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ZUSAMMENFASSUNG

Von den etwa 200 verschiedenen Pilzen der Hefegattung Candida gilt insbesondere Candida
albicans als der medizinisch bedeutendste Hefepilz, da er als fakultativ pathogener Erreger zwar
bei 75% der Bevolkerung hauptsadchlich den Gastrointestinaltrakt symptomlos besiedelt, jedoch
bei immunsupprimierten Patienten liber zwei Drittel aller invasiven, systemischen Infektionen
auslost, die eine Mortalitdatsrate von liber 30% aufweisen. Mit der Identifizierung von Candida
dubliniensis wurde ein sehr naher Verwandter von C. albicans beschrieben, der trotz einer sehr
engen phylogenetischen Verwandtschaft und &dhnlichen phéanotypischen Eigenschaften, in
epidemiologischen Studien eine nur sehr geringe Prdvalenz sowie eine deutlich reduzierte
Virulenz aufweist. Ein Vergleich beider Candida-Spezies sollte daher die Grundlage bieten,
Unterschiede zwischen den beiden Hefepilzen zu identifizieren, die zur verbesserten Adaptation
von C. albicans gegeniiber C. dubliniensis an den Wirtsorganismus fithren und zu ihrer

unterschiedlichen Pathogenitét beitragen.

Durch eine vergleichende Analyse der beiden Candida-Arten insbesondere im Hinblick auf ihre
unterschiedliche Induktion und Regulation von morphologischen Differenzierungsprozessen (z.
B. der Transition von der sphéarischen Blastopore zur filamentésen Wachstumsform, die in C.
albicans als ein wichtige Virulenzfaktor angesehen wird) wurde in dieser Arbeit ein zentraler
Morphogeneseregulator in C. dubliniensis identifiziert, der signifikante Homologien zu einer
konservierten Klasse von Transkriptionsfaktoren in Pilzen aufweist, die als APSES-Proteine
bezeichnet werden. Die Deletion dieses Gens und nachfolgende funktionelle Charakterisierung
konnte zeigen, dass die Deletionsstimme neben einer verdnderten Morphologie sich in der
Induktion des hyphalen Wachstums und der Chlamydosporen-Ausbildung vom Wildtypstamm
deutlich unterschieden. Aufgrund dieser Funktion als zentraler Morphogeneseregulator wurde
das entsprechende Protein als Moml - ,Modulator of Morphogenesis 1“ bezeichnet.
Weiterfithrende Analysen konnten zeigen, dass MOM1 auferdem einen grofden Einfluss auf das
Adhasions- und Invasionsverhalten sowie den Zellwandaufbau der Zellen hat. Diese
Eigenschaften sind vergleichbar mit der Funktion des Efglp in C. albicans. Durch die ektopische
Expression von MOM1 im efglA-Deletionsstamm oder die heterologe Integration von EFG1 in
den momi1A-Deletionsstamm konnte der morphologische Phianotyp sowie die Defekte in der
Zellwandzusammensetzung funktionell komplementiert werden. Durch differenzielle
Genexpressionsstudien von Wildtyp- und Deletionsstimmen unter zwei unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen mithilfe der ebenfalls in dieser Arbeit etablierten und validierten

MESSAGE-Technologie, die auf einer hochauflésenden zweidimensionalen Auftrennung der ds-



8 ZUSAMMENFASSUNG

cDNA-Fragmente basiert, konnte aufierdem gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor
Momlp - &dhnlich wie Efglp aus C. albicans- neben den Proteinen der Zellwand oder
Zellmembran auch zahlreiche metabolische Prozesse reguliert. Je nach Bedingung wurden durch
Deletionen von MOM1 zahlreiche Gene z. B. der Ribosomenbiogenese oder des Kohlenhydrat-
metabolismus differentiell exprimiert. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal auch eine
konservierte Funktion der APSES-Proteine Momlp und Efglp im Stickstoffmetabolismus
beschrieben werden. Beide Proteine scheinen dabei eine essentielle Rolle als Schalterproteine
spielen, ob nieder- oder hochmolekulare Stickstoffquellen fiir den Wachstumsprozess verwertet

werden.

Trotz der konservierten Funktion zeigten sich zwischen beiden Candida-Arten signifikante
Unterschiede in der transkriptionellen Regulation dieser APSES-Gene. So wurden MOM1 und
EFG1 in den entsprechenden Wildtyp-Stammen unter zahlreichen Bedingungen und unabhangig
von der Zellmorphologie entgegengesetzt exprimiert. Durch den Austausch der gesamten
MOM1-Promotorregion durch den EFG1-Promotor konnte jedoch Art und Verlauf der C. albicans
EFG1-Induktion auch in C. dubliniensis beobachtet werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die antagonistische Genexpression hauptsichlich auf verschiedene cis-regulatorische
Elemente in den jeweiligen Promotorsequenzen von MOM1 und EFG1 zurlickgefiihrt werden
konnen. Interessanterweise konnten wir trotz der gleichen C. albicans-spezifischen Regulation
des heterolog exprimierten EFGI mit Promotor im AmomlI-Deletionshintergrund keine
Induktion des hyphalen Wachstums in C. dubliniensis beobachtet werden. Dies kann darauf
zurlckgefiihrt werden, dass die morphologische Transition in C. albicans durch einen weiteren
regulatorscher Signalweg induziert wid, der in C. dubliniensis entweder nicht vorhanden oder

aktiviert ist.

Diese Aktivierung von verschiedenen Signaltransduktionswegen oder die differentielle
Regulation von Genen konnen somit die Griinde dafiir sein, weshalb so phylogenetisch nahe
verwandte Arten sich in der Expression von Virulenzfaktoren und ihrer Pathogenitat

unterscheiden.
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ABSTRACT

Among the 200 different known yeast species of the genus Candida, Candida albicans is
considered to be the most important clinical fungus which colonizes as a facultative pathogen
the gastrointestinal tract of 75% of the healthy population but causes over two thirds of all
invasive, systemic infections in immunocompromised patients with a mortality rate over 30%.
With the identification of Candida dubliniensis, a very close relative of C. albicans has been
characterized, which in spite of a very close phylogenetical relationship and similar phenotypic
traits exhibits only a lower prevalence and reduced virulence in epidemiological studies.
Therefore, a comparison of both Candida species should allow the identification of species-
specific differences of the two yeast species, which are responsible for a better adaptation of C.

albicans to the host compared to C. dubliniensis and also to their different pathogenicity.

Using a comparative analysis of both Candida species especially with regard to their different
induction and regulation of morphogenetic processes (e.g. the transition of the spherical
blastospore to the filamentous growth form, which is considered to be an important virulence
factor of C. albicans) this work focuses on the identification of a central morphogenetic regulator
in C. dubliniensis, which shows significant homologies to a conserved class of transcription
factors in fungi, being described as APSES proteins. The deletion of this gene and subsequent
functional characterization could show that deletion strains express an altered morphology as
well as a considerable different kind of induction of hyphal growth and chlamydospore
development if compared with a wild type strain. Due to this function as a central regulator of
morphogenesis the corresponding protein was termed Mom1p -“Modulator of Morphogenesis
1”. Further analyses could indicate that Mom1p has a significant impact on adhesion and
invasion as well on the cell wall assembly. These characteristics are comparable with the
function of Efglp in C. albicans. The ectopic expression of MOM1 in a efg14-deletion strain or the
heterologous integration of EFGI in the mom1A-deletions strain could functionally complement
the morphological phenotype as well as the defects in cell wall composition. Applying
differential gene expression profiling of the wildtype and the deletion strain under two different
growing conditions using the MESSAGE-technology, which was also established and validated
within the scope of this work and that is based on a high resolution, two-dimensional separation
of ds-cDNA-fragments, we could also show, that the transcription factor Mom1p - alike Efglp of
C. albicans - regulates proteins of the cell wall or cell membrane in addition to numerous
metabolic processes. Depending on the growth condition, various genes e. g. for ribosome

biosynthesis or carbon metabolism were differentially expressed, when MOM1 was deleted.
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Within the scope of this work we could also describe for the first time a conserved function of
the APSES proteins Mom1p and Efglp in the nitrogen metabolism. Both proteins seem to have
an essential function in the decision whether low- or high molecular nitrogen sources should be

utilized for growth of the cell.

Despite of a conserved function, APSES proteins of both Candida-species revealed significant
differences in their own transcriptional regulation. Thus, under various conditions MOM1 and
EFG1 of the corresponding wildtype strain show an opposite expression pattern in a
morphology-independent manner. However, the type and course of the C. albicans EFG1
induction could also be restored in C. dubliniensis when the MOM1-promotor was replaced by
the EFG1-promotor. These results indicate that the antagonistic gene expression could be mainly
due to different cis-regulatory elements in the corresponding promotor sequence of MOM1 and
EFG1. Interestingly, although the heterologous expression of EFGI in the momI1A-deletion
background could regulate the expression of EFG1 in a C. albicans-specific manner, we could not
observe any hyphal induction in C. dubliniensis, indicating that morphological transition in C.
albicans is induced by a different regulatory pathway, which is not present or not activated in C.

dubliniensis.

In conclusion, activation of different pathways or different type of regulation of virulence genes
might be on of the main reason, why so closely related species like C. albicans and C. dubliniensis

might differ in their expression of virulence factors and their pathogenicity.
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Das phylogenetische Reich der Pilze ist sehr divers, bestehend aus Eukaryonten, die meistens
durch eine filamentdse, in manchen Fillen aber auch einzellige, vegetative Zellform sowie eine
heterotrophe, absorbierende Nahrungsaufnahme charakterisiert sind [McLaughlin, D] et al
2009]. Diese Eigenschaften erlauben es ihnen, in der Umwelt eine wichtige Funktion als
Saprophyten, Symbionten oder Parasiten einzunehmen. So bilden sie symbiotische
Lebensgemeinschaften mit Cyanobakterien oder Griinalgen in Flechten sowie als Endophyten
oder in Form von Mykorrhiza mit Pflanzen- oder Wurzelzellen. Eine derartige Form von
Mutualismus, bei dem beide Interaktionspartner voneinander profitieren, kann auch zwischen
Pilz und tierischen Zellen auftreten (z. B. im Darm von Insekten, im Rumen oder Blinddarm
herbivorer Saugetiere) [Galagan, JE et al 2005; McLaughlin, D] et al. 2009]. Neben der
symbiotischen Lebensgemeinschaft haben parasitire Pilze pflanzlicher und tierischer
Organismen signifikante Auswirkungen auf den betroffenen Wirt und das entsprechende
Okosystem, was grofle wirtschaftliche Schidden nach sich zieht. So verursachen z. B. die
Mitglieder der zur Gruppe der Ascomyceten (Schlauchpilzen) gehérenden Gattung Taphrina als
Phytopathogene bei zahlreichen Kulturbdumen (u. a. Pflaume, Pfirsich, Kirsche) die
Kréduselkrankheit der Blatter sowie Hypertrophien an Friichten, was durch die verursachten
Ernteausfille grofden okonomischen Schaden zur Folge hat. Auch der Befall verschiedener
SiifRgraser wie Weizen, Roggen und Mais mit Fusarium graminearum oder Claviceps purpurea
fiihrt weltweit zu grofden Ernteverlusten. Von grofiem wirtschaftlichem Nutzen sind dagegen
andere Mitglieder der Ascomyceten wie z. B. die Hefepilze der Gattung Saccharomyces (wie S.
cerevisiae oder S. ellipsoideus). Diese sind u.a. von grofler Bedeutung flur die
Lebensmittelindustrie, da ihre Stoffwechselprozesse (wie Garung) insbesondere fiir die
Herstellung von Brot, Kase oder alkoholischen Getrdanken ausgenutzt werden. Weiterhin werden
Pilze heute fiir die Herstellung eines breiten Spektrums von medizinischen Produkten wie
Antibiotika, Immunsuppressiva und Impfstoffen verwendet. Die aufderordentliche Vielfalt der

Pilze sowie ihre 6kologische und 6konomische Bedeutung zeigt eine Ubersicht in Abbildung 1.

Die genaue Artenzahl heute lebender Pilze ist unbekannt. Eine konservative Schitzung geht
von einem absoluten Minimum von 712.000 weltweit existierenden Pilzarten aus [Schmit, JP,
Mueller, G.M. 2007]. Die tatsachliche Anzahl der Pilze diirfte jedoch weit hoher liegen. Eine
progressive Schatzung liefert Hawksworth DL mit bis zu 1,5 Millionen [Hawksworth, DL 2001],
von denen erst ca. 80.000 beschrieben worden sind [Schmit, JP, Mueller, G.M. 2007].
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Abbildung 1: ,Introduction to Fungi“ - Dr. M. Fayyaz & Kandis Elliot, University of Wisconsin
Abbildung zur Illustration der pilzlichen Vielfalt, das 2010 von der National Science Foundation und dem Science-

Journal mit dem 1. ,International Science and Engineering Visualization Challenge“-Preis ausgezeichnet worden ist
Quelle: aus Science, 331, 2011.

Uberraschenderweise werden nur ca. 150 - 200 Pilzarten mit menschlichen Infektionen
assoziiert, wobei von diesen nur etwa ein Dutzend iiber 90% aller pilzlichen Infekte auslésen

[Edmond, MB et al. 1999].
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Die wichtigsten Phyto- und humanpathogenen Arten verschiedener Abteilungen, deren

Genome heute (vollstandig) sequenziert worden sind, sind in der Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Phylogenie der Pilze.
Phylogenetischer Stammbaum der 42 bedeutendsten pathogenen Pilzarten mit voll sequenziertem Genom.
Phytopathogene sind in blau und Tierpathogene in rot angegeben. Die beiden Candida-Arten, die im Rahmen dieser

Arbeit untersucht werden, sind eingerahmt. Aus Butler, Clin. Microbiology Reviews, 2010 [Butler, G 2010].

