auf (vgl. Abb. 32).

A
1. -l S —
otefPromotor nf-ya egfp
2. - ) Em—
otefPromotor nf-ya hapBNLS egfp
B
1. 8 um
HAP2ANFYA
2. 1
HAP2ANFYAHyb
8 um

Fig. 42: Zellulare Lokalisation der Fusionsproteine NF-YA-EGFP und NF-YA-NLS.p5-EGFP in

S. cerevisiae (Ahap2)

A. Schematische Darstellung der beiddfyaegfpFusionen, welche auf den Plasmiden pHISINFYAGFP (1
und pHISINFYAHyb (2.) lokalisiert sind.

B. Die Zellkerne wurden mit DAPI-Losung selektiv angbtg3). Licht- (1), bzw. fluoreszenzmikroskopische
(2 und 3) Analysen delS. cerevisia&Stamme HAPZNFYA (1.), bzw. HAP2ANFYAHyb (2.). Die

Nummerierungen auf der linken Seite beziehen si€hli@ Genfusionen, welche in Abb. 42 A gezeigt da.



Ergebnisse 101

Die hier gezeigten Ergebnisse sind ein weiteres izInddafir, dass die
Kernlokalisationssequenz 1, welcheAn nidulanszwar vorkommt, aber nicht essentiell fur
den Kerntransport ist, in den Eukaryonten hochkuse vorliegt und sich fur die
Lokalisation der HapB-Homologen verantwortlich zeig/eiterhin belegen die Ergebnisse,
dass ausschliel3lictA. nidulans die Kernlokalisationssequenz 2 fur den Kernimport

verwendet.

17. Komplementation einerhap2-Deletion in S. cerevisiae mit diversen Proteinfusionen

der Hap2p-Homologen HapB ausA. nidulans, bzw. des humanen Homologen NF-YA

Abschlielend sollte untersucht werden, ob und wgnnwelches der verschiedenen
Proteinfusionsgene, mit denen die H&8ecerevisiagransformiert worden war, in der Lage

ist, einehap2Deletion zu komplementieren.

Hierzu wurden die verschiedenen Stdmme auf stanwifigol supplementierten
YPD-Agarplatten, welche Laktose als einzig verwamtb Kohlenstoffquelle enthielten,
ausplattiert und fiir 240 h bei 30 °C inkubiert. Abim wie beiA. nidulans der nur dann auf
Acetamid als einziger C- und N-Quelle wachsen kavemn ein funktionaler Hap-Komplex
vorhanden ist, so ist auch b8i cerevisiaenur dann ein Wachstum auf Laktosemedium
moglich, wenn die vorliegendeap2Deletion durch eine Genfusion komplementiert wurde

und somit ein funktionaler Hap-Komplex wieder hestgdt werden konnte.
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Abb. 43: Wachstumstest auf YPD-Agarplatten mit Laktcse als einzig verwertbarer Kohlenstoffquelle

Die im Rahmen der verschiedenen Transformationealterten Stamme, sowie der Wildtypstamm YM42rd
Positivkontrolle, bzw. derap2Deletionsstamm HARR als Negativkontrolle wurden auf YPD-Laktose-
Agarplatten ausplattiert und fir 240 h bei 30 °Ruiniert. In der folgenden Tabelle sind die einzelS¢&mme,
sowie die fur das Verstandnis der Abbildung reléearProteinfusionen aufgelistet.

Abkiirzung Stammbezeichnung relevantes Protein ¢Rsprotein), bzw. Genotyp des
Stammes
A YM4271 Hap2p (Wildtyp; Positivkontrolle)
B HAP2AHap2Del (As 1 — 265\205 — 208)-EGFP
C HAP2AHap?2 (As 1 — 265)-EGFP
D HAP2ANFYAHyb (As 1 — 318; NL{4psAs 291 - 369)-EGFP
E HAP2ANFYA (As 1 —318)-EGFP
F HAP2ANLS4 HapB (As 1 — 369,326 - 329)-EGFP
G HAP2ANLS3 HapB (As 291 — 369)-EGFP
H HAP2ANLS2 HapB (As 224 — 369)-EGFP
I HAP2ANLS1 HapB (As 224 — 289)-EGFP
J HAP2\HapB HapB (As 1 — 369)-EGFP
K HAP2AK EGFP
L HAP2A Ahap?2 (Deletionsstamm; Negativkontrolle)

