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Der CCAAT-bindende Komplex

von Aspergillus nidulans

Stefan Steidl

Abb. 1: Kernlokalisation von HapE-GFP. Ein A. nidulans-AhapE-Stamm wurde durch hapE-gfp
funktionell komplementiert. Von links nach rechts: Durchlichtaufnahme von Pilzhyphen, Firbung der

Zellkerne durch DAPI und GFP-Fluoreszenz.

» Heteromere CCAAT-Bindekomplexe
sind von Pilzen bis zum Menschen konser-
viert und an der Regulation vieler cu-
karyontischer Gene beteiligt. In dem Hefe-
pilz Saccharomyces cerevisiae besteht die Funk-
tion des CCAAT-Bindekomplexes (Hap2p/
3p/5p) in der Aktivierung von Genen der At-
mungskette. Die Untersuchung des homo-
logen Komplexes am Beispiel des fila-
mentosen Pilzes Aspergillus nidulans sollte
Aufschlisse dariiber geben, welche Rolle
dieser CCAAT-Bindekomplex (AnCF) in der
Genregulation bei einem obligat acroben Or-
ganismus spielt. Weiterhin sollten erstmals
Erkenntnisse zur Regulation der Unterein-
heitsgene gewonnen und der Mechanismus
der Kerntranslokation solcher Komplexe un-
tersucht werden. Die A. nidulans-Gene,
hapB, hapC und hapE, die groBe Ahnlichkeit
zu den Genen HAP2, HAP3 und HAP5 von
S. cerevisiae aufwiesen, konnten zuvor isoliert
werden.

Mutanten mit Deletionen der Gene /apB,
hapC und hapE wiesen jeweils stark ver-
langsamtes Wachstum auf und bildeten we-
niger Konidien. Der identische Phéinotyp der
drei Deletionsmutanten lisst darauf schlies-
sen, dass die drei Genprodukte HapB, HapC
und HapE /7 vivo interagieren, um einen
funktionellen CCAAT-Bindekomplex bilden
zu kénnen. Der biochemische Nachweis der
Interaktion der drei Untereinheiten gelang
durch Rekonstitution eines CCAAT-Binde-
komplexes mit rekombinant hergestellten
und gereinigten HapB/C/E-Proteinen!'],

Die Deletionsmutanten wurden verwen-
det, um den Einfluss von AnCF auf die Ex-
pression der Gene amdS, lyslFF und hapB zu
untersuchen. Dabei stellte sich heraus, dass
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AnCF bei der Genregulation in A. nidulans
eine dualistische Funktion wahrnimmt. Das
Gen amdS§ wurde durch AnCF aktiviert,
wihrend der CCAAT-Bindekomplex die
Expression der Gene /ysF und 4apB unter-
driickt(? 31,

Im /apB-Promotor wurden zwei CCAAT=
Elemente (Box oo und Box B) identifiziert.
Da in AdapC- und AhapE-Stimmen im Ver-
gleich zum Wildtyp sowohl erhéhte ZapB-
mRNA- als auch erh6hte HapB-Protein-
mengen nachgewiesen wurden, liegt die
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Vermutung nahe, dass AnCF als Repressor
der sapB-Expression wirkt. Es erfolgte die
Konstruktion von /4apB-lacZ-Genfusionen,
die verschiedene Punktmutationen in Box
o und Box B trugen. Ein Modell zur Auto-
regulation von /ZapB wurde darauthin abge-
leitet: Die Besetzung von Box B durch An-
CF fiithrt zum Ausschluss der DNA-Bindung
durch einen 'Iranskriptionsaktivator und
folglich zur Repression von apBl.

Die intrazellulidre Lokalisation der drei
Hap-Proteine wurde mit Hilfe von Hap-
GFP-Fusionsproteinen untersucht. Die
HapB-, HapC- und HapE-GFP-Proteine
wurden in Aap*-, MapB-, AMapC- und Aa-
pE-Stimmen analysiert. Dabei stellte sich
heraus, dass jedes der drei Hap-GFP-Pro-
teine den entsprechenden A/lap-Stamm
funktionell komplementieren konnte und
dass nur HapB-GFP unabhingig von den
beiden anderen Untereinheiten aktiv in den
Zellkern importiert wurde. Die Fusionspro-
teine HapC-GFP und HapE-GFP hingegen
befanden sich im cytoplasmatischen Kom-
partiment, sofern sich kein HapB/C/E-Kom-
plex zusammenlagerte. Aus diesen Ergeb-
nissen kann geschlossen werden, dass der im
Cytoplasma pri-assemblierte AnCF-Kom-
plex in den Zellkern importiert wird, indem
die NLS der HapB-Untereinheit von der
Importmaschinerie erkannt wird. HapC und
HapE werden somit durch einen ,piggy
back“-Mechanismus (,,huckepack®, nur im
Komplex mit HapB) iiber die Kernmembran
transloziert.
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