Eine grofe Anzahl humanpathogener Pilze wie z. B. der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans und Histoplasma capsulatum kommen hauptsachlich in der Umwelt vor
und infizieren nur gelegentlich den Menschen. Andere Arten sind dagegen besser an den
menschlichen Wirt angepasst. Dazu zdhlen z. B. Dermatophyten der drei Gattungen
Microsporum, Trychophyton und Epidermophyton, die meist oberflachliche Mykosen der Haut,
Nagel und Haare hervorrufen. Ein weiterer Erreger von Hautkrankheiten ist der Hefepilz

Malassezia furfur, der ein Bestandteil der Hautflora bei nahezu allen Menschen ist.
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Auch einige Hefepilze der Gattung Candida gehoren haufig zur normalen mikrobiellen Flora
des Menschen. Bei einer Schwichung des Immunsystems konnen diese jedoch als klassische
opportunistische Erreger neben oberflachlichen Mykosen auch lebensgefahrliche, systemische
Infektionen auslosen. Bei den oberflachlichen Mykosen handelt es sich meistens um Infektionen
der Schleimhdute des Mund- und Rachenraums, des Verdauungstraktes oder von Geschlechts-
organen. Die entsprechenden Krankheitsbilder werden entweder als Soor oder Kandidose
bezeichnet. Tritt der Erreger dagegen durch invasives Wachstum in das Blutsystem iiber
(Kandidamie), findet eine direkte Verbreitung im Korper des Wirtes statt mit anschliefdender
Besiedlung und Invasion von inneren Organen. In diesen Féllen handelt es sich um systemische
Infektionen. Diese invasive Kandidosen sind schwerwiegende, lebensbedrohliche Erkrankungen,
die nur dufderst schwer behandelbar sind und bei 50% der Infektionsfille zum Tod fithren [Wey,

SB et al. 1988; Eggimann, P et al. 2003; Gudlaugsson, O et al. 2003; Pappas, PG 2006].

Insgesamt hat sich die Anzahl der durch opportunistische Pilze verursachten Sepsisfille in den
Vereinigten Staaten zwischen 1979 und 2000 verdreifacht [Martin, GS et al. 2003]. Neben
Candida zahlen auch Schimmelpilze der Gattungen Aspergillus und Fusarium sowie Gattungen
Cryptococcus, Trichosporon und Zygomyceten (Jochpilze) zu den wichtigsten Erreger
systemischer Infektionen [Pfaller, MA and Diekema, D] 2007]. Nach Schatzungen einer Studie
von 2002 belaufen sich die direkten Kosten fiir systemische Pilzinfektion alleine in den

Vereinigten Staaten auf 2,6 Milliarden Dollar [Wilson, LS et al. 2002].

. Humanpathogene Arten der Gattung Candida

Taxonomisch wird die Gattung Candida anhand vergleichender Sequenzuntersuchung - z. B.
von rDNA-Sequenzen - dem Stamm der Ascomyceten (Schlauchpilze) und dort den
Saccharomycetales zugeordnet, einer Ordnung zu der auch die Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae angehort [Petersen, RF et al. 2000]. Die Gattung umfasst derzeit iiber 200 Arten, von
denen die meisten (iiber 65%) saprophytisch in der Umwelt leben und nicht mit Infektionen von
Sdugetieren assoziiert sind. Nur etwa 17 Arten sind in der Lage den Menschen als Wirt zu
kolonisieren und Infektionen auszuldosen, wobei uber 90% aller invasiver Kandidosen nur
wenigen Arten wie C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei und C.
glabrata zugeschrieben werden [Hazen, KC 1995]. Alle anderen Spezies erfiillen die
moglicherweise wichtigste Voraussetzung fiir eine Besiedelung im menschlichen Kérper nicht,
da sie bei einer Temperatur von 37°C kein Wachstum zeigen, so dass eine erfolgreiche

Proliferation nicht gewdhrleistet werden kann [Calderone, RA 2002].
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Fiir die Pathogenitdt opportunistischer Candida spp. ist der Zustand des Immunsystems des
Wirts entscheidend. Bei einer Schwachung der natiirlichen Widerstandskraft konnen sich die
Pilze, die normalerweise von einem intakten Immunsystem unter Kontrolle gehalten werden,
gegeniiber dem Wirt durchsetzen und eine Infektion auslésen. Als pradisponierende Faktoren
fir eine Ausbreitung im Wirtsorganismus gelten Altersextreme (<1 und >70 Jahre),
Erkrankungen des Immunsystems wie AIDS oder Neutropenie (Verminderung der neutrophilen
Granulozyten im Blut), Diabetes mellitus, Schadigungen der natiirlichen Schleimhaut- bzw.
Hautbarrieren durch Wunden, Operationen oder der Einsatz von (intravaskuldren) Kathetern.
Auch der zunehmende Einsatz von Breitband-Antibiotika und zytotoxischer Chemotherapie

erhohen das Risiko opportunistischer Pilzerkrankungen [Segal, BH et al. 2006].

Die meisten Pilzinfektionen des Menschen werden in heutiger Zeit von C. albicans verursacht,
der in klinischen Studien nach bakteriellen Krankheitserregern wie Streptokokken und
Staphylokokken der am haufigsten isolierte systemische Pilzpathogen ist. Im Vergleich zu
anderen Candida-Arten (wie C. glabrata, C. tropicalis) galt insbesondere die Fahigkeit zwischen
diversen morphologischen Wachstumsformen zu wechseln, als eine einzigartige Eigenschaft und
der entscheidende Virulenzfaktor von C. albicans, der die Unterschiede dieses Pilzes in seiner
Pathogenitdt gegeniiber anderen Arten erklarte. Mit der Identifizierung von C. dubliniensis als
eigenstiandige Spezies stellte sich die Frage nach unterschiedlichen Eigenschaften beider
Candida-Arten, da sie aufgrund der sehr nahen evolutiondren Verwandtschaft in der Lage sind,
dieselben morphologische Wachstumsformen auszubilden, sich jedoch erheblich in ihrer

Virulenz unterscheiden.

1.1 Candida albicans

Candida albicans ist der wichtigste Humanpathogen der Gattung Candida. Dieser Hefepilz ist
normalerweise ein harmloser Kommensale epithelialen Wirtsgewebes und wird bei etwa 60% -
70% der gesunden Bevolkerung gefunden [Calderone, RA 2002]. Es ist in der Lage eine grofe
Anzahl von Wirtsnischen zu besiedeln, die sich erheblich in ihren Lebensbedingungen
unterscheiden. Abgesehen von einigen C. albicans-Funden aus den Sandstrdnden von Israel
[Ghinsberg, RC et al. 1994] oder der Besiedlung von Polymeroberflichen (z.B. an Kathetern),
wird C. albicans vergleichbar selten aus der (abiotischen) Umwelt isoliert. Sein Hauptreservoir
ist die Haut sowie die Schleimhdute des oralen, gastrointestinalen sowie des urogenitalen Trakts
[Hube, B 2004]. Dabei ist C. albicans nicht nur dem Konkurrenzdruck verschiedener anderer
Mikroorganismen, sondern auch sehr unterschiedlichen dufieren Einfliissen wie neutralem pH-

Wert im Blutkreislauf sowie saurem pH im Urogenitaltrakt, verschiedenen Temperaturen (auf
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oder innerhalb des Koérpers) sowie der Verfiigbarkeit bzw. der Abwesenheit von Sauerstoff
ausgesetzt, an die sich der Pilz adaptieren muss. Die Kolonialisierung erfolgt wahrend oder kurz
nach der Geburt [Reef, SE et al. 1998] und verlauft beim intakten Immunsystem unbemerkt. Ist
dieser jedoch geschwicht, kann C. albicans oberfldachliche Mykosen ausldsen. Lebensbedrohende
systemischen Infektionen treten dagegen erst bei Patienten mit gravierenden und dauerhaften
Schwiachungen/Stérungen des Immunsystems (z. B. HIV-Infektionen, Organtransplantationen)
auf [Hazen, KC 1995; Pfaller, MA and Diekema, D] 2004]. Als ein am besten angepasster,
opportunistischer Organismus bildet C. albicans mehr als eine Virulenzeigenschaft aus, die dem
Pilz die Konversion von der passiven, kommensalen zur lebensbedrohenden, invasiven
Lebensform erlaubt. Bei dieser Entwicklung des pathogenen Zustandes von C. albicans spielt

eine Vielzahl von Genen in unterschiedlichen biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle.

1.2 Candida dubliniensis

Die Erstbeschreibung von C. dubliniensis als eigenstdndige Spezies erfolgte 1995 von der
Arbeitsgruppe um Coleman DJ. in Dublin [Sullivan, D] et al. 1995]. C. dubliniensis z&hlt zu dem
nichsten Verwandten von C. albicans, wobei beide Arten vor etwa 20 Millionen Jahren noch
denselben Vorfahren hatten [Mishra, PK et al. 2007]. Die Verwandtschaft zwischen den beiden
Arten ist noch ausreichend hoch, um den Paarungsprozess unter in vitro-Bedingungen

durchzufiihren [Pujol, C et al. 2004].

Mit einer Grofie von 14,6 Mb ist das Genom vergleichbar mit dem von C. albicans (14,9 Mb),
wobei insbesondere innerhalb der Protein-kodierenden Sequenzen eine sehr hohe Identitit
besteht. Von 5569 orthologen Genpaaren zeigen auf Nukleotidebene 44,4% (2470 Gene) eine
iiber >90%ige Sequenzhomologie; 96,3% (5363 Gene) sind >80% identisch. Auch die Syntenie
ist grofitenteils kollinear, so dass 98,1% (5647 der Genpositionen) in beiden Spezies konserviert
sind [Jackson, AP et al. 2009]. Neben dieser sehr nahen phylogenetischer Verwandtschaft, zeigen
beide Candida-Arten auch sehr viele phanotypische Gemeinsamkeiten, die frither als
charakteristische Attribute von C. albicans angesehen wurden. Erhebliche Unterschiede zeigen
sich jedoch in der Pathogenitit beider Candida-Spezies. C. dubliniensis wurde in seiner
Erstbeschreibung als opportunistischer Erreger oropharyngealer Kandidosen in immundefizien-
ten Personen und AIDS-Patienten beschrieben, wobei es bis heute vereinzelt auch von anderen
anatomischen Stellen isoliert werden konnte [Sullivan, D] et al. 1995; Sullivan, DJ et al. 2005].
Wahrend C. albicans jedoch in liber 60% der Falle als Ausldser systemischer Kandidosen gilt, ist
C. dubliniensis nur selten mit hamatogenen Infektionen assoziiert und wird in nur 2 - 3% aller

Candida-Arten aus Blutproben isoliert [Kibbler, CC et al. 2003; Odds, FC et al. 2007]. Auch die
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Pravalenz von C. dubliniensis in der gesunden Bevolkerung ist mit nur 3,5 % deutlich geringer als
von C. albicans. Diese scheinbar stark verminderte Virulenz wurde durch vergleichende Studien
mit systemischen und oro-gastrischen Mausinfektions- sowie an ex vivo- rekonstituierten oralen
Humanepithel (RHE)-Modelen zum Nachweis der oberflachlichen Infektion nachgewiesen
[Gilfillan, GD et al. 1998; Vilela, MM et al. 2002; Stokes, C et al. 2007; Asmundsdottir, LR et al.
2009; Spiering, M] et al. 2010].

Interessanterweise besiedelt C. dubliniensis haufig auch nicht-humane Organismen. So konnte
der Pilz bereits auf einer Schildzecken-Art (Ixodes uriae), die hauptsidchlich auf marinen
Seevogel parasitiert, oder aus Exkrementen von Seevdgel isoliert werden [Nunn, MA et al. 2007;
McManus, BA et al. 2009]. Ein Vergleich der Mensch- und Vogelisolaten mithilfe der sog.
»Multilocus sequence typing“ konnte meistens signifikante genetische Unterschiede zwischen den
einzelnen Stimmen aufzeigen, wobei ein Vogelisolat (AV7) nicht differenziert werden konnte.
Dies kann ein Hinweis dafiir sein, dass eine Spezies-iibergreifende Ubertragung des genetischen
Materials stattgefunden hat [McManus, BA et al. 2009]. Da C. dubliniensis im Insekten-
infektionsmodel (Galleria mellonella, Grofse Wachsmotte) eine vergleichbare Pathogenitat wie C.
albicans aufweist, existieren Spekulationen, ob dieser Pilz nicht primar ein Insektenpathogen ist

[Chen, YL et al. 2011].

II. Virulenzfaktoren von C. albicans — Vergleich mit C. dubliniensis

Die genaue Definition von Virulenzfaktoren in opportunistischen Krankheitserregern wie
Candida albicans ist nicht eindeutig und noch umstritten. Dazu zdhlen heute Komponenten des
Pathogens, die den Wirt schadigen. Virulenzfaktoren miissen in der Regel zwar nicht essentiell
fiir die Viabilitdt des Erregers sein, sie werden nur fiir die Etablierung der Pathogenese im Wirt
essentiell gebraucht. Virulenzfaktoren opportunistischer Krankheitserreger koénnen ver-
schiedenste Funktionen aufweisen und so z. B. die mikrobielle Anlagerung/Adhasion, Invasion,
Inhibierung der Phagozytose oder die Fahigkeit des Pathogens, intrazellular zu iiberleben,
bewirken. Im Gegensatz zu einigen pathogenen Bakterien reichen fiir die Pathogenitit von
Candida einzelne Toxine nicht aus. Der Pilz verfiigt als opportunistischer Krankheitserreger iiber
eine Reihe von Faktoren, deren komplexes Zusammenspiel es ermdglicht, beispielsweise dem
Immunsystem des Wirts zu entgehen, in der Wirtsumgebung zu iiberleben, zu proliferieren,
sowie neue Gewebe zu besiedeln und somit seine vollstdndige Pathogenitdt zu entfalten [Cutler,

JE 1991; Calderone, RA 2002].
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Trotz der sehr nahen phylogenetischen Verwandtschaft, zeigt C. dubliniensis in epidemio-
logischen Studien im Vergleich zu C. albicans eine signifikant geringe Pathogenitat und Pravalenz
in der gesunden Bevdlkerung. Im Folgenden werden die wichtigsten Virulenzfaktoren von C.

albicans dargestellt und diese mit C. dubliniensis verglichen.