Generell l&sst sich festhalten, dass die Deleteshdp2-Gens inS. cerevisiassowohl durch
das humane Homologe NF-YA, als auch durch dasgiklHomologe HapB aus. nidulans
komplementiert werden kann. Entscheidend fir enfielgreiche Komplementation ist das
Vorhandensein der Kernlokalisationssequenz 1. ARoteinfusionen, die diese
hochkonservierte NLS besitzen, sind zur Komplementades Deletionsphanotyps in
S. cerevisiaen der Lage. Die einzige Ausnahme bilden die z&&mme HAP2ZNLS1 und
HAP2ANLS2 (Abb. 43 | und H). In beiden Fallen ist zwae &ernlokalisationssequenz 1
vorhanden und auch eine Kernlokalisation der bietnelen GFP-Fusionsproteine konnte
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 41), doch war einenflementation des Phanotyps nicht
moglich. Dies konnte mit der Tatsache erklart werddass es sich bei den beiden
HapB-Fusionen um verkirzte HapB-Fragmente handBiké&den Fragmenten fehlten grol3e
Teile des N-terminalen Bereiches (NLS1: As 224 9;28L.S2: As 224 — 369). So ist zwar
der Transport der betreffenden Proteine in denk&edl moglich, nicht aber die Verbindung
der einzelnen Untereinheiten zum heterotrimeren lermund somit die Wiederherstellung

der Funktionalitat des Hap-Komplexes.
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Diskussion

1. DevR ist ein fiur die Entwicklung in A. nidulans unter

Standardbedingungen essentielles Protein

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit waren Untersugemn zur Funktion von DevR aus
Aspergillus nidulansDieser zur Familie der bHLH-Proteine gehdrendanskriptionsfaktor

wurde bei Arbeiten mit dem ebenfalls zur Familier deHLH-Proteine gehorenden
Transkriptionsfaktor AnBH1 entdeckt (Reinke, 1998)d nach erfolgter Charakterisierung

als DevR (,developmental regulator”) bezeichnet.

Obwohl DevR unter ,Standard“-Wachstumsbedingungeaf3geblich in den Prozess der
Konidienbildung involviert ist, wird er unter dieseBedingungen fur das vegetative
Wachstum des Pilzes nicht benétigt. Diese Ausséagst Isich dadurch untermauern, dass
DeVR in Stresssituationen, wie beispielsweise demchdtum auf AMM-Agarplatten, welche
mit 0,6 M KCI versetzt wurden, fir die Konidienemtklung nicht bendtigt wird. Weiterhin
konnten Selbstkreuzungen dadevRStammes unter allen getesteten Bedingungen nicht
beobachtet werden, was die Schlussfolgerung zul@ssts ein Fehlen von DevR auch
Auswirkungen auf die sexuelle Entwicklung besiteia A. nidulans der Gruppe der
homothallischen Pilze zugeordnet wird, ist normase das Vorhandensein eines Partners
fur den sexuellen Reproduktionsvorgang nicht zwirtherforderlich. Diese erhaltenen Daten
entsprechen zum Teil Ergebnissen, die bei ESCISah&osaccharomyces pondpefunden
wurden. Die Aminosauresequenz von ESC1 weist eiAlydichkeiten zu der Sequenz von
DevR auf. ESC1 ist b&. pomben der Regulation der sexuellen Differenzierungibgt. In

der frihen Phase der Sporulation scheint das RrBestandteil einer Signalkaskade zu sein,
welche die Induktion der Sporulation, ausgelostcHustickstoffmangel, bewirkt (Benton
et al.,1993).

Auffallend war, dass der Phanotyp, der bei eindefim desdevRGens beobachtet wurde,
groRe Ahnlichkeiten zum Phanotyp einesADeletion inA. nidulansaufwies, welche von
Virginia et al. (2000) beschrieben wurde. DadcsAGen kodiert fir ein
Zweikomponentensystem, bestehend aus einer ,HisKdiase-Domane* und einer

.Response-Regulator-Doméane®, wie sie in ahnlichemibereits in Bakterien, Pflanzen und
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anderen niederen Eukaryonten gefunden wurden (Aterl., 1996; Posa%t al., 1996;
Loomiset al.,1997; Schumacheat al.,1997; Shiefet al.,1997; Wurgler-Murphy und Saito,
1997; Liet al.,1998; Loomiset al.,1998). Zwei PAS-Domé&nen im aminoterminalen Bereich
des tcsAGenproduktes zeigen sich fur die Kontrolle desn&lg, welches den ,Histidin-
Kinase“-,Response-Regulator — ,Phosphorelay” stgueerantwortlich. In identischer
Weise wie es bei DevR gefunden wurde, ist auch Twe#er Standardbedingungen nicht in
das vegetative Wachstumsprogramm des Organismokviest. Wurde dascsAGen jedoch
deletiert, so ist der daraus resultiereAd@idulansStamm auf Standardmedien nicht mehr in
der Lage, Konidien zu produzieren. Eine weitere &esamkeit zwischen DevR und TcsA
besteht darin, dass eine Deletion des jeweiligems@&ht unweigerlich zu einem kompletten
Verlust der Konidienbildung fuhrt. Auf Standardmedi, welches mit 1,0 M Sorbitol
supplementiert wurde, lasst sich der Phanotygas#¥Deletion fast vollstandig supprimieren
(Virginia et al.,2000).