I1.1 Zellwand und Zelloberflichenproteine

Die erste Interaktion des Pilzes mit der Wirtszelle wird tiber Adhdsionsfaktoren der pilzlichen
Zellwand vermittelt. Somit ist die Zellwand die erste zellulire Komponente, die den Kontakt

zwischen Wirt und Pathogen ausbildet und fiir den Infektionsverlauf entscheidend ist.

i) Aufbau und Regulation der Zellwand

Die Zellwand ist eine kohadrente Struktur kovalent und nicht-kovalent verkniipfter
Bestandteile, die der Zelle ihre charakteristische Form verleiht und sie gegen physikalische,
chemische und biologische Einfliisse schiitzt. Im Vergleich zum Gesamt-Trockengewicht macht
die Zellwand von C. albicans etwa 15-30% aus. Die Hauptbestandteile sind mit 80 - 90%
Polysaccharide, zu denen verzweigte £3-1,3- und 13-1,6-verkniipfte Glukosepolymere (3-Glukane,
50-60%), Chitin (0,6 - 9%) sowie iliber die N- und O-glykosidische Bindung kovalent an die
Zellwandproteine gebundene Mannosepolymere (Mannoproteine, 6 -25%) zugezihlt werden.
Mit 1 - 7% findet sich in der Zellwand auch ein geringer Anteil an Lipid [Chaffin, WL 2008].
Aufgebaut ist die Zellwand aus mehreren Schichten, wobei die innerste Schicht (zur
Plasmamembran) aus Chitinfibrillen mit kovalent verkniipften £3-1,3- und £3-1,6-Glukanketten
besteht, Abbildung 3. Dadurch wird eine dreidimensionale Netzwerkstruktur aufgebaut, die der
Zelle Form und Stabilitit verleiht. Die 4&ufdere Schicht besteht hauptsiachlich aus
Mannoproteinen, die ebenfalls in zwei Gruppen unterteilt werden konnen (18sliche und kovalent
gebundene Zellwandproteine). Wahrend die kovalent-gebundenen Zellwandproteine (z. B. GPI-
Proteine) fest mit dem Glukangeriist verankert sind und sich nur durch die Zugabe von Enzymen
oder chemischen Agenzien aus der Zellwand herausgelost werden kénnen, werden ldsliche
Proteine alleine durch die Zugabe von Detergenzien extrahiert [Urban, C et al. 2003]. Dies ist nur
deshalb moglich, weil sie nur durch schwache Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriicken-
bildung, Disulfidbriicken, hydrophobe und ionische Wechselwirkungen am Zellwandgeriist

gebunden sind [Chaffin, WL et al. 1998].
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Die Regulation und Kontrolle des Zellwandaufbaus erfolgt in C. albicans mithilfe von
Signalwegen, die auch fiir die Morphogenese des Pilzes entscheidend sind sowie durch eine
kontrollierte Expression von Zelloberflichenproteinen, die eine entsprechende Zellwand-
zusammensetzung in diversen morphologischen Formen von C. albicans ermoglichen (vgl.
EINLEITUNG, IL.4). So konnte durch umfassende Genexpressionsanalysen von Zellwandgenen
gezeigt werden, dass z. B. der Transkriptionsfaktor Efglp iiber den cAMP-Proteinkinase A-
Signaltransduktionsweg sowohl wahrend des hefe- wie auch hyphenférmigen Wachstums eine
wichtige Rolle in der Induktion und Repression von Zellwandprotein-kodierenden Genen spielt

[Sohn, K et al. 2003].
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Abbildung 3: Zellwand-Aufbau in Candida albicans.
Vereinfachte schematische Ubersicht der Zellwand-Zusammensetzung von C. albicans. KZWP: kovalent gebundenes
Zellwandprotein, IZWP: 16sliches (nicht-kovalent gebundenes) Zellwandprotein.

Abbildung aus [R6hm, M 2010] nach C. F. Urban, Fraunhofer IGB, Stuttgart.

Im Gegensatz zu C. albicans wurden fiir die Zellwand von C. dubliniensis bisher weder Studien
zur Stabilitdt, Zusammensetzung (Polysaccharidgeriist, Zellwandproteine) noch iiber die

Regulation der Zellwandbiogenese durchgefiihrt.

ii) Zelloberfldchenproteine

Eines der ersten direkten Kontakte des Pilzes mit dem Wirt erfolgt - neben dem £2-1,3-Glukan,
das beispielsweise an den Transmembranrezeptor Dectin-1 bindet [Brown, GD 2006] - auch
tiber spezifische Proteine an der Zelloberflache, die fiir die Pathogenitét des Pilzes entscheidend
sein konnen. So sind sie z.B. fiir die Adhasionseigenschaften der Zelloberflache verantwortlich
oder in der Lage - iliber ihre antigene Eigenschaften bzw. die direkte Interaktion mit den

Immunzellen - die Inmunantwort des Wirts zu modulieren/beeinflussen [Chaffin, WL 2008].
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Zelloberflachenproteine koénnen anhand ihrer Bindung an das Polysaccharidgeriist der
Zellwand in zwei Klassen (kovalent und nicht-kovalent gebundene Proteine) unterteilt werden.
Je nach Wachstumsbedingung kénnen manche Proteine auch nur mit der Zellwand oder
Zellmembran assoziiert sein oder in den extrazelluliren Raum sekretiert werden. Zu kovalent
gebundenen Zelloberflaichenproteinen gehoren die GPI-Zellwandproteine, Pir-Proteine (Pir =
proteins with internal repeats) ohne den GPI-Anker oder bestimmte Mannoproteine [Ruiz-
Herrera, ] et al. 2006]. Entscheidende Charakteristika sind N-terminales, hydrophobes

Sekretionsmotiv, Glykosylierungen oder interne Sequenzwiederholungen.

Zu den gut charakterisierten Zelloberflachenproteinen gehort eine Gruppe von Proteinen, sog.
Adhasine, die die Bindung an die Wirtszelle vermitteln und somit entscheidend fiir den
Kolonisations- und Infektionsprozess sind [Hostetter, MK 1994; Chaffin, WL et al 1998].
Adhisine binden z.B. an Bestandteile der extrazelluliren Wirtsmatrix wie Fibronektin, Laminin
oder Kollagen I und 1V, an Zuckerreste wie Fukose oder die Blutgruppenantigene auf der
Oberflache der Wirtszelle [Brassart, D et al. 1991; Silva, TM et al. 1995; Cameron, BJ and
Douglas, L] 1996]. Beispiele bekannter Adhasine von C. albicans sind Hwp1 (hyphal wall protein
1) und die Proteine der ALS-Genfamilie. Hwp1 ist ein Mannoprotein, das hauptsachlich an den
Spitzen der Hyphenzellwand verankert ist. Es fungiert als Substrat epithelialer
Transglutaminasen und spielt so eine Hauptfunktion in der Adhasionfahigkeit von C. albicans an
menschliche Mundepithelzellen [Staab, JF et al 1999; Sundstrom, P et al 2002].
Interessanterweise konnte auch ein homologes Hwplp in C. dubliniensis identifiziert werden.
Ein Sequenzvergleich der beiden ORFs konnte jedoch nur 49% Identitit und mehrere deletierte
Bereiche (insbesondere im Prolin-, Glutamin- sowie Aspartatreichen Sequenzabschnitt, der fiir
die Transglutaminase-Substrate Aktivitdt entscheidend ist) aufzeigen [Moran, G et al. 2004].
Diese Sequenzunterschiede in Hwpl werden heute insbesondere in der molekularbiologischen
Diagnostik ausgenutzt, um die beiden nah verwandte Arten C. albicans und C. dubliniensis

unterscheiden zu kdnnen [Romeo, O and Criseo, G 2008].

Neben den Abweichungen in einigen Gensequenzen bestimmter Proteine, zeigen beide
Candida-Arten - insbesondere in den Virulenz-assoziierten Genfamilien - signifikante
Unterschiede. Als Beispiele konnen z. B. die Zelloberflichenproteine/Adhésine der ALS- (a-
agglutinin-like sequence) sowie die IFF-Genfamilie, wobei die letzteren fiir GPI-Proteine
kodieren, zu denen auch das hyphenspezifische C. albicans Protein Hyrl zugezahlt wird,
aufgefiihrt werden [Hoyer, LL 2001; Moran, G et al. 2004]. So zeigten vergleichende Analysen
nicht nur wenig konservierte Sequenzbereiche in der 3’-Region der ALS-Gene, sondern auch
grofde Unterschiede in der Anzahl verwandter Proteine in den entsprechenden Familien [Hoyer,

LL 2001]. So fehlen z. B. vom ALS-Genrepertoire in C. albicans sowohl das ALS3- wie auch das
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ALS5-Gen in C. dubliniensis [Jackson, AP et al. 2009]. Dem hyphenspezifischen Als3p aus C.
albicans wird z. B. eine Invasin-dhnliche Eigenschaft und in in vivo-Infektionsmodellen eine
wichtige Funktion fiir den Eisenentzug aus Ferritin zugeschrieben [Phan, QT et al 2007;
Almeida, RS et al. 2008]. So konnte eine Studie von Phan et al,, 2007 zeigen, dass der N-terminale
Bereich des Als3p die Cadherine der Wirtszelloberflache nachahmt, wodurch eine Bindung des
Als3-Proteins an N-Cadherin endothelialer Zellen oder das E-Cadherin oraler Epithelzellen
ermoglicht und eine Endozytose von C. albicans durch die Wirtszellen induziert wird [Phan, QT
et al. 2007]. Ein Fehlen dieses Proteins kann demnach entscheidende Nachteile fiir die Initiation

und Aufrechterhaltung des Infektionsprozesses in C. dubliniensis haben.

I1.2 Extrazelluldre hydrolytische Proteine

Neben einigen Zelloberflaichenproteinen konnen auch verschiedene hydrolytische Enzyme wie
Proteinasen, Phospholipasen und Lipasen zur Etablierung der Pathogenese von C. albicans
beitragen. Die Funktionen dieser sezernierter Proteine sind dabei sehr variabel und reichen z.B.
von der Zerstorung der Zellmembranen und extrazelluliren Matrizes des Wirtes, der
Ausbreitung und Gewebeinvasion des Pathogens bis hin zur Erschlieffung von neuen

Nahrungsquellen.

i) Sekretierte Aspartylproteinasen (SAPs)

In C. albicans umfasst diese Genfamilie zehn Mitglieder, die unter verschiedenen
Umweltbedingungen differentiell sekretiert werden [Hube, B and Naglik, ] 2001; Naglik, ] et al.
2004; Schaller, M et al. 2005]. So konnte z.B. gezeigt werden, dass Einzeldeletionen von Sap1p-
Sap3p, von denen Saplp und Sap3p in Paarungskompetenten opaque-Zellen exprimiert werden
und Sap2p, welches v. a. in Hefezellen und in Medien mit Protein als einzige Stickstoffquelle
verstarkt exprimiert wird, zu einer reduzierten Virulenz von C. albicans im systemischen
Mausmodell fiihren [Hube, B et al. 1997; Sanglard, D et al. 1997; Staib, P et al. 2002]. Im
Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Familie werden Sap9p und Sap10p wahrscheinlich
nicht sekretiert, sondern sind in der Zellmembran oder -wand verankert, wo sie u. a. eine Rolle

bei der Adhdsion an Epithelgewebe spielen [Albrecht, A et al. 2006].
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Vergleichende Analysen der beiden Pilzgenome zeigten nur 7 homologe SAP-Gene im Genom
von C. dubliniensis. Wahrend C. albicans drei sehr nah verwandte Gene, SAP4, SAP5 und SAP6 auf
dem Chromosom 6 aufweist, besitzt C. dubliniensis mit CdSAP4-6 nur ein orthologes Gen dieser
Unterfamilie. Es wird angenommen, dass wahrend der evolutiven Weiterentwicklung von C.
albicans aufgrund eines Anpassungsprozesses das urspriingliche CdSAP4-6-Gen zwei
unabhdngige Duplikationen sowie einen Teilinversionsprozess auf der entsprechenden
Genregion des Chromosoms 6 durchlaufen hat, wodurch weitere funktionelle Proteine (SAP5,
SAP6) gebildet werden konnten. Diese Orthologe werden in Abhadngigkeit von der Morphologie
reguliert (hyphenspezifisch) und sind entscheidend fiir die Etablierung einer systemischen

Infektion [Jackson, AP et al. 2009; Moran, GP et al. 2011].

ii) Extrazelluldre Phospholipasen

C. albicans seKkretiert eine Reihe von Phospholipasen, wie z.B. Lysophospholipase (z.B.
Phospholipase B) oder Transacylasen. Plb1lp hat eine wichtige Funktion bei der systemischen
Infektion im Mausmodell [Leidich, SD et al. 1998]. Phospholipasen spielen méglicherweise eine
Rolle beim Durchdringen der Zellmembranen des Wirts, sowie bei den Adhdsionseigenschaften
von C. albicans [Price, MF and Cawson, RA 1977; Barrett-Bee, K et al. 1985].

Obwohl in der Genomsequenz von C. dubliniensis homologe Gene fiir Plb1p und Plb2p gefunden
werden, konnte bisher jedoch keine Phospholipase Aktivitit nachgewiesen werden [Fotedar, R

and Al-Hedaithy, SS 2005].

I1.3 Stickstoffmetabolismus

Entscheidend fiir das Pathogenititsverstandnis von opportunistischen Krankheitserregern ist
auch die Fragestellung, wie der Erreger im Wirt seinen Nahrstoffbedarf decken kann oder wie er
sich auf unterschiedliche Bedingungen adaptiert. So ist bis heute nicht klar, welche Nahrstoffe -
z. B. welche Stickstoffquelle - wahrend des Infektionsprozesses von C. albicans verwendet wird,
da in diesem Fall mit Aminosauren und Wirtsproteinen zwei naheliegende und abundante
Stickstoffquellen vorliegen. Unter in vitro Bedingungen, beeinflusst die Konzentration und die
Art der Stickstoffquelle im Medium die spezifische Zellantwort von C. albicans. So induziert z. B.
die Stickstofflimitation iiber die Ammoniumpermease Mep2p den morphogenetischen Wechsel,
wahrend die Verfiigbarkeit von Proteinen als einzige Stickstoffquelle zur Produktion der
sekretierten Aspartylproteinasen (Saps) fiihrt [Hube, B et al. 1994; Biswas, K and Morschhauser,
] 2005]. Zahlreiche Studien konnten einen Zusammenhang zwischen Stickstoffverbindung und

Virulenz in unterschiedlichen humanpathogenen Pilzen nachweisen. So konnte durch das Fehlen
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des GATA-Transkriptionsfaktors AreA in Aspergillus fumigatus (Homolog des Gatlp von C.
albicans) eine teilweise verminderte Virulenz im Mausinfektionsmodel fiir pulmonale
Aspergillose zeigen [Hensel, M et al. 1998]. Ahnliche Ergebnisse konnte auch fiir das Gatlp von
C. albicans beobachtet werden [Limjindaporn, T et al. 2003]. Leider ist bis heute nicht endgiiltig

geklart, wie die Stickstoffverwertung in C. albicans kontrolliert und reguliert wird.