Um untersuchen zu kénnen, ob sich ein funktionZiesammenhang zwischen DevR und
TcsA herstellen lasst, wurde dasAGen im Rahmen dieser Arbeit deletiert. Da es bigh
der beschriebenen Mutante lediglich um eine Disnogt handelte, sollte eine Deletion des
gesamten Gens generiert werden, um ausschlieRé&drmen, dass eine Deletionsmutante
einen anderen Phanotyp aufweisen wirde, als eiseuionsmutante. Doch zeigte die
Deletion des kompletten Gens den gleichen Phanotyp, er auch bei der Disruptante
beschrieben wurde. Die Analyse einmgssAStammes, der eine Fusion des DevR-Proteins
mit dem Fluoreszenzprotein EGFP trug, ergab eindegitige Lokalisation der Proteinfusion
im Cytoplasma. Hingegen ist das DevR-EGFP-Fusiarispr im Wildtyp ausschliel3lich im

Zellkern lokalisiert.

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen deutlich,s das sich bei DevR um einen
Transkriptionsregulator handelt, der in den asd&neEntwicklungsprozess auf AMM-
Standardmedium involviert ist. Weiterhin wurde gggedass TcsA fiur die Kernlokalisation
von DevR von grof3er Bedeutung ist. Offen bleibéralings die Frage, in welcher Art und
Weise die Kernlokalisation von DevR durch TcsA degrt wird. Es koénnte sich hierbei
sowohl um eine direkte Regulation handeln, beispieise koénnte TcsA DevR
phosphorylieren, oder um eine indirekte Regulatwie, die Aktivierung, bzw. Inaktivierung
von Genen oder Proteinen, die in den Kernlokabssrozess von DevR involviert sind.
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Bei A. nidulanswurde noch ein weiterer putativer Osmosensor yedmm, der als TcsB
bezeichnet wurde. DasBGen kodiert ein membranstandiges Zweikomponenttesy,
welches groRe Ahnlichkeiten zu Sinlp &iscerevisiaaufweist. SInlp ist Bestandteil der
HOG1 MAPK- (,high-osmolarity glycerol response Imitogen-activated protein kinase”)
Kaskade und dort in die Signalibertragung, hervoifige durch osmotischen Stress,
involviert (Furukaweet al.,2002). Jedoch ist bei einer Deletion desB-Gens inA. nidulans
im Gegensatz zur Deletion vainlin S. cerevisia&kein erkennbarer Phanotyp, weder im
Bezug auf die hyphale Entwicklung, noch auf die pMalogie, zu erkennen. Daraus lasst
sich, so die Meinung der Autoren, folgern, dass An nidulans ein komplexeres
osmoregulatorisches System vorliegen muss, alsiesSON1-HOG1 MAPK-Kaskade in

S. cerevisia@arstellt (Furukawat al.,2002).

In den komplexen Vorgang der Initiation und Durdiiing der Konidiophoren-, bzw.
Konidienentwicklung beA. nidulanssind eine Vielzahl von Genen involviert, von dermest
einige bekannt und charakterisiert sind. Es sied dinter anderetorlA, abaA wetA medA
SstuA sowie eine Gruppe von sechs Genen, die unter Blezeichnung fluffy”
zusammengefasst wurden (Adaetsal., 1998). Die Bezeichnung beruht auf dem Phanotyp,
den alle sechs Einzeldeletionen aufweisen, nareiioh flauschige Oberflache, hervorgerufen
durch die Luftmyzelien der Kolonien (Dorn, 1970; melli und Clutterbuck, 1971;
Tamaneet al., 1983; Lee und Adams, 1994; Wiesdral., 1994). Desweiteren konnten eine
Vielzahl von Umweltstimuli, wie beispielsweise deirekte Kontakt des Myzels mit dem
Tageslicht, gefunden werden, welche die Konidiehlil auslésen kénnen (Axelrod, 1972;
Law und Timberlake, 1980; Timberlake, 1990). Dieldlien desdevRGens ergab jedoch
einen Phanotyp, der sich betrachtlich von den Plyara unterschied, die bei einer Deletion
der bisher bekannten, in die asexuelle Entwicklimglvierten Gene, aufgetreten waren
(Adams et al.,, 1998). Im AdevRStamm erfolgte eine normale Initialisierung der
Konidiophorenentwicklung und auch die Entwicklungerdprimaren und sekundaren
Sterigmata, der Metulae und Phialiden verlief ndrniie Anzahl der Phialiden war im
Vergleich mit einem Wildtypkonidiophoren stark redrt. Die Phialiden hingegen waren im
devRDeletionsstamm nicht mehr in der Lage, Konidiemusthniren. Vielmehr wuchsen die
Phialiden filamentts weiter und bildeten sekundéomidiophoren aus. Dieser Phéanotyp
wurde, wie weiter oben bereits erwahnt, jedoch muntchsalzbedingungen wieder
vollstandig supprimiert, d. h., das vollstandigetidioklungsprogramm bis zur Ausbildung

der Konidien konnte wieder durchgefiihrt werden.sBidatsache weist eindeutig darauf hin,
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dass die Anwesenheit desevRGenproduktes nicht unter allen Umstanden zur
Konidienentwicklung bendtigt wird. Die Fahigkeit,inen AdevRPhanotyp je nach
Medienzusammensetzung variieren zu konnen, zeigir atennoch, dasglevR eine
Komponente eines komplexen SignalwegesAenidulansdarstellt, der unter bestimmten
Umwelteinflissen die Bildung von Konidien und somaiich des gesamten asexuellen

Reproduktionszyklus reguliert.