Stickstoff ist fiir lebende Organismen ein essentielles Element, da es als Hauptkomponent
komplexer Makromolekiile wie Proteine, Purine, Pyrimidine, Co-Faktoren von Enzymen, einige
Kohlenhydrate und Lipide entscheidend fiir den Wachstumsprozess des Pilzes ist. Um
bestimmte Stickstoffquellen verwerten zu kénnen, miissen sowohl fiir den Transport oder den
metabolischen Prozess spezielle Permeasen, Transporter bzw. Enzyme synthetisiert werden. Die
Kontrolle dieser Stoffwechselwege unterliegt einer strengen Regulation. So sind bestimmte
Substanzen wie Ammonium, Glutamat und Glutamin sog. primare Stickstoffquellen, die von der
Zelle bevorzugt aufgenommen werden, wihrend andere (sekundire) Stickstoffverbindungen
wie Nitrat, Nitrit, Purine sowie die meisten Aminosduren und Proteine nur dann verwendet
werden, wenn sich die Konzentration primadrer N-Quelle limitiert ist. Je nach vorliegender
Konzentration wird Ammonium entweder passiv liber Diffusion oder aktiv iiber spezielle
evolutionar konservierte Familien von Permeasen (Ammoniumpermeasen Meplp und MepZ2p)
aufgenommen (Abbildung 4A) [Andrade, SL and Einsle, O 2007; Morschhauser, ] 2011]. Die
MEP-Gene unterliegen selber einer strengen Regulationskontrolle durch die GATA-
Transkriptionsfaktoren Gatlp und Gln3p [Magasanik, B and Kaiser, CA 2002]. Ihre Expression ist
unter stickstofflimitierenden Bedingungen wie z.B. niedrige NHs*-Konzentrationen oder das
Vorhandensein von sekunddren Stickstoffquellen stark induziert. Innerhalb der Zelle wird das
Ammonium mithilfe der NADP-abhidngigen Glutamatdehydrogenase (Gdhlp) an das o-
Ketoglutarat des Kohlenhydratmetabolismus gebunden und so das Glutamat generiert. Die
Glutaminsynthetase (Glnlp) katalysiert die Inkorporation eines weiteren Ammoniumions ans
Glutamat und somit die Synthese von Glutamin. Beide Aminosduren kénnen intrazelluldar weiter

metabolisiert werden.

Extrazellulire Aminosduren oder Proteine werden dagegen als sekundare Stickstoffquelle iiber
die Vermittlung des Liganden-aktivierten Rezeptorsystem (SPS-Sensorkomplex, bestehend aus
Csylp, Ptr3p und Ssy5) und die beiden Transkriptionsfaktoren Stplp und Stp2p in die Zelle
aufgenommen. Der SPS-Sensor besteht in C. albicans aus 12 Transmembrandomaénen des Csylp,
das nach der Anbindung von Liganden (AS, Protein) durch die proteolytische Spaltung des
negativen Regulationsmotiv. am N-terminalen Ende die Migration der beiden
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern bewirkt (Abbildung 4B) [Forsberg, H et al. 2001;
Martinez, P and Ljungdahl, PO 2005]. Das prozessierte Stp1 aktiviert die Expression von Genen,
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die fiir die katabolische Verwertung von extrazelluldren Proteinen notwendig sind [Martinez, P
and Ljungdahl, PO 2005; Cottier, F and Muhlschlegel, FA 2009]. Dies sind Gene, die fiir die
sekretorische Aspartylproteinase Sap2p oder die Oligopeptidtransporter Optlp und Opt3
kodieren. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Stp2p fithrt dagegen zur Expression von
Genen fiir die Aminosdaurenpermeasen AAP (amino acids permeases, wie Can2p, Gap2p und

Gaplp) [Martinez, P and Ljungdahl, PO 2005].
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Abbildung 4: Verwertung von primérer oder sekundirer Stickstoffquelle in Candida albicans.

Schematische Ubersicht iber die beiden Stoffwechselprozesse innerhalb der Zelle, die entweder die Verwertung der
primdren Stickstoffquelle (Ammonium, Glutamat, Glutamin) oder der sekunddren Stickstoffquelle (Proteine,
Aminosduren, Purine usw.) regulieren. Die Aufnahme von Ammonium erfolgt iiber spezielle Permeasen (Meplp,
Mep2p) und ihr Einbau in die beiden Stoffwechselprodukte a-Ketoglutarat und Glutamat. Abb. nach [Castrillo, ]I et al.
2007] (A).

Die Aufnahme von sekundéren Stickstoffverbindungen erfolgt tiber das SPS-Sensorsystem. Nach der Bindung des
Liganden an den SPS-Komplex erfolgt im Zytosol die proteolytische Spaltung der beiden Transkriptionsfaktoren Stp1lp
und Stp2p. Diese wandern in den Zellkern und aktivieren die Genexpression von sekretorischen Aspartylproteinasen
und Oligopeptidtransporter fiir die Verwertung von Proteinen (Stplp) sowie die Verwertung von Aminosauren durch

die induzierte Expression von Aminosdurepermeasen AAP (Stp2p). Abb. nach [Martinez, P and Ljungdahl, PO 2005]
(B).

Bisher ist nicht bekannt, wie der Stickstoffmetabolismus in C. dubliniensis reguliert wird. Ein
Homologievergleich von verschiedenen stickstoffabhdngigen Genen (STP1, STP2, MEP2, MEP1)
in C. albicans zeigt, dass homologe Gensequenzen auch in C. dubliniensis vorliegen, die hoch

konserviert sind. C. dubliniensis scheint sogar mehrere Mep2p aufzuweisen.
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I1.4 Morphogenese

Ein charakteristisches Merkmal von Candida albicans ist seine Fahigkeit verschiedene
morphologische Zellformen anzunehmen, die es dem Pilz erlauben, unterschiedliche zelluldre
Funktionen zu erfiillen. Aufgrund dieses breiten Spektrums an morphologischer Variabilitat,
kann C. albicans als ,polymorph* oder ,pleomorph“ angesehen werden [Cutler, JE 1991; Sudbery,
P et al. 2004; Sudbery, P 2007]. Zu den ausgebildeten, natiirlichen Zellformen zdhlen neben den
einzelligen, spharischen Blastosporen, die sich durch Sprossung teilen, auch filamentdse Formen
wie Pseudohyphen oder echte Hyphen (Abbildung 5). Die Ausbildung der Pseudohyphen
erfolgt durch eine polarisierte Zellteilung, in dem sich die teilenden Hefezellen (Tochterzellen)
elongieren, ohne sich nach der Zytokinese von der benachbarten Mutterzelle abzulésen. Unter
bestimmten Bedingungen konnen Hefezellen zur Ausbildung von echten Hyphen angeregt
werden, wobei sich zuerst Keimschlauche (germ tubes) entwickeln, die sich durch apikales
Wachstum verlangern. Nach der Zellkernteilung erfolgt nur die Septenausbildung, die die
einzelnen Zellkerne einer Zelle voneinander trennen [Timpel, C et al 2000]. Weitere
vorkommende Zellformen von C. albicans sind die opaque-Zellen, die charakteristische
paarungskompetente Zellen darstellen, sowie Chlamydosporen, die spharischen, stark
lichtbrechenden, dickwandigen Zellformen entsprechen. Diese werden meistens unter
suboptimalen Wachstumsbedingungen aus einer Suspensorzelle gebildet, wobei ihre Funktion
bis heute nicht aufgeklart ist [Fabry, W et al 2003; Sudbery, P 2007; Whiteway, M and
Bachewich, C 2007].
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Dieser Fahigkeit zum schnellen, reversiblen Morphologiewechsel wird dabei eine wichtige
Bedeutung fiir die Virulenz von C. albicans zugeschrieben [Whiteway, M and Oberholzer, U
2004]. Die einzellige Hefeform erlaubt eine schnelle Proliferation und Ausbreitung des Erregers
uber die Blutbahn, wahrend filamentose Zellformen sowohl die Adhasion an sowie die
mechanische Invasion ins Wirtsgewebe ermdglichen. Hyphale Zellen sind auf3erdem in der Lage,
Epithel- oder Endothelzellen nach der Endozytose sowie die Immunzellen des Wirtes (z. B.
Neutrophile oder Makrophagen) nach der Phagozytose zu zerstéren [Kumamoto, CA and Vinces,
MD 2005]. Auflerdem induzieren hyphale Zellen durch die spezifische Expression von
Zelloberflaichenmolekiilen die eigene Endozytose durch die Wirtszellen, die normalerweise

keine endozytotische Fahigkeiten besitzen [Filler, SG et al. 1995; Park, H et al. 2005].

Auch der phanotypische Wechsel von der physiologischen white- zur paarungskompetenten
opaque-Zellform hat einen Einfluss auf die Virulenz des Pilzes. So unterscheiden sich beide
Zellformen in ihrer Wechselwirkung mit dem Wirt, wobei die white-Zellen im Vergleich zu
opaque-Zellen virulenter im systemischen Mausinfektionsmodell sind, opaque-Zellen jedoch
geeigneter fiir die Infektion des murinen Hautmodels erscheinen [Kvaal, CA et al. 1997; Kvaal, C
et al. 1999]. Mit diesem Wechsel ist auch die Anderung verschiedener Virulenzattribute von C.
albicans wie z.B. die Expression von Adhadsinen oder von Sap-Proteinen sowie der Fahigkeit zur
Hyphenausbildung assoziiert [Lockhart, SR et al. 2002]. Desweiteren stellt der white-opaque
Wechsel eine zusatzliche phanotypische Variabilitit des Pilzes dar und verleiht der Hefe die
Fahigkeit zur Paarung, wodurch es den Zellen ermdoglicht wird, eine sehr breite genetische
Diversitat innerhalb des Wirts zu erreichen. Alle diese beschriebenen Faktoren tragen dazu bei,

dass C. albicans sich in den unterschiedlichen Umgebungen erfolgreich adaptieren kann.

Die Fahigkeit zur Hyphen- und Chlamydosporenausbildung wurde bis zur Identifizierung von
C. dubliniensis als das Alleinstellungsmerkmal von C. albicans angesehen, was haufig zur

Missidentifikationen von C. albicans und C. dubliniensis fiithrte [Coleman, DC et al. 1997].
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i) Faktoren zur Induktion der morphogenetischer Transition

Die schnelle, reversible, morphologische Transition reprasentiert meistens eine Antwort des
Pilzes auf wechselnde Wachstumsbedingungen und ermdoglichen so die schnelle Adaptation an
diverse biologische Nischen und Laborbedingungen. Wahrend das hefeférmige Wachstum bei
30°C in Vollmedium vorherrschend ist, lasst sich bereits durch eine Erh6hung der Temperatur
auf 37°C, was der normalen Korpertemperatur des Menschen entspricht, ein pseudohyphales
Wachstum induzieren. Induktoren des hyphalen Wachstums sind Serum in einer Konzentration
von 5-20% (wobei Albumin als Hauptbestandteil des Serums nicht als Ausldser fungiert), N-
Acetylglucosamin (GIcNAc), Prolin, Nahrstoffmangel, CO,, sowie bestimmte exogene Hormone
des Menschen, wie Ostradiol und Progesteron [Shepherd, MG et al. 1980; Kinsman, OS et al
1988; Brown, A] and Gow, NA 1999; Ernst, JF 2000], (Abbildung 6). Auch der extrazellulare pH-
Wert spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Induktion der Morphogenese. So wachst C.
albicans unter sauren bis neutralen pH-Bedingungen in der Hefeform und induziert

Hyphenausbildung im alkalischen Medium [Buffo, ] et al. 1984; Davis, D 2003].

ii) Regulation der Morphogenese

Die Morphogenese wird in C. albicans durch mehrere parallel verlaufende Signalwege reguliert,

die entweder einzeln oder in Kombination miteinander interagieren und die Weitergabe des
duferen Stimulus an der Plasmamembran zum Zellkern vermitteln (Abbildung 6).
Ein wichtiger Signalweg, der in der Filamentierung des Pilzes eine wichtige Rolle spielt, ist die
MAPK (,mitogen-activated protein kinase“)-Kaskade. Im Allgemeinen sind MAP-Kinasen, die eine
Anpassung der Zelle an sich verandernde Umweltbedingungen durch die Vermittlung externer
Signale an die Transkriptionsmaschinerie des Zellkerns ermdglichen, in den Eukaryonten stark
konserviert. Die Hauptkomponente des MAP-Kinase Signalwegs ist ein Modul dreier Kinasen, die
sich infolge eines stimulierenden Signals in einer Phosphorylierungskaskade nacheinander
aktivieren. Die letzte MAP-Kinase vermittelt das Signal in der Regel an Transkriptionsfaktoren,
die fiir die adaptive Zellantwort spezifische Gene induzieren. MAP-Kinase-Signalwege sind in C.
albicans neben der Morphogenese an verschiedensten Prozessen wie z. B. Adaptation an
osmotischen oder oxidativen Stress, Zellwandbiogenese und -reparatur, Zellintegritit sowie
Paarung beteiligt. Dabei unterscheiden sich die Signalwege der unterschiedlichen Prozesse in
der Identitit der jeweils aktivierten MAP-Kinasen und den jeweiligen Transkriptionsfaktoren. So
reguliert z. B. der Cek1-Signalweg mit den entsprechenden Kinasen (Cst20p, Stell, Hst7 und
Ceklp) iliber den Transkriptionsfaktors Cphlp den Ubergang von der Blastospore zu hyphalen
Zellformen [Kohler, JR and Fink, GR 1996; Roman, E et al. 2007].
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Abbildung 6: Induktion und Regulation morphogenetischer Prozesse in Candida albicans durch

unterschiedliche Umweltsignale und Signaltransduktionswege.
Der Cphlp-vermittelte MAP-Kinase- sowie der Efglp-vermittelte cAMP-Proteinkinase A-Signaltransduktionsweg
wirken je nach Induktor entweder einzeln oder parallel, was zur Hyphenausbildung und Virulenz von C. albicans
beitragt. Beide Signalwege konnen durch das Ras1p aktiviert werden. Verandert nach Biswas S. et al, 2007 [Biswas, S

etal 2007]

Der zweite wichtige Signalweg fiir die Regulation der Hyphenausbildung in C. albicans sowie
der Filamentierung in anderen Pilzen (Saccharomyces, Aspergillus) ist eine in Abhangigkeit des
intrazellularen cAMP-Spiegels aktivierte Proteinkinase A (PKA)- Signaltransduktionskaskade
[Sabie, FT and Gadd, GM 1992; Lengeler, KB et al. 2000]. Nach der Bindung des extrazelluldren
Signalmolekiils an den entsprechenden, spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptorsystem
wird iber die Aktivierung des G-Proteins Raslp und der Adenylatcyclase (Cdc35p/Caplp/
Pde2p) der intrazellulire cAMP-Spiegel reguliert. cAMP bindet anschlieffend an die
regulatorische Untereinheit Bcylp des Proteinkinase A-Komplexes, die darauf von den beiden

katalytischen Untereinheiten Tpklp und Tpk2p dissoziiert [Cassola, A et al. 2004]. Diese beiden
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Isoformen nehmen in C. albicans unterschiedliche Funktionen wahr. So reguliert Tpklp die
Hyphenausbildung auf Festmedien, wahrend Tpk2 die Filamentierung in Fliissigkulturen
induziert [Sonneborn, A et al. 2000; Bockmuhl, DP et al. 2001]. Beide Proteinkinasen regulieren
in C. albicans die Aktivitit des Transkriptionsfaktors der APSES-Proteinfamilie Efglp, der je nach
vorherrschender Umweltbedingung Zielgene fiir die Induktion der Morphogenese (Hefe-Hyphe-
Transition, Chlamydosporenausbildung, white-opaque Wechsel), den Kohlenhydrat-
metabolismus sowie die Proteine der Zellwand aktivieren oder reprimieren kann [Lo, H]J et al.
1997; Stoldt, VR et al. 1997; Sohn, K et al. 2003; Doedt, T et al. 2004; Setiadi, ER et al. 2006].
Obwohl der cAMP-Proteinkinase A und der Ceklp-vermittelte MAP-Kinase-Signalweg in der
Zelle - je nach Wachstumsbedingung - entweder einzeln oder parallel zur Hyphenausbildung
und u. a. zur Virulenz des Pilzes beitragen, existieren weitere Signalwege, die insbesondere
wahrend der in vivo Infektion fiir den Filamentierungsprozess entscheidend sind. So konnte
durch die Deletion der beiden Downstreamfaktoren Cphlp und Efglp unter allen in vitro-
Bedingungen ein Verlust der Filamentierungsfiahigkeit und Avirulenz im systemischen
Infektionsmodell festgestellt werden, wobei neuere Erkenntnisse mit diesen Stdmmen in vivo
dennoch lokalisierte Infektionen und filamentéses Wachstum zeigen konnten [Riggle, P] et al.
1999; Chen, CG et al. 2006]. Eines dieser Efgl- und Cphlp-unabhingiger Signalwege kann z.B.
die morphologische Anpassung an den extrazelluliren pH-Wert liber den Transkriptionsfaktor

Rim101p sein [Davis, D et al. 2000; Davis, D et al. 2000].

iii) Die APSES-Proteinfamilie und das Efg1-Protein

Zellulare, reversible Differenzierungsprozesse wie Paarungsverhalten, asexuelle Sporulation,
dimorphisches Wachstum werden in Ascomyceten durch eine Kkonservierte Klasse von
Transkriptionsfaktoren reguliert, die zu den sog. APSES-Proteinen zugezdhlt werden [Ramirez-
Zavala, B and Dominguez, A 2008]. Mitglieder dieser Familie besitzen eine charakteristische
DNA-Bindedomane, die eine sog. basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)- Domane aufweist. Obwohl
das bHLH-Motif auch in anderen eukaryotischen Proteinen wie Myc und Max gefunden werden
kann, ist die APSES-Doméne nur auf Pilze beschrankt [Dutton, JR et al 1997]. Es wird
angenommen, dass sich die APSES-Domane friih in der Evolution der Pilze von einem viralen
Vorlaufer aufgenommen worden ist, der die Wirtszelle infizierte. So ist die Domédne zwar
verkiirzt, zeigt jedoch signifikante Aminosdurehomologie zu der viralen KilA-N -Domane, die
durchgehend sowohl in bakteriellen wie eukaryotischen DNA-Viren verbreitet ist [Iyer, LM et al.

2002].
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Die APSES-Proteinfamilie zeigt auferdem Homologien mit bHLH-Doméne der pilzlichen
Transkriptionsfaktoren Swi4p und Mbplp, die in der Zellzyklusregulation involviert sind

[Dutton, JR et al. 1997].

In Ascomyceten gelten APSES-Proteine als Schliisselregulatoren der pilzlichen Entwicklung. Sie
kontrollieren u. a. auch die trankriptionelle Expression einiger Virulenzfaktoren. Die
urspriinglich beschriebene Mitglieder (APSES: Asm1p, Phd1p, Sok2p, Efglp und StuAp) wurden
fiir die Charakterisierung dieser Proteingruppe verwendet. Sie fungieren als Regulatoren von
Entwicklungsprozessen in ihrer jeweiligen Spezies [Miller, KY et al. 1992; Gimeno, C] and Fink,
GR 1994; Ward, MP et al. 1995; Aramayo, R et al. 1996; Stoldt, VR et al. 1997]. In Neurospora
crassa, ist das Asm1p fiir die Sporenkeimung, myceliales Wachstum sowie die sexuelle wie auch
asexuelle Sporulation notwendig [Aramayo, R et al. 1996]. Auch das StuAp von Aspergillus
nidulans reguliert die Ausbildung von Strukturen und Zelltypen, die sowohl sexuelle wie
asexuelle Reproduktion fordern. APSES-Proteine von Hemiascomyceten regulieren die
morphologische Transition von der spharischen zur elongierten Zellform. So erfolgt in der
Backerhefe S. cerevisiae die Regulation des pseudohyphalen Wachstums {iber die beiden
Proteine Phdlp und Sok2p. Beide Proteine haben einen antagonistischen Effekt auf das
pseudohyphale Wachstumsverhalten. Wahrend die Expression von Phd1lp die Ausbildung von
Pseudohyphen verstarkt, reprimiert die Expression von Sok2p die pseudohyphale Entwicklung
Spezies [Miller, KY et al. 1992; Gimeno, C] and Fink, GR 1994; Ward, MP et al. 1995; Aramayo, R
et al. 1996; Stoldt, VR et al. 1997]. Auch C. albicans enthdlt zwei APSES-Proteine: Efglp und
Efh1p. Das Efgl reguliert die Hefe-Hyphe-Transition, die phanotypische Transition von der
physiologischen white zur Paarungskompetenten opaque-Zellform, wie auch Ausbildung von
Chlamydosporen, die Proteinzusammensetzung der Zellwand, den Kohlenhydratmetabolismus
sowie die Resistenz gegen diverse Wirkstoffe [Lo, H] et al. 1997; Sohn, K et al. 2003], wahrend
unter bestimmten Bedingungen das Efh1p als Hilfsfaktor (auxiliary factor) agiert [Doedt, T et al.
2004].

Inwieweit APSES-Proteine auch in C. dubliniensis konserviert sind und welchen Einfluss sie auf
die Induktion morphogenetischer Prozesse aufweisen, sollte im Rahmen dieser Arbeit analysiert

werden.
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[1I. Zielsetzung der Arbeit

Beriicksichtigt man alle beschriebene Faktoren scheint - im Vergleich zu C. dubliniensis - C.
albicans offensichtlich deutlich besser an die Anforderungen fiir eine Besiedlung des
menschlichen Korpers angepasst zu sein und das obwohl beide Pilze eine sehr enge
phylogenetische Verwandtschaft und &hnliche phénotypische Eigenschaften (wie z. B. die
Morphogenese) aufweisen.

Ziel dieser Arbeit war es durch die Etablierung und Anwendung einer neuen Technologie fiir
vergleichende Genexpressionsanalysen die Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der
transkriptioneller Antwort von C. albicans und C. dubliniensis wahrend der morphologischen
Transition von der sphdrischen zur filamentésen Zellform herauszufinden. Dadurch sollten
zentrale Regulationsfaktoren der Morphogenese (APSES-Proteine) in C. dubliniensis identifiziert
und mit Hilfe von molekularbiologischen Methoden funktionell charakterisiert werden. Ferner
sollten durch vergleichende Analysen dieser Regulationsfaktoren die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede beider humanpathogener Pilze z. B. beziiglich ihrer transkriptionellen Expression,
ihrer Fahigkeit zur Induktion morphogenetischer Prozesse sowie ihrer Beteiligung am

Metabolismus herausgearbeitet werden.
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MATERIAL UND METHODEN

[. MATERIAL

I.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden - wenn nicht anders vermerkt - von
folgenden Firmen bezogen: Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen; Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf; Carl Roth, Karlsruhe; Fermentas GmbH, St.Leon-Rot; Invitrogen (Molecular
Probes, Gibco), Karlsruhe; New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main; Qiagen GmbH,
Hilden; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen; Takara
Bio Europe (Clontech), Saint-Germain-en-Laye, Frankreich; Th. Geyer GmbH & Co KG,
Renningen, VWR International GmbH (Merck, Fluka), Darmstadt.

Bei Verbrauchsmaterialien oder Chemikalien, die fiir den Versuch wichtig waren, wurde die

genaue Herkunftsangabe beim entsprechenden Protokoll angegeben.

1.2 Enzyme

Tabelle 1: Verwendete Enzyme.

Enzym Firma/Referenz

Antarktische Phosphatase,
Phusion High Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Restriktionsendonukleasen,

T4-DNA-Ligase

RNaseA Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Prime Script Reverse Transkriptase Takara Bio Europe (Clontech), Saint-Germain-en-
Advantage®2 Polymerase Mix Laye, Frankreich

Platinum® Taq DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe

Taq DNA Polymerase! L. Schalwyk, ICRF, London

ITaq DNA Polymerase wurde nach Pluthero et al. isoliert [Pluthero, FG 1993].
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1.3 Antibiotika und Antimycotika

Tabelle 2: Verwendete Antibiotika oder Antimycotica.

Substanz Arbeitskonzentration Firma/Referenz
Chloramphenicol 50 pg/ml

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Ampicillin 100 pg/ml Taufkirchen
Doxycyclinhyclat 40-50 pug/ml
Nourseothricin (ClonNat) 200 pg/ml Werner Bioagents, Jena
1.4 Reaktions-Kitsysteme
Tabelle 3: Verwendete Kit-Systeme.
Kit-System Firma
LabelStar Kit

MinElute PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit

RNeasy® Mini /Midi Kit

Qiagen GmbH, Hilden

RNA 6000 Nano Kit
PRIME-IT® Il Random Primer Labeling Kit

Agilent Technologies, Béblingen

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
Universal Probe Library

Light Cycler 480 Probes Master

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

1.5 Pufferlosungen

Die Herstellung von Puffer- und Stammlésungen erfolgte nach Standardprotokollen von Ausubel

und Sambrook et al. [Ausubel, FM et al. 1989; Sambrook, ] et al. 1989]. Alle Losungen und

Medien wurden mit doppelt-deionisiertem Wasser angesetzt. Die Sterilisation erfolgte durch das

Autoklavieren oder die Sterilfiltration mit einen 0,22 um -Filter.
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Tabelle 4: Verwendete Pufferlésungen.
Puffer Bestandteile Konzentration
PBS-Puffer, pH 7,4 NaCl 140 mM
KCl 3 mM
NazHPO4 10 mM
KH2PO4 1,8 mM
SSC-Puffer (20x), pH 7,0 NaCl 3M
tri-Natriumcitrat-Dihydrat 300 mM
TAE-Puffer (50x) Tris 2M
Eisessig 2M
EDTA 50 mM
6-fach DNA Ladepuffer Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Glycerin 30 % (v/v)
1.6 Kulturmedien
Tabelle 5: Verwendete Kulturmedien fiir Bakterien und Hefen.
Medium Bestandteile Konzentration
LB (Lysogeny Broth), pH 7,0 Hefeextrakt 5g/1
(Vollmedium fiir Bakterien) Bacto Trypton 10 g/1
NaCl 5g/1
YPD Hefeextrakt 10 g/1
(Vollmedium fiir Hefen) Bacto Pepton (Difco) 20 g/l
Glukose 20 g/l
YPM Hefeextrakt 10 g/l
(Vollmedium mit Maltose zur Deletion ~ Bacto Pepton (Difco) 20 g/l
der Integrationskassette) Maltose 20 g/l
YPD + 10% FCS Hefeextrakt 10 g/1
(Vollmedium supplem. mit 10 % FCS) Bacto Pepton (Difco) 20g/1
Glukose 20 g/l

fotales Kalberserum (FCS)

10% (v/v)

ddH20 + 10% FCS

fotales Kalberserum (FCS)

10% (v/v)

Glukose 20g/1
ddH20

YCB+BSA, pH 4,0 Hefe-Kohlenstoff-Basis (YCB), BD 23,4 g/1
Rinderserumalbumin (BSA) 4,0g/1
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Medium Bestandteile Konzentration

YCB+BSA+Hefeextrakt, pH 4,0 Hefe-Kohlenstoff-Basis (YCB), Becton 23,4 g/l

[Wu, T et al. 1999] Dickinson
Hefeextrakt 2,0g/1
Rinderserumalbumin (BSA) 4,0 g/l

YCB+NH4(l, pH 4,0 Hefe-Kohlenstoff-Basis (YCB), BD 23,4 ¢g/1
Ammoniumchlorid 12,5g/1

YCB+BSA+NH4Cl, pH 4,0 Hefe-Kohlenstoff-Basis (YCB), BD 23,4 g/l
Rinderserumalbumin (BSA) 4,0g/1
Ammoniumchlorid 12,5 g/l

SSH-Medium, pH 5,5 zerkleinerte Sonnenblumensamenhiilsen 25¢g/1

(Sunflower Seed Husk Medium) (in ddH20 30 min kochen, filtrieren)

[Khan, ZU et al. 2005] Glukose 10 g/1
ddH20

SSH-Agar, pH 5,5 zerkleinerte Sonnenblumensamenbhiilsen 25g/1

(Sunflower Seed Husk Agar) in ddH20 30 min kochen, filtrieren

[Khan, ZU et al. 2005] Glukose 10 g/1
Agar (Difco) 1,4 %

Staib-Medium, pH 5,5 pulverisierte Guizotia abyssinica-Samen 50 g/l

[Staib, P and Morschhauser, ] (Vivara Naturschutzprodukte, Ratingen)

1999] in ddH20 30 min kochen, filtrieren
Glukose 1g/1
KH2PO4 1g/1
Kreatinin 1g/1
Agar (Difco) 1,4 %

ii) Herstellung von Agarplatten

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Medien in 2-facher Konzentration angesetzt und je

nach Verwendungszweck entweder mit ddH,O oder mit 4% Bacto-Agar auf die einfache

Konzentration verdiinnt (Endkonz. Agar: 2%).

1.7 Oligonukleotide

Bis auf Oligonukleotide fiir qRT-PCR wurden alle Oligonukleotide von der Firma Thermo

Scientific Biopolymers, Ulm oder von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg bezogen. Langere

Oligonukleotide ab 40 bp wurden iiber PAGE, die restlichen entweder nur entsalzt (MWG) oder

tiber RP-HPLC (Thermo Scientific) aufgereinigt. Oligonukleotide fiir gRT-PCR wurden von der

Firma TIB Molbiol, Berlin im Maf3stab von 0,01 pmol synthetisiert und iiber HPLC aufgereinigt.
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Tabelle 6: Oligonukleotide fiir die Herstellung der Staimme.

Zusammenstellung der verwendeten Oligonukleotide fiir die Deletion und Reintegration von MOM]I, fiir die
heterologe Expression von EFGI (entweder nur als ORF oder zusammen mit Promotor) in Candida dubliniensis, die
ektopische Expression von MOM1, EFG1 oder MEP2 unter Doxycyclin-induzierbarem TET-Promotor, sowie fiir die

konstitutive Expression von MEP2 unter ACT1-Promotor in Candida albicans.