Die Tatsache, dass mMRNA-Mengen votevR sowohl wahrend der vegetativen
Wachstumsphase, als auch bei Induktion und Durcbfigh des Sporulationszyklus,
nachgewiesen werden konnten, weist darauf hin, dias®R unter beiden Bedingungen
transkribiert wird. Gleichzeitig waren keine sigkénten Unterschiede beziglich désvR-
MRNA-,steady-state“-Levels in einer temperatursevesn brlA-Mutante, die unter nicht-
permissiven Bedingungen inkubiert wurde, im Vergiezum Wildtypstamm festzustellen. So
lasst sich auch eine transkriptionelle Regulation sevRdurch BrlA ausschlie3en. Diese
Aussage lasst sich durch die Beobachtung erhani@ss DevR fir den korrekten
Sporulationsvorgang anscheinend nicht benotigt wivdnn dem AM-Agarmedium 0,6 M
KCI zugesetzt wird. Die Regulation von DevR erfotgimindest zum Teil posttranslational
durch die im Rahmen dieser Arbeit gezeigte Reguraties Transports in den Zellkern. Dies
konnte durch direkte Modifikationen, wie z. B. darcPhosphorylierung, bzw.
Dephosphorylierung von DevR erfolgen. Eine weitgl@&glichkeit der Regulation bildet die
Heterodimerisierung dieses als zur Familie der bHbteine gehdrenden
Transkriptionsfaktors mit anderen Transkriptionséa&n oder Proteinen, die zu definierten
Zeitpunkten im Rahmen des asexuellen Entwickluraggamms aktiviert werden. Es bleibt
aber festzuhalten, dass TcsA in jedem der bes@nwerbFalle einen malRgeblichen Anteil an
der posttranslationalen Regulation von DevR besitzt

Wie bereits erwahnt, gehdrt DevR zur Familie derLHHranskriptionsfaktoren, deren
charakteristisches Merkmal die sogenannte ,Helipf-6ielix“-Doméne ist (Murreet al.,

1989; Ferré-D’ Amarét al.,1993; Atchley und Fitch, 1997). Diese vermitta# thteraktion

mit anderen HLH-Proteinen, wobei es sowohl zu hageh als auch zu heterologen
Dimerisierungen kommen kann (Anthony-Calstl al., 1992). Diese Tatsache fuhrt zu der
Vermutung, dass DevR mit anderen, bisher noch wargkn Partnern Interaktionen
eingehen kann, welche die regulatorische Funkties @&roteins beeinflussen kdnnten.

Potentielle Partner fur diese Interaktionen konndem bereits inA. nidulans bekannten
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bHLH-Proteine StuA oder AnBH1 sein. StuA beispiedgse ist sowohl in den asexuellen als
auch in den sexuellen Reproduktionszyklus invotviaind besitzt somit groR3e
Gemeinsamkeiten zu DevR (Duttenal.,1997; Wu und Miller, 1997).

Basierend auf der phylogenetischen Klassifizieraiegy bHLH-Proteine von Atchley und
Fitch (1997) ist DevR in Gruppe B einzuordnen, das dProtein innerhalb des
hochkonservierten bHLH-Motivs an den Aminosaurejmseén 5, 8 und 13 die fur Gruppe B
charakteristischen Aminosauren Histidin, Alanin uAgdginin besitzt. Weiterhin ist an
Position 9 des Motivs die Aminosdure Glutamat Ichett, die spezifisch mit den
Nukleotiden ,CA“ der E-Box interagiert (Littlewoodind Evan, 1994). Bei der E-Box
(,Ephrussi-Box“) handelt es sich um ein charaktesihies DNA-Bindemotiv, mit dem die
bHLH-Proteine spezifisch interagieren konnen. Dangensussequenz der E-Box wurde mit
der Sequenzfolge 5’-CANNTG-3’ determiniert (Littlead und Evan, 1994).

Innerhalb der Promotorregion vaievRbefinden sich vier putative E-Boxen. Sie sind an d
Positionen -652 (E-Box 1; CACCTG), -531 (E-Box 2A&TTG), -265 (E-Box 3; CACCTG)
und -122 (E-Box 4; CAAATG) vor Beginn des Transkiopsstartpunktes lokalisiert.
Aufgrund dieser Daten ist es denkbar, dass DevReseigene Transkription reguliert. Der
Nachweis der Funktionalitat dieser Sequenzen istr alioch nicht erbracht worden.
Desweiteren konnten zwei CCAAT-Boxen in der Promatgion vondevR identifiziert
werden. Sie befinden sich 212 bp (Box 1; ATTGG)wba56 bp (Box 2; ATTGG) vom
Transkriptionsstartpunkt entfernt. Gelretardatiopegimente, die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt wurden, zeigten, dass der AnCF-Komjaexitro in der Lage ist, mit beiden
CCAAT-Boxen zu interagieren. Beim AnCF-Komplex hahdes sich um einen
hochkonservierten eukaryontischen Transkriptiorisfak der bei A. nidulans in die
Regulation verschiedener Gene involviert ist (Papagpouloset al., 1996). Weitere
Experimente missen allerdings noch durchgefihrti@rerum dian vitro erhaltenen Daten

in vivo bestatigen zu kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass miR Den Transkriptionsfaktor aus der
Familie der bHLH-Proteine identifiziert und charafisiert werden konnte. Eine seiner
nachgewiesenen Hauptaufgaben ist die Kontrolle Etgwicklung, bzw. Ausbildung von
Konidien im Rahmen des asexuellen Vermehrungszykioter bestimmten, definierten

Bedingungen.
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2. Kerntranslokationsmechanismus des AnCF-Komplexes

Die zellulare Lokalisation, bzw. der zielgericht@@nsport von Proteinen stellt eine wichtige
Regulationsmaoglichkeit fir eukaryontische Organismdar. Eine bisher noch nicht
abschlieBend geklarte Frage betraf die nuklearealisdtion des CCAAT-bindenden
Komplexes, einem evolutionar konservierten, hetenaeren Komplex, der in einer Vielzahl
eukaryontischer Organismen nachgewiesen werdent&diawardset al., 1998; Brakhage
et al., 1999; Mantovani, 1999). Die ersten Ergebnisse giezu der Kernlokalisation des
CCAAT-bindenden Faktors wurden mit Hilfe des metisblien NF-Y-Komplexes erhalten
(Frontiniet al.,2004).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Frage nach deechdnismus der Kernlokalisation des
NF-Y-homologen AnCF-Komplexes aud. nidulans bearbeitet werden. Aus friiheren
Arbeiten war bereits bekannt, dass fur Interakiindes Komplexes mit der Ziel-DNA die
Bildung des heterotrimeren Komplexes, bestehenddansKkomponenten HapB, HapC und
HapE zwingend erforderlich ist (Steiet al., 1999). Die Untersuchungen dieses Komplexes
wurden dadurch erleichtert, dass die Deletion aekekenden Gens einer jeden Untereinheit
in A. nidulans lebensfahig war und durch die betreffendap-egfpGenfusion wieder
komplementiert werden konnte. Untersuchungen nifekon Proteinfusionen zwischen den
jeweiligen Hap-Proteinen mit dem ,Grinen Fluoregpeatein® (EGFP), sowie Mutanten,
bei denen je eines die Hap-Untereinheiten kodiexer@ens deletiert worden war, ergaben,
dass nur das HapB-EGFP-Fusionsprotein eine AnCBhérayige Kernlokalisation zeigte.
Die anderen beiden Untereinheiten waren ausscidief®in Cytoplasma lokalisiert, wenn
gleichzeitig eines denap-Gene deletiert worden war (Steidl, 2001). Die Kéenpentation
der Deletion und damit die Rekonstitution des AnG¥mplexes fuhrte zur Kernlokalisation
der HapC-, bzw. HapE-EGFP-Fusionen. Daraus folggeAtinahme, dass HapC und HapE
die Anwesenheit von HapB bendgtigten, um in denkéefl zu gelangen. Dies wurde durch die

im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten untermauer

HapB besitzt als einzige der drei Untereinheitemeeifunktionale, monopartite
Kernlokalisationssequenz (NLS). Eine NLS stellt eeiBindesequenz flir beispielsweise
Importin<a  dar, einem Helferprotein, das im Zusammenspiel ©h@m eigentlichen
Carrierprotein Importir3 den Durchtritt durch den Kernporenkomplex in detikérn hinein
vermittelt (Adam und Gerace, 1991; Adam und Ada894t Gorlichet al., 1994; Moroianu
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et al., 1995; Gorlich, 1998; Hood und Silver, 1999). Denktionalitat der NLS von HapB
wurde dadurch bestatigt, dass es fir HapC und Haidlich war, unabhangig von HapB in
den Zellkern zu gelangen, wenn diese beiden Peoteiit der NLS von HapB fusioniert

worden waren.