Fragment Oligonukleotid Basensequenz (5°---> 3") Produkt ()

MOM1-Deletion / -Reintegration in Candida dubliniensis

FR1 FR1_for_Kpnl GGGGTACCCCATTACATCCAGCCCATCCTG 423
FR1_rev_Xhol CCGCTCGAGCAAGTATTGTGGGAGGCAAAA

FR2 FR2_for_Notl ATAAGAATGCGGCCGCCCCCCAATCCATTGACATAA 426
FR2_rev_Sacll TCCCCGCGGATTTTGTTTGTACCTTCCGCATT

FR3 FR3_for_Kpnl GGGGTACCCCCCAAACCTTTGCAAGGAAAA 455
FR3_rev_Xhol CCGCTCGAGGAAGCAAGGGGTGAATGAGA

FR1-MOM1 FR1_for_Kpnl GGGGTACCCCATTACATCCAGCCCATCCTG 2251
Rev_MOM1_Xhol CCGCTCGAGACCAGTGGACGAGAACAAGG

Heterologe Expression von EFG1 in mom1A-Deletionsstidmmen

MOM1Pr-FR4 HE_FR4_Kasl_Kpnl GGGGTACCATCAGGCGCCATTACATCCAGCCCATCCTG 572
HE_FR4 _rev_Apal GCTCGGGCCCTAATGTGGGTTATATTCTGGGTAGTC

HE_EFG1 HE_EFG1_for_Apal GCTCGGGCCCATGTCAACGTATTCTATACCCTATTACAATC 1658
HE_EFG1_rev_Apal GCTCGGGCCCTTACTTTTCTTCTTTGGCAACAGTG

HE_EFG1_ges EFG1pr_65nt GGGGTACCTGTTGCAACGAGGATGGTCCAACAAGATTCAAAAAA 6260
MOM1_Kpnl_for AAAGGAAAAAAGGGAATTTCTTACAATATGAGAACACCGCTTTT

GGTTG

EFG1_Apal_rev GCTCGGGCCCATGGCAGAAAGCAGAAGGTG

Ektopische Expression von MOM1, EFG1 oder MEP2 unter Tet -Promotor in Candida albicans

EFG1-Sall-BamHI ~ EFG1/MOM1_Sall_for AAATGTCGACAATGTCAACGTATTCTATACCCTATTACAATC 1678
EFG1_BamHI_rev TCGCGGATCCTTACTTTTCTTCTTTGGCAACAGTG

MOM1-Sall-Bglll EFG1/MOM1_Sall_for AAATGTCGACAATGTCAACGTATTCTATACCCTATTACAATC 1655
MOM1_Bglll_rev AGGAAGATCTTACTGCTTTTCTTCCTTAGCGT

MEP2-Xhol-BgllIl MEP2_Xhol_for CCGCTCGAGTATGTCTGGAAATTTCACTGGAAC 1462
MEP2_Bglll_rev AGGAAGATCTTAATTTTTAGCTTCTCCTGAGTCG

Expression von MEP2 unter Act1-Promotor in Candida albicans

ActPr MEP2_UH  ActPr500 for Kpnl GGGGTACCGCGTCAAAACTAGAGAATAATAAAGAAAAC 507

CCTGTGCCTGTTCCAGTGAAATTTCCAGACATTTTGAATGATTA
TATTTTTTTAATATTAATATCG

ActPr500_rev_MEP2_UH

MEP2_ohne_Tag ~ MEP2_for ATGTCTGGAAATTTCACTGGAAC 1443
MEP2_ohne CCGCTCGAGTTAATTTTTAGCTTCTCCTGAGTCGT
Tag_rev_Xhol

ActT/3'FR ActT/3’FR for Notl ATAAGAATGCGGCCGCGAGTGAAATTCTGGAAATCTGG 642
ActT/3'FR rev Sacll TCCCCGCGGGCAACAACAATTTCAATCCATCAA

Anmerkung:
Unterstrichen- Erkennungssequenz fiir die jeweilige Restriktionsendonuklease; Kursiv - 65 nt lange Sequenz von
MOM]1, die zur spezifischen Integration der Kassette in den MOMI-Genomlokus gebraucht wird; Kursiv und

unterstrichen: MEP2-Uberhang (MEP2-UH) fiir die Fusions-PCR.
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Tabelle 7: Oligonukleotide fiir Nachweis und Sequenzierung
Zusammenstellung der Oligonukleotide fiir die Sequenzierung oder den Nachweis der richtigen Integration der

pNIM6- und der SAT1-Flipper-Kassette wiahrend der MOM1-Deletion sowie MOM1, EFG1 und MEP2- Integration.

Oligonukleotid Anmerkung Basensequenz (5’---> 3’) Tm (°C)
Sequenzierung oder Nachweis des EFG1 und MOM1-ORFs
EFG1_Seq_for 1 EFG1-OREF, Start bei +434 CCCCCATACCTTCCAATTCT 60,01
MOM1_Seq_forl MOM1-OREF, Start bei +342 ACAACCACAACCACAGCATT 58,91
EFG1_Seq_for 2 EFG1-OREF, Start bei +892; CCTTTGTTTGTCAGAGATATTAAACG 59,55
100%-Homol. in MOM1 (+862)
MOM1_Seq_for3 MOM1-OREF, Start bei +1234 TCACAACAAGGCTCTGCAAC 60,03
EFG1_Seq_ rev 1 EFGI1-ORF, Start bei +616; rev. CTCGTGGTCTGATTCCTGGT 60,11
MOM1_Seq_revl MOM1-OREF, Start bei +508; rev. TTGGTTGTTGCATTGTCGAT 59,97
EFG1_Seq_rev 2 EFG1-OREF, Start bei +1000; rev. GAGGAGCCGAAGCAGAAGT 57,69
MOM1_Seq_rev2 MOM1-OREF, Start bei +1022; rev. CCACCAGTGATTTTGGGAGT 59,82
Promotor-spezifische Oligonukleotide
MOM_spez_up CACCGCCTTCTTGGATAAAAC 60,84
MOM1Pr_sp_1_for CCCATCAACTTGACGAACAAA 60,91
EFG1Pr_sp_1_rev TAGGGTAATGAAACCTTTTTCACA 59,00
EFG1Pr_sp_2_rev TGAATTTTGCTTGAGTTCCAAA 59,74
EFG1Pr_sp_3_rev CACCACTGAACACAAACCTACAA 59,98
EFG1Pr_sp_4_rev TGTGGTGAACTAGGAAACAAACC 60,30
EFG1Pr_sp_5_for TTGTGAGACCTCAAAAACAATCA 59,64
EFG1Pr_sp_6_rev TTTTCTAAAAACTAAACTAACCCAATC 57,05
EFG1Pr_sp_7_for ATCAAATCTTGTAATCTTGTTATACCC 57,37

EFG1Pr_sp_8_rev AGGGTATAACAAGATTACAAGATTTGA 57,89

Nachweis der Integration im MOM1-Genlokus

MOM1 _upstr_FR3 Pos.-1274 bez. MOM1-Start TTTAGTTTGGTGGGAGCAAAA 59,61
MOM1_downstr_FR2 Pos. +2267 bez. MOM1-Start CTGCAGGTATCCCAATGGTT 59,81
MOM1_FR2 unten Pos. +3344 bez. MOM1-Start GACGGCATTTTTCTTGAGAT 56,87

Nachweis der richtigen Integration vom MEP2 im ACT1-Genlokus

ActPr_upstr_for Pos.-1274 bez. ACT1-Start GGCAAACCTGAAACTTATCTGTG 60,05
ActT_dowstr_rev Pos. +2498 bez. ACT1-Start GCGTCGCTGTAAAACAAACA 59,92
MEP2_+53_rev Pos. +53 bez. MEP2-Start; rev. TCGACTTTGAACACATCTCCAC 60,16
MEP2_+677_rev Pos. +677 bez. MEP2-Start; rev. ACAATGGAGGAAACCGAATG 59,79
MEP2_+900_rev Pos. +900 bez. MEP2-Start; for. GCTGGTTACGTTCCCGTTTA 60,00

Nachweis der SAT1-Flipper- oder pNIM6-Expressionskassette

pSFS2_SAT1_for im SATI-Gen, 208 bp vor Ende der =~ GTGAAGTGTGAAGGGGGAGA 60,09
Kassette

pSFS2_MAL2_rev im MALZ2-Promotor, 280 bp nach CGTGGTTTCAGTGGCTACAA 59,76
Anfang der Kassette; rev.

pNIM6_TEF3_PCR_for im TEF3-Promotor 31 nt zum GGGGGAGGGAATGAAAAA 59,66
Zielgen; for.

pNIM6_0OP4_rev im OP4-Promotor 113 nt zum CAAATCAAATCAACAAACTCTTTCA 59,58

Zielgen; rev.
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Tabelle 8: Oligonukleotide & Sonden fiir qRT-PCR (fiir C. albicans)
Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir quantitativen Nachweis der Transkription ausgewahlter Gene von C.
albicans mit den jeweiligen UPL-Sonden und den entsprechenden Amplifikationseffizienzen (E) der unterschiedlichen

gRT-PCR-Ansétze.

ORF Name Oligonukleotid_for Oligonukleotid_rev # UPL E
orf19.5007  ACT1 aaccaccggtattgttttgg gcgtaaattggaacaacgtg 9 1,995
orf19.868 ADAEC aacctcaccccaattgactg ctgctgctatggtggtgttg 119 1,742
orf19.2355  ALS10 aatcagagagccaccaaacc gcagtggtataggattgagacca 77 1,919
orf19.1891 APR1 tttgactattggggatttggtt tggttcggaggtagcttcag 162 1,761
orf19.7284  ASR2 gccacactcgatgatgtgaa tgttttctggataccgtcage 48 1,917
orf19.3575  CDC19 actaccattggtgacaaagattacc tcagtggtgaagatcatttcgt 31 1,975
orf19.1960 CLN3 cagttgaagctaaaacattgccta tggtctcatacctaatttgatttctg 150 1,836
orf19.1187  CPH2 ccaaatatctattcccccgtatc cggttgaccagaagattgtgt 9
orf19.10201 CPS1 ggttctgataaatctttgaaaccag ctttttgaactggaacggtgt 136 1,915
orf19.7561 DEF1 ggtggaccagtaccaccaa agtactagctctgccacctcttg 93 1,852
orf19.610 EFG1 ccagcaaacaattcctaatcaa ttagatccattgtaatgctgaggt 76 1,729
orf19.5788  EFT2 tttgcatgctgatgctatcec actcttctcatggttgggatg 77 1,907
orf19.395 ENO1 gtaacgtcggtgacgaaggt ccaaagcttcctttggagttt 50 1,815
orf19.638 FDH1 ggtatcgctgcecattgaagt atcactgcgtgttcagcaac 36 1,930
orf19.1275  GATI1 acatttctgagaccacatcgaat ttccceccgtgattcaagtta 9 1,954
orf19.1358 GCN4 gaaccatcaccaaatcgtacc actttctggactgtttaatgatgaag 84 1,990
" orf19.3278 GSY1 cctgeecgagtgtaccgttat atgtaacacccaaatccagaca 119 1,833
§ orf19.2023 HGT7 aagaaatggcaacctctacgg aaacgtgttcctcttctggttt 9 1,969
Q
S orfl9.9571 HGT8 tatgttttgcttgggcecttg gtggggattctggcattcta 119 1,781
P—
g orf19.1614 MEP1 ttattacatgttgatgattcattgga ccaacaactccggccata 113 1,775
:_§ orf19.5672  MEP2 tggaaatttcactggaacagg tgttcatttaaatcgactttgaacac 39 1,957
§ orf19.7150  NRGI tggttgcacgttgtcgaa aacgaaggtaacgaagttgttga 86 1,934
Q
orf19.2765  PGA62 gctgaatcttcecccagetaa cggtctttggagtggtttct 146 1,946
orf19.7610  PTP3 ttgccaaccaataacgagaa agctgatgtagttggcttgttg 83 1,887
orf19.1760  RASI tgatgatcaacaagtattattggatgt  ttctctcatggccagatattctt 120 1,901
orf19.5636  RBT5 aagaaaccactgctgctgaaa aagtttcagctggtgcagaac 66 1,942
18S rRNA RDN18 ccttaacgaggaacaattgga tacgcttttggagctggaat 66 1,891
orf19.5305  RHD3 gacagtgccccaatcacc actggtttcagcagccttgt 145 1,925
orf19.6286.2 RPS27 tgtgactcttgttctactgttttgtg tgaacaaccttcagtcaatttagc 131 1,955
orf19.5714  SAP1 ggtgcttcaatcacaaagca cccttgaggaatagaagtcttgg 140 1,845
orf19.3708  SAP2 agatttcagtgttgtgaaaactcct tggaagttttaccttcttgacca 48 2,016
orf19.6001 SAP3 ttcacaagggacatggtataaaga ggcaaattgttgctttgtga 119 2,072
orf19.5917  STP1 attgaaccattagatgacgagtttg tgatgtgtgagttcttggtggt 77 2,010
orf19.4961 STP2 atgaaagtcttgccaaagatagttc tcagaatgcagtggagaatca 78 1,986
orf19.2290 TOR1 ttgattttgaggccaaaagag attctcgtgttgtttgctatcg 135
orf19.6109 TUP1 ggtcagtcagaatctgggactt cttcgatcgacaaagtcaagg 118
orf19.1949 VPS1 aagcccaattctgtggtacg gtggtgcaacaaaataccattc 142 2,034
orf19.4145  ZCF20 tectecttggatagataacgatg tgacatgaagccaatggtg 25 1,954
orf19.1585  ZRT2 tggtttaggcgtcagaaaatc gaatcaaacaccccattggt 138 1,972
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Tabelle 9: Oligonukleotide & Sonden fiir qRT-PCR (fiir C. dubliniensis)
Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide fiir quantitativen Nachweis der Transkription ausgewahlter Gene von C.
dubliniensis mit den jeweiligen UPL-Sonden und den entsprechenden Amplifikationseffizienzen (E) der

unterschiedlichen qRT-PCR-Ansitze.