Es ist anzunehmen, dass die Dimerisierung von Hap& HapE Uber ein sogenanntes
»histone fold motif* den ersten Schritt bei der dihg des heterotrimeren AnCF-Komplexes
darstellt, wie dies auch bei den humanen Homoldg§ErYB und NF-YC postuliert wird
(Frontini et al., 2004). Diese Annahme stutzt sich auf die Tatsadhes das HapC-EGFP-
Fusionsprotein in einemhapEStamm im Cytoplasma lokalisiert ist, selbst beiv&senheit
von HapB. Identisch verhélt es sich bei einer H&8E-P-Fusion in einemhapGStamm.
Die Ausbildung des heterotrimeren Komplexes durcttagern von HapB an das HapC/E-
Dimer, fihrt dann zum Transport des Komplexes m dellkern.

Alternativ dazu ware es aber auch denkbar, dassldp€/E-Dimer auf eine andere Art und
Weise, unabhangig von HapB in den Zellkern gelangg diesem aber umgehend wieder
exportiert wird, wenn die Bindung an HapB nichtodgf. Der Export wirde Uber ein
nukleares Exportsignal (NES) moglich sein, wie &s das humane Homologe NF-YC
(homolog zu HapE), nicht aber fir NF-YB (homologHapC) beschrieben wurde (Frontini
et al., 2004). Jedoch gibt es bezlglich der homologeneRmtausA. nidulans einige
Argumente, die gegen diese Hypothese sprechen.

Zum Einen ergaben Computeranalysen der Aminosagueseen von HapC und HapE mit
Hilfe eines im Internet zuganglichen Computerprogres (http://psort.nibb.ac.jp/) keine
Hinweise auf die Anwesenheit von nukledren Expgusezen. Die gleichen Ergebnisse
wurden bei Zuhilfenahme einer von Nagitiaal (2003) definierten NES-Konsensussequenz
erhalten. Lediglich bei einer NES-Sequenz, die apNp ausS. cerevisiagiefunden wurde,
konnte eine gewisse Ahnlichkeit zu einer Regiorerhalb der HapC-Sequenz, nicht aber zu
HapE festgestellt werden (Miyaji-Yamagudiial.,2003). Selbst wenn die Sequenz in HapC
funktional ware, wirde sie die Hypothese von Frargt al. (2004) nicht unterstitzen, da dort
eine NES im HapE-Homologen NF-YC, nicht aber im Bdfomologen NF-YB beschrieben

wurde.
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Zum Anderen wurden im Rahmen dieser Arbeit Fusiaveischen dem HapC-, bzw. HapE-
Protein, sowie der NLS von HapB generiert. Diesatdnfusionen waren in der Lage, in den
Zellkern zu gelangen, und zwar ohne die Anwesergieds funktionalen HapB-Proteins. Die
Anwesenheit einer nuklearen Exportsequenz hatte abeinem Export der Fusionsproteine
aus dem Zellkern heraus fihren missen. Da diesrabler zu beobachten war, ist es eher

unwahrscheinlich, dass HapC und HapE eine funkitoN&S besitzen.

Fasst man all diese Daten zusammen, so ist Asnidulanseher unwahrscheinlich, dass der
Kernexport eine gewichtige Rolle bei der Regulatis AnCF-Komplexes spielt. Weiterhin
lasst sich aus den Daten ableiten, dass die Anwwegetter beiden Untereinheiten HapC und
HapE fir die Kernlokalisation nicht ausreicht.

Aus den Ergebnissen, die beziuglich des AnCF-Kongslexittlerweile vorliegen (Steidl,

2001; vorliegende Arbeit) lasst sich folgendes Mbfie die Kerntranslokation des AnCF-

Komplexes ableiten:
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Abb. 44: Modell zu Kerntranslokation des AnCF-Komplexes in einemA. nidulans-Wildtypstamm
(modifiziert nach Steidl, 2001)
Abklrzungen: NLS, ,Nuclear Localization Sequence” rfdekalisationssequenz); NPC, ,Nuclear Pore

Complex“ (Kernporenkomplex); KM, Kernmembran

Die drei hap-Gene werden im Zellkern transkribiert und die prégshenden mRNAS im
Cytoplasma translatiert. In einer ersten Reaktiomedsieren HapC und HapE und bilden so
die initiale Einheit des AnCF-Komplexes. Zusammein HapB, das anschlielend an das
Dimer bindet, bilden die drei Untereinheiten denkionalen AnCF-Komplex. Uber HapB,
welche als einzige der drei Komponenten eine fomigie Kernlokalisationssequenz (NLS)
besitzt, gelangt der Komplex in den Zellkern. DreSgansportmechanismus, bei dem die
beiden Proteine HapC und HapE nur bei gleichzeitiypwesenheit von HapB in den
Zellkern gelangen koénnen, bezeichnet man auch piggy back“-Mechanismus. Diese
Methode der Co-Translokation wurde bereits mehrfacther Literatur beschrieben. So wird
beispielsweise der Translationsinitiationsfaktor @H4E) nur zusammen mit dem Protein
4E-T, welches im Besitz einer NLS ist, in den Kémansportiert (Dostiet al., 2000). Ein
weiteres Beispiel fur diesen Transportmechanismsiudie Abhangigkeit des Kernimports der
Leber-Glucokinase (GK) von einer Dimerisierung h#m Glucokinase-Regulationsprotein
(GKRP) (Shioteet al.,1999).