ORF Name Oligonukleotid_for Oligonukleotid_rev # UPL E
Cd36_61830 CdATG15 acaacgagacagcaccatgt atgagctacaaaccgccaat 87
Cd36_09130 CdMLS1 aagagaaaagtccacgctcttg ttcatcgtccttgattggaa 46
Cd36_30420 CdFDH1 attaatggtacttgggatgttgc ccttatcttccaagtcaaattcgt 145 1,917
(Cd36_83880 CdHTB1 caaaaggccatgtccatcat ttgtaagcagccaatttagaagc 59
Cd36_28770 CdHXT5 tggtcacgacgttgggtat actggtcgacaccagaaagaa 8 1,654
Cd36_00070 CdTUP1 cagtcgccgtctcecttaaac cgccactaccagtagcaaaaa 104 1,641
Cd36_34530 CdTUBI1 atttcccagaaccagtttcact caggaaggtttagacagaccaaag 7 1,657
a Cd36_19920 (€dCDC19 ggtaccactgttggtgacaaag cagtggtgaagatcatttcgtg 31 1,980
_§ Cd36_46050 (CdPDC11 ctgttggtgctacttgtggtg ctcttctetttgggtccaattc 46 1,631
% Cd36_00220 CdPHR2 cggtactattttcggtgacca tacatgtaaacaataccaccagacc 109 1,590
_§ X CdPGA48 ttgcttagtgttgttgetgett caggacagtatgttgtataatcggtaa 77
_g Cd36_27050 CdECM4 catgggcacaccgtacttta tgaacaacagacaatccaatga 141 1,661
"g Cd36_17870 CdAEFTZ2 tttgcatgctgatgctatcc actcttctcatggttgggatg 77 1,959
8 Cd36_70930 CdRPPO cgaagaagctgccactgaa cgaaacccatatcgtcatcag 74 1,690
Cd36_01550 (CdLSC1 gctgaagccatcaaagaagc aagtggtggtgggacaaaaa 59 1,913
Cd36_33560 MOM1 ggggcccctataccttca acctggtagtggtggctgtt 31 1,759
X Transposon tgcgtattagatcaacaatagtgaaaa  gctcgctctctatgtagaaaatatcc 72 1,876
185 rRNA CdRDN18 ccttaacgaggaacaattgga tacgcttttggagctggaat 66 1,891
Cd36_52110 CdRET2 ttctgetggtgctggtagtg atggtgcaggtgatccagtt 115 1,546
Cd36_01510 CdRPS4A tcatcaaattcgacactggtaga gacaataacaccaactctacccaaa 131 1,903
X Cd_orf19.3053 ctttcaatcttaaattggcatctg caatgttttatcagtttcgttgttg 159 1,870
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Tabelle 10: Zusammenstellung der Oligonukleotide fiir die Probenvorbereitung der MESSAGE-Technologie

Oligonukleotide Basensequenz (5°---> 3")
ODD_T_all GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTT
ODD_T_ext._AA GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTAA
ODD_T_ext._AC GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTAC
ODD_T_ext._AG GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTAG
ODD_T_ext._ AT GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTAT
ODD_T_ext._CA GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTCA
ODD_T_ext._CC GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTCC
ODD_T_ext._CG GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTCG
ODD_T_ext._CT GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTCT
ODD_T_ext._GA GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTGA
ODD_T_ext._GC GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTGC
ODD_T_ext._GG GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTGG
ODD_T_ext._GT GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTGT
SMART_IV_Oligo AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG
A2-Sau3a AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

Long_oligo_Rsal

GCGTGAAGACGACAGAAAGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT

Short_oligo_Rsal ACCGCCCTCCGC

Adapter primer AP1 TGTAGCGTGAAGACGACAGAA
AdE_AA_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCAA
AdE_AC_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCAC
AdE_AG_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCAG
AdE_AT _Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCAT
AdE_CA_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCCA
AdE_CC_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCCC
AdE_CG_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCCG
AdE_CT_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCCT
AdE_GA_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGA
AdE_GC_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGC
AdE_GG_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGG
AdE_GT_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCGT
AdE_TA_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCTA
AdE_TC_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCTC
AdE_TG_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCTG
AdE_TT_Rsal AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCTT

Ad_non_extendend

AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGT

a) die drei markierten GGGs sind Ribonukleotide
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1.8 Bakterienstamm

Escherichia coli Stamm DH5a (F-, endAl, hsdR17 (ri, my-), supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
A(argF-lac)U169, A, ©80dlacZAM15) von Invitrogen, Karlsruhe wurde fiir alle bakteriellen
Klonierungsexperimente eingesetzt [Hanahan, D 1983; Woodcock, DM et al. 1989].

1.9 Plasmide

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Plasmide

Plasmid Ausgangsplasmid Insert Referenz

pSFS2A [Reuss, O et al. 2004]

pMB2 pSFS2A FR2 diese Arbeit

pMB21 pMB2 FR1 diese Arbeit

pMB23 pMB2 FR3 diese Arbeit

pCG24 pMB2 FR1-MOM1 diese Arbeit

pHEG22 pMB2 EFG1Pr-EFG1-ORF diese Arbeit

pHEO9 pMB2 MOM1Pr-FR4 diese Arbeit

pHE097 pHEO9 EFG1-ORF diese Arbeit

pCTA17 pSFS2A ActT/3’FR diese Arbeit

pCTA17-MEP2 pCTA17 ActPr-MEP2 diese Arbeit

pNIM6 [Ramirez-Zavala, B et al
2008]

pNIM6-EFG1 pNIM6 EFG1 diese Arbeit

pNIM6-MOM1 pNIM6 MOM1 diese Arbeit

pNIM6-MEP2 pNIM6 MEP2 diese Arbeit

I.10 Humane Zell-Linien

Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Quelle

A431 vulvo-vaginale Karzinom-Zelllinie (ATCC: CRL-1555) [Giard, D] et al. 1973]

Caco-2 colorectale Adenokarzinom-Zelllinie (ATCC: HTB-37) [Fogh, ] etal 1977]

TR146 Plattenepithelkarzinom-Zellinie Imperial Cancer Research

Technology, London, UK
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I.11 Candida- Stamme

Tabelle 13: Verwendete und hergestellte Candida albicans oder Candida dubliniensis -Stimme

Stamm Ausgang Genotyp Referenz

SC5314 Klinisches Isolat von Candida albicans [Gillum, AM et al. 1984]
ura3::1imm434/ura3::1imm434

HLC37 (EFG1/efg14) [Lo, H] et al. 1997]
EFG1/efg1::hisG-URA3-hisG
ura3::1imm434/ura3::1imm434

HLC52 (efg14/efg14) [Lo, H] et al. 1997]
efg1::hisG/efg1::hisG-URA3-hisG

Wo-1 Klinisches Isolat von Candida albicans [Slutsky, B et al. 1987]

TS3 ade2/ade2Aura3::ADE2/URA3 Srikantha et al. (2000)
ade2/ade2Aura3::ADE2/Aura3::ADE2/

Efc25 Srikantha et al. (2000)
Aefgl::hisG/Aefg1::CAT-URA3-CAT
ade2/ade2Aura3::ADE2/Aura3::ADE2/

Ef3.1 Srikantha et al. (2000)
Aefg1:hisG-URA3-hisG/EFG1

CD36 (CBS7987) Klinisches Isolat von C. dubliniensis Sullivan et al. (1995)

Wii284 Klinisches Isolat von C. dubliniensis Morschhauser et al. (1999)

Wii296 Klinisches Isolat von C. dubliniensis Morschhéuser et al. (1999)

mom1A-Deletions- und Reintegrationsstdimme

DBL52 CD36 mom1_1A::SAT1-FLIP/MOM1_2 diese Arbeit
DBL80 CD36 MOM1_1/mom1_2A::SAT1-FLIP diese Arbeit
DBL525 DBL52 mom1_1A::FRT/MOM1_2 diese Arbeit
DBL803 DBL80 MOM1_1/mom1_2A::FRT diese Arbeit
DBL27 DBL525 mom1_1A::FRT/mom1_2A::SAT1-FLIP diese Arbeit
DBL6 DBL803 mom1_1A::SAT1-FLIP /mom1A::FRT diese Arbeit
DBL275 (mom14/momi1A) DBL27 mom1_1A::FRT/mom1_2A::FRT diese Arbeit
DBL64 (mom14/mom14) DBL6 mom1_1A::FRT/mom1_2A::FRT diese Arbeit
DGL12 DBL275 mom1_1A::FRT/MOM1::SAT1-FLIP diese Arbeit
DGL122 (mom14/MOM1) DGL12 mom1_1A::FRT/MOM1::FRT diese Arbeit
DGL3 DBL64 MOM1::SAT1-FLP/mom1_2A::FRT diese Arbeit
DGL31 (MOM1/mom1A4) DGL3 MOM1::FRT/mom1_2A::FRT diese Arbeit

Heterologe Expression von EFG1 im mom1A-Deletionsstamm

DKEFG2 DBL275 mom1_1A::FRT/mom1_2A::EFG1(-4634-  diese Arbeit
stop) -SAT1-FLP

DKEFG27 DKEFG2 mom1_1A::FRT/mom1_2A::EFG1(-4634-  diese Arbeit

(mom1A/EFG1-Pr+ORF) stop)-FRT

DKEFG1 DBL64 mom1_1A::EFG1(-4634-stop)-SAT1- diese Arbeit
FLP/mom1_2A::FRT

DKEFG12 DKEFG1 mom1_1A::EFG1(-4634-stop)- diese Arbeit

(EFG1-Pr+ORF/mom14) FRT/mom1_2A::FRT
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Stamm Ausgang Genotyp Referenz

DSEFG10 DBL275 mom1_1A::FRT/mom1_2A::EFG1(start- diese Arbeit
stop)-SAT1-FLP

DSEFG104 DSEFG10 mom1_1A::FRT/mom1_2A::EFG1(start- diese Arbeit

(mom1A/EFG1_ORF) stop)-FRT

DSEFG8 DBL64 mom1_1A::EFG1(start-stop)-SAT1-FLP/  diese Arbeit
mom1_2A::FRT

DSEFG89 DSEFG8 mom1_1A::EFG1(start-stop)-FRT/ diese Arbeit

(EFG1_ORF/mom1iA) mom1_2A::FRT

Ektopische Expression von MOM1 und EFG1 in den efg1A-Stimmen unter Tet-induzierbarem Promotor

ura3::1 imm434/ura3::1 imm434

ALG1 HLC52 efg1::hisG /efg1::hisG-URA3-hisG diese Arbeit
ADH1/adh1A::Pre-GFP
ura3::1imm434/ura3::1 imm434

ALE41 HLC52 efg1::hisG /efg1::hisG-URA3-hisG diese Arbeit
ADH1/adh1A::Prer-EFG1
ura3::1imm434/ura3::1 imm434

ALEA42 HLC52 efg1::hisG /efg1::hisG-URA3-hisG diese Arbeit
ADH1/adh1A::P:er-EFG1
ura3::1imm434/ura3::1 imm434

ALM102 HLC52 efg1::hisG /efg1::hisG-URA3-hisG diese Arbeit
ADH1/adh1A::Pte--MOM1
ura3::1imm434/ura3::1 imm434

ALM111 HLC52 efg1::hisG /efg1::hisG-URA3-hisG diese Arbeit
ADH1/adh1A::Pte--MOM1

Ektopische Expression von MEP2 (und GFP) im C. albicans SC5314 unter Tet-induzierbarem Promotor

EL142 SC5314 ADH1/adh1A::Pet-GFP diese Arbeit
EMEP22 SC5314 ADH1/adh1A::Pwr-MEP2 diese Arbeit
EMEP23 SC5314 adh1A::Pe-MEP2/ADH1 diese Arbeit

Konstitutive Expression von MEP2 am ACT1-Genlokus vom C. albicans SC5314

14AMEP2 SC5314 ACT1/act1::ACTPrMEP2-SAT1-FLIP diese Arbeit
14AMEP25 14AMEP2 ACT1/act1::ACTPrMEP2-FRT diese Arbeit
14AMEP16 SC5314 act1::ACTPrMEP2-SAT1-FLIP/ACT1 diese Arbeit
14AMEP167 14AMEP2 act1::ACTPrMEP2-FRT/ACT1 diese Arbeit

WSATI-FLIP“ steht fiir die Integration der gesamten Deletionskassette mit Nourseothricin-Resistenz (SAT1), ,FRT”
entspricht der 34 bp lange Erkennungssequenz der FLP-Rekombinase des Plasmids pSFS2, die nach dem Entfernen der
Deletionskassette im Genom verbleibt. ACT1PrMEP2 entspricht dem Fusionskonstrukt aus dem ACT1-Promotor und
MEP2, das fiir die heterologe Expression von MEP2 unter ACT1-Promotor gebraucht wird.
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[I. METHODEN

I1.1 Kultivierung der Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien erfolgte bei 37°C im LB-Medium fiir 16-24 h. Festmedien
enthielten eine Endkonzentration von 2% Agar. Die Selektion Plasmid-kodierter Antibiotika-
Resistenz erfolgte in Gegenwart von 50 ug/ml Chloramphenicol (bei Verwendung des pSFS2-
Plasmids) bzw. 100 pug/ml Ampicillin (beim pNIM6-Plasmid). Dauerkulturen von Bakterien
wurden in 50 % Glycerin bei -80°C aufbewahrt.

I1.2 Kultivierung der Candida-Stimme

Candida-Stamme wurden als Dauerkulturen in 30% Glycerin bei -80°C gehalten. Vorkulturen
wurden aus den jeweiligen Dauerkulturen im YPD-Medium angeimpft und tiber Nacht im 30°C-
Schiittelinkubator bei 160 Upm angezogen. Fiir das Wachstum im Induktionsmedium oder fiir
phéanotypische Charakterisierung der Stimme wurden die Kulturen in einem 100 ml-
Rundkolben mit entsprechendem Medium zu einer optischen Dichte (ODsgo) von 0,1 angeimpft.
Insbesondere fiir die Untersuchung des Wachstumsverhaltens der Stimme unter unter-
schiedlichen Stickstoffquellen, wurden die Ubernachtkulturen vor dem Animpfen zur
Beseitigung der Nahrstoffriickstinde zweimal mit ddH,O gewaschen. Die Inkubation erfolgte je

nach Versuch bei 30°C oder fiir die Induktion von hyphalem Wachstum bei 37°C.