Der hier beschriebene “piggy back“-Mechanismus @lobt es der Zelle, aquimolare
Konzentrationen aller Untereinheiten im Zellkern r zWerfigung zu stellen. Die
herausragende Position von HapB als regulatorigein@eit des AnCF-Komplexes wird
durch die Tatsache noch unterstitzt, dass der Ad@hplex Uber die Expression der HapB-

Untereinheit negativ autoreguliert wird (Stegdlal.,2001).

Heterotrimere, an die CCAAT-Konsensussequenz buhelehomplexe wurden bereits in
vielen eukaryontischen Organismen gefunden und aieArt und Weise der Interaktion
zwischen den Untereinheiten scheint sowohl in medels auch in héheren Eukaryonten
konserviert zu sein (Edwards al., 1998; Brakhaget al., 1999; Mantovani, 1999). So ist es
vorstellbar, dass der hier fifx. nidulansdargestellte ,piggy back“-Mechanismus auch fur
CCAAT-Bindekomplexe anderer Eukaryonten gultig d@doch bedarf diese Annahme noch

weiterer experimenteller Beweise.
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3. Evolutionédre Unterschiede bezlglich einer der Uereinheiten des
CCAAT-bindenden Komplexes

Wie weiter oben im Text bereits erwahnt wurde, ledines sich bei den CCAAT-bindenden
Komplexen um evolutionar konservierte Einheitened® Beobachtung wurde dadurch
bestétigt, dass es mdglich war, eimgp2Deletion inS. cerevisiaanit humaner NF-YA
cDNA funktional zu komplementieren (Beckeat al., 1991). Diese Mdoglichkeit der
Komplementation sollte im Rahmen dieser Arbeit aeisBiel HapB au#\. nidulansnaher
untersucht werden. Doch sowohl der Versuch der HKementation eines
hapB-Deletionsstammes mit dem homologen GenprodukiSaugrevisiagals auch mit dem
humanen Homologen NF-YA schlugen fehl. Eine Compuialyse der betreffenden
Aminosauresequenzen, sowie den Sequenzen weiteapB HHomologer aus anderen
Eukaryonten, erbrachte ein Uberraschendes ErgeBrgsauf CBF-A ausA. thaliang wo
keine putative Kernlokalisationssequenz bestimmider konnte, besal3en alle untersuchten
HapB-Homologen die fir HapB aus A. nidulans bestimmte putative
Kernlokalisationssequenz 1 (NLS1, vgl. Abb. 36)e$¥, so die Ergebnisse der im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiuihrten Untersuchungen, igfr ab A. nidulansnicht funktional (vgl.
Abb. 24 und 25). Fur die Kernlokalisation von Hap&w. des AnCF-Komplexes iA.
nidulanswird ausschlief3lich die als NLS2 bezeichnete Kakalisationssequenz 2 verwendet
(vgl. Abb. 24 und 25). Diese, so zeigten die Coraprnalysen, war jedoch ausschlief3lich bei
den Mitgliedern der Gattungspergillusvorhanden.

Aufgrund der hier gewonnenen Daten wurden nun wedene Komplementationsstudien
durchgefuhrt. HapB aué. nidulanswar in der Lage, einbap2Deletion inS. cerevisiae
vollstandig zu komplementieren. Wie UntersuchungeinHapB-Proteinen unterschiedlicher
GroRe aber zeigten, war fur den Transport von HapBlen Zellkern ausschlief3lich die
Anwesenheit der NLS1 verantwortlich, welcheAn nidulansnicht funktional ist. Fur die
Komplementation eineshapB-Stammes, wurden Fusionskonstrukte generiert, elieem der
kodierenden Sequenz des jeweiligen HapB-Homologes@tzlich noch die iA. nidulans
verwendete NLS2 aus HapB enthielten. Zusatzlichewadiese Konstrukte zur besseren
Analyse der erwarteten Transformanten noch mit E@toniert worden. Die zelluléare
Lokalisation beider Fusionsproteine ergab eine aitige Kernlokalisation irA. nidulans
Eine vollstandige Komplementation deshapBPhénotyps konnte mit diesen beiden
Konstrukten allerdings nicht erreicht werden, wdailer eine partielle. Das heil3t, der
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komplementierteA. nidulansStamm zeigte auf AMM-Agarplatten, welche Acetanail$
einzig verwertbare Kohlenstoff- und Stickstoffqee#nthielten, ein besseres Wachstum als
der hapBDeletionsstamm. Jedoch reichte es nicht an das 3$uaoh eines
hapB-Deletionsstammes heran, der mit einer HapB-EGRRerfusion komplementiert
worden war. Acetamid als einzig verwertbare C- NrQuelle im Medium wurde deshalb als
Selektionsmarker verwendet, 8anidulansnur dann in der Lage ist, auf diesem Medium zu
wachsen, wenn der Pilz Uber einen funktionalen AGplex verflgt (Papagiannopoulos
et al.,1996).