I1.3 Kultivierung humaner Epithelzellen

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) with High Glucose (Gibco), supplementiert mit
10% FCS (fotales Kalberserum, Gibco), 1 mM Natriumpyruvat, 1% Gentamycin (10 mg/ml)
e PBS™-Puffer (Ca?*-, MgZ*-freier Ablosungspuffer):

Na(l 137 mM
KCl 2,7 mM
KH;PO4 anhydr. 1,5 mM
Na;HPO,x 12 H,0 8,1 mM

EDTA 1,0 mM
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Humane colorectale Karzinomzellen (Caco-2), vulvovaginale Epithelzellen (A431) und
Epithelzellen der Mundschleimhaut (TR146) wurden in T-75 Zellkulturflaschen (Caco-2: 5 - 8x
105 Zellen; A431: 1 - 1,5 x 106 Zellen) in supplementiertem D-MEM bei 37 °C und 5% CO; bis zu
einer Konfluenz von etwa 80% angezogen und anschlief3end in einer Verdiinnung von 1:5 (Caco-
2; TR146) bzw. 1:3 (A431) in frische Zellkulturflaschen tberfiihrt. Dafiir wurden die Zellen mit
PBS™-Puffer gewaschen und anschlieféend fiir 3 min (Caco-2; TR146) bzw. 8 min (A431) bei 37°C
im 2,5 ml Trypsin/EDTA (0,25% Trypsin, 0,53 mM EDTA) - PBS™-Puffer abgeldst. Die Trypsin-
reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml D-MEM gestoppt, die Zellen in ein 15 ml Réhrchen
(Greiner) tberfiihrt, nach Zentrifugation (2000 x g, 3 min) in frischem, supplementiertem D-

MEM aufgenommen und in neue Zellkulturflaschen passagiert.

I1.4 Phanotypische Charakterisierung der Candida-Stimme

11.4.1 Bestimmung der Wachstumsrate
Zur Bestimmung der Wachstumsrate der C. albicans oder C. dubliniensis - Stamme in

bestimmten Medien wurde in einer Zeitreihe zu unterschiedlichen Zeitpunkten jeweils ein

Aliquot der Zellsuspension entnommen und die optische Dichte bei 600 nm bestimmt.

I1.4.2 Bestimmung der Sedimentationsrate
Zur Bestimmung der Sedimentationsrate wurden verschiedene Candida-Stamme in YPD {iber

Nacht bei 30°C angezogen. Diese stationar-wachsende Zellen wurden auf eine Optische Dichte
bei 600 nm (ODesoonm) von 1,0 eingestellt. Jeweils 6 ml dieser Kultur wurde in Reagenzgliser
tiberfiihrt und 4 h bei Raumtemperatur sedimentieren lassen. Alle Untersuchungen erfolgten
jeweils in Triplikaten.

Von jedem Reagenzrohrchen wurde die Differenz aus Gesamtmedium- und Pellet- oder
Zellgrenzoberfliche ermittelt und der Wert vom Wildtyp als 1,0 (100%) festgelegt. Fiir alle

anderen Stimme wurde die ermittelte Differenz auf diesen Wildtyp-Wert bezogen.

11.4.3 Probenvorbereitung fiir die Lichtmikroskopie

i) ohne Zellfixierung
Zu definierten Zeitpunkten wurden 10-15 pl der Wachstumskultur steril auf einen Objektrager
aufgetragen und mit einem Deckglaschen bedeckt (bei Induktion von Hyphen oder

Pseudohyphen wurde das Ende der Pipettenspitze abgeschnitten).
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ii) mit Zellfixierung
Fiir die Fixierung der Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt wurde die Inkubationskultur im
3,7 % Formaldehyd (Carl Roth) fiir 10 min inkubiert. AnschliefRend wurden die fixierten Zellen
pelletiert (Blastosporen bei 2000 - 2500 Upm / Hyphen: bis zu 6000 Upm), zum Entfernen des
Formaldehyds mit 1-fachem PBS gewaschen und im Kaliumphosphat-Puffer/1,2 M Sorbitol
aufgenommen. Je nach Zelldichte wurden zwischen 20 — 80 pl auf Polylysin - beschichtete
Objekttrager (Thermo Scientific) aufgetropft und die Zellen in einer ,feuchten Kammer*
(Petrischale mit H,O-durchtranktem Zellstoff) 1 - 2 h absetzten lassen. Der restliche Puffer
wurde mit einer Pasteur-Pipette abgesaugt, die Zellen in Fluoromount (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) eingebettet und mit Deckglas bedeckt. Nach mind. 1 - 2 h (bei 7°C) wurde das Deckglas

mit Nagellack versiegelt und die Zellen mikroskopiert.

I1.4.4 Lichtmikroskopische Aufnahmen
Lichtmikroskopische Aufnahmen erfolgten mithilfe des ZEISS Axiovert 25 Mikroskops und die

Dokumentation mit der angeschlossenen Kamera AxioCam MRm. Die Auswertung erfolgte

mittels der AxioVision Release 4.6.3 Software von ZEISS.

I1.4.5 Charakterisierung der Stimme unter hypoxischen Bedingungen
Die phéanotypische Charakterisierung der Stdmme unter microaerophilen/hypoxischen

Bedingungen erfolgte nach dem Protokoll von Brown et al, 1999 [Brown, DH, Jr. et al. 1999].
Dafiir wurden ca. 250 Zellen einer entweder exponentiell- oder stationdr-wachsenden Kultur in
30 ml flissigem YPS-Medium (handwarm) gemischt und in die Agarplatten gegossen. Nach 3

Tage Inkubation bei 30°C wurde die Koloniemorphologie lichtmikroskopisch analysiert.

I1.4.6 Plattentest fiir die Analyse der Zellwandstabilitit
Fiir die Analyse der Zellwandstabilitit wurden stationdr-wachsende Kulturen auf dieselbe

Zelldichte von 2 x 107 Zellen/ml gebracht und in seriellen Verdiinnungsschritten um den Faktor
10 verdiinnt (bis 2 x 103 Zellen/ml). Jeweils 5 pl (entspricht einer Verdiinnungsreihe von 105 -
101 Zellen/Verdiinnung) wurden auf YPD-Platten supplementiert mit unterschiedlichen
Konzentrationen von CalcofluorWhite (25 pg/ml - 500 pg/ml; Fluorescent Brightener 28;
Sigma-Aldrich) und CongoRed (50pg/ml - 1,5 mg/ml; Sigma-Aldrich) ausgebracht und fiir bis zu
7 Tage bei 30°C inkubiert. Die Dokumentation der Koloniemorphologie erfolgte mit einer

Digitalkamera (Kodak GmbH) oder einem Flachbettscanner (Epson Expression 1680 Pro).
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I1.5 Praparation von Nukleinsduren

I1.5.1 Plasmidisolation
Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).

Eine 5 ml-Kultur mit entsprechendem Selektionsmedium (entweder LBamp oder LBcap) wurde
tiber Nacht bei 37°C angezogen und die Bakterienzellen bei 3244 x g (4300 Upm, Heraeus
Megafuge) 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in Puffer P1 (7°C)
resuspendiert und der Ansatz in ein 1,5 ml -Reaktionsgefaf? tiberfiihrt. Nach Zugabe von 250 pl
Puffer P1 zur Lyse der Bakterienzellen und anschlief3ender Neutralisation mit 350 pl Puffer N3,
wurde das Zelllysat 10 min bei 16060 x g (13000 Upm, Heraeus Biofuge pico) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf eine Siule gegeben und 1 min bei 16060 x g zentrifugiert, der Durchfluss
verworfen und die Sdule mit 750 pl Puffer PE gewaschen, um Salze zu entfernen. Nach einer
weitern Zentrifugation fiir 1 min bei 16060 x g wurde der Durchfluss verworfen und die Saule
nochmals fiir 1 min bei 16060 x g trocken zentrifugiert. Nachdem die Saule in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefafd transferiert wurde, erfolgte die Elution der an die Sdule gebundenen Plasmid-
DNA durch Zugabe von 50 pl auf 65°C erwarmten Elutions-Puffer (10mM Tris-HCl, pH 8,5) oder
mikrobiologisch reinem Wasser. Nach 1 min Inkubation wurde 1 min bei 16606 x g
abzentrifugiert und die geloste Plasmid-DNA in einem frischen 1,5 ml- Reaktionsgefafd
aufgefangen. Die Konzentration der extrahierten Plasmid-DNA lag im Normalfall zwischen 200 -
250 ng/pl, bedingt durch die Bindekapazitit der Saule. Die Aufbewahrung der Plasmid-DNA
erfolgte bei -20°C.

IL.5.2 Priparation genomischer DNA aus Candida- Kulturen

e Hefe-Lysispuffer (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1mM EDTA; 2% (v/v) Triton X-100;
1% (w/v) SDS)

e Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1), Carl Roth

e TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1mM EDTA)

Die Isolation genomischer DNA aus C. albicans oder C. dubliniensis-Stimmen erfolgte nach dem
Protokoll von Hoffman und Winston [Hoffman, CS and Winston, F 1987]. Dafiir wurden 10 ml
einer Ubernachtkultur 2 min bei 800 x g (2000 Upm, Heraeus Megafuge) zentrifugiert und der
Zellniederschlag in 0,5 ml Wasser gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wurde fiir den
Zellaufschluss das Pellet in 0,3 ml Hefe-Lysispuffer aufgenommen, diese Suspension in ein 2,0 ml
Reaktionsgefafd (Safe-Lock, Eppendorf) iiberfithrt und dazu etwa 0,3 g Glasperlen (& 0,25-0,5
mm, Carl Roth) und 0,3 ml Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben. Der Aufschluss
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erfolgte durch stark einwirkende Scherkrafte wahrend des 15 min Mischvorgangs (Vortexen)
der Suspension bei 7°C. Anschlief3end wurden die Zelltriimmer fiir 10 min bei 16060 x g in der
Kiihlzentrifuge (13000 Upm, Heraeus Biofuge fresco) bei 4°C pelletiert und der Uberstand der
wassrigen Phase fiir die Fallung der Nukleinsduren in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf (Safe-Lock,
Eppendorf) iiberfithrt. Nach Zugabe von 1 ml 100% Ethanol (-20°C) wurde die Probe gut
gemischt und iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Prazipitierte DNA wurde fiir 15 min bei 16060 x g
(13000 Upm, Heraeus Biofuge fresco) bei 4°C pelletiert. Zur Degradation der noch vorhandenen
RNA wurde der Niederschlag anschliefiend in 0,4 ml TE-Puffer resuspendiert und mit 30 ug
RNaseA (Sigma Aldrich Chemie) versetzt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die genomische DNA durch Zugabe von 1 ml 100%-igen Ethanols (-20°C) erneut gefallt,
zentrifugiert (s. 0.) und zur Entfernung der restlichen Salze mit 1 ml 70% EtOH (-20°C)
gewaschen. Die niedergeschlagene DNA wurde fiir etwa 5 min bei 37°C luftgetrocknet, je nach
Pelletgrofle in 50 - 200 pl molekularbiologischem Wasser aufgenommen und fiir ein
vollstindiges Losen fiir 5 min bei 65°C inkubiert. Lagerung der DNA erfolgte stets bei -20°C. Die

DNA-Konzentration und Reinheit wurde mittels UV-Spektroskopie bestimmt.

I1.5.3 Priaparation von Gesamt-RNA aus Candida- Kulturen
Flr die Praparation von Gesamt-RNA wurden die entsprechenden Candida-Stdimme unter den

Wachstumsbedingungen von Interesse angezogen und zum gewiinschten Zeitpunkt in 50 ml PP-
Rohrchen (Greiner) duberfithrt und mittels Zentrifugation geerntet (Heraeus Megafuge;
Blastosporen: 2 min, ca. 800 x g (2000 Upm); Hyphen: 4 min, ca. 3300 x g (4300 Upm)). Nach
dem Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen im verbliebenen Medium resuspendiert
und tropfenweise in einem mit fliissigem Stickstoff befiillten 50 ml PP-Réhrchen schockgefroren.

Die so gewonnenen Zellperlen wurden bei -80°C gelagert.

Der Aufschluss tiefgefrorener Zellperlen erfolgte mechanisch mit einer Labor-Schwingmiihle
(Retsch, Typ MM 200). Dabei wurden die bei -80°C gelagerten Zellperlen in zuvor mit 0,5% Na-
Hypochlorit und 70% EtOH gewaschenen, mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Teflonbehéltern
mit jeweils einer Wolframkarbid-Kugel zu feinem Pulver zermahlen (eingestellte
Schiittelfrequenz = 30/sec, Zeit = 2 min) und anschliefend in den Lyse-Puffer tiberfiihrt (Puffer
RLT des RNeasy® Midi-, RNeasy® Mini oder RNeasy® Plus Mini Kits (Qiagen) versetzt mit 0,01%
(v/v) B-Mercaptoethanol). Dieser stark denaturierende, Guanidinisothiocyanat enthaltende
Puffer inaktiviert sofort die bei der Zelllyse freiwerdenden RNasen, so dass insgesamt von einer
Isolation einer intakten RNA (Molekiilgréfle tiber 200 bp) ausgegangen wurde. Zur
Homogenisierung wurde das Lysat 1 min gevortext und die festen Zellbestandteilen durch das

mehrmalige Pelletieren abgetrennt. Beim RNeasy Plus Mini Kit wurde die noch im Lysat
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befindende genomische DNA iiber gDNA-Eliminator Sdule entfernt. Anschlief}end wurde der
Durchfluss bzw. Uberstand in ein neues Reaktionsgefaf iiberfithrt, mit 1 Vol. 70 % Ethanol
(angesetzt mit DEPC-Wasser) versetzt und gut gemischt. Die gesamte Suspension wurde dann in
Teilschritten (je nach Kitgrofle) auf die RNeasy Midi bzw. Mini Spin-Sdule gegeben, so dass
durch vorherrschende chaotrope Bedingungen die RNA auf der Silicagel-Membran gebunden
werden konnte. Nach Vorgaben des Herstellers wurde die Membran zuerst mit Puffer RW1,
dann zwei Mal mit Puffer RPE gewaschen. Die Elution der Gesamt-RNA von der Saule erfolgte
durch die Zugabe von RNase-freiem H,O direkt auf die Membranoberfliche, 1 min Inkubation
bei Raumtemperatur und anschlieflender Zentrifugation. Je nach erwarteter RNA-Ausbeute
wurde dieser Elutionsschritt mit weiterer Zugabe von RNase-freiem H0 oder zur RNA-
Aufkonzentrierung mit dem ersten Eluat wiederholt. Die Lagerung der isolierten Gesamt-RNA

erfolgte bei -80°C.

Fir globale Transkriptionsprofile mittels DNA-Mikroarrays oder der MESSAGE-Technologie
wurde die isolierte RNA mit 4 M Lithiumchlorid im Verhaltnis 1:1 gemischt und iiber Nacht bei -
20°C prazipitiert. Nach dem Abzentrifugieren bei 16060 x g (13000 Upm, Heraeus Biofuge
fresco) wurde das RNA Pellet zweimal mit 70% EtOH-DEPC gewaschen, im RNase-freiem

Wasser geldst und bei -80°C aufbewahrt.

I1.6 Konzentrationsbestimmung und Integrititskontrolle von Nukleinsdauren

I1.6.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der DNA oder RNA-Konzentration erfolgte photometrisch mittels

Extinktionsmessung bei 260 nm (E2s0) mit dem Jasco Spektralphotometer der V630-Serie. Je
nach