Aus den im Rahmen dieses Projektteils erhaltenegelifissen lassen sich folgende

Ruckschlisse ziehen:

Die Tatsache, dass die einzelnen Untereinheitehkomserviert vorliegen und auch zwischen
den Organismen funktional ausgetauscht werden kbifBeckeret al., 1991), konnte im
Rahmen dieser Arbeit anhand mehrerer Beispiele atigist werden. So lasst sich
beispielsweise ein@ap2Deletion inS. cerevisiaedurch die homologen Genprodukte aus
A. nidulans bzw. dem Menschen funktional komplementieren. tévkin ist es mdglich,
NF-YA, bzw. Hap2p inA. nidulanszu exprimieren. Diese Aussage muss jedoch dahamgkh
eingeschrankt werden, als dass die Komplementadies hapB-Deletionsphénotyps nur
partiell stattfand und auch nur dann, wenn beidedire mit der irA. nidulansfunktionalen

NLS von HapB fusioniert worden waren.

Ein weiterer, signifikanter Unterschied zwischenn ddapB-Homologen besteht in der
Verwendung der Kernlokalisationssequenz, die fim deansport des CCAAT-bindenden
Komplexes in den Zellkern bendtigt wird. Bis aufsd&élapB-homologe Protein aus
A. thalianabesitzen alle im Rahmen dieser Arbeit untersuclfesteine die bezlglich der
HapB-Sequenz aus. nidulansdefinierte, putative Kernlokalisationssequenz L$Hl). Diese
wird unter anderem auch von der H&8ecerevisiaeerkannt und verwendet. Auch homologe
Proteine, welche die NLS1 besitzen, werdeB.icerevisiaén den Zellkern transportiert. Als
Beispiel seien hier die Hap2p-homologen ProteineYFaus dem Menschen, sowie HapB

ausA. nidulansangegeben, welche beide besagte NLS1 besitzen.

Untersuchungen ergaben nun, dass innerhalb dewmr@afispergillus die NLS1 zwar

ebenfalls konserviert vorliegt, aber zumindest Beinidulans nicht essentiell ist. Eine
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Deletion dieser NLS1 hatte keinen Einfluss aufziiulare Lokalisation des HapB-Proteins.
Vielmehr unterscheidet diéspergillen von allen anderen untersuchten Organismen das
Vorhandensein einer weiteren, als NLS2 bezeichnktnlokalisationssequenz. Diese liegt
nur innerhalb dieser Gattung konserviert vor unddvziumindest beA. nidulansals einzig

funktionale Kernlokalisationssequenz erkannt unsiveadet.

Es stellt sich nun die Frage, weshalb die SpezersGhttungAspergillusim Laufe der
Evolution eine neue Kernlokalisationssequenz genehiaben und diese auch exklusiv fur
den Transport des AnCF-Komplexes in den Zellkerrweaden. Eine Moglichkeit besteht
darin, dass dem CCAAT-bindenden KomplexAn nidulansspeziellere Aufgaben zu Teil
werden, als dies in anderen Eukaryonten der FallNeben der Regulation verschiedener
Gene, ist der AnCF-Komplex auch in die Regulatien Benicillinbiosynthese involviert. Die
Bildung von sogenannten Sekundarmetaboliten issigimfikanter Unterschied zwischen den
Aspergillenund allen weiteren, im Rahmen dieser Arbeit untren Organismen. Der
Grund, bzw. die Ursache, warum diese Organismesedi&ubstanzen produzieren, ist bis
heute noch nicht geklart. So kodnnen die vén nidulans gebildeten Antibiotika
moglicherweise auch als eine Art Schutzmechanisrou&indringlingen angesehen werden,
welche die gleiche 6kologische Nische, bzw. dassklbitat besiedeln wollen.

So kénnte zusammengefasst die Evolution der Keatikdtionssequenz bei déspergillen
als eine Weiterentwicklung des AnCF-Komplexes aages werden, da diesem nun
besondere Aufgaben, beispielsweise die RegulaborSchutzmechanismen, zu Teil wurden.

Moglicherweise handelt es sich bei der Kernlokalisessequenz 2 von HapB auch lediglich
um das Ergebnis einer zufalligen Translokation deiskodierenden Region eines anderen,
ebenfalls im Zellkern lokalisierten Proteins in despBGenlocus. Dies erfolgte jedoch im

Rahmen der Evolution innerhalb des eukaryontiscBEmmbaums nach Abspaltung der

GattungAspergillusund kommt somit nur bei den Mitgliedern diesertGaj vor.
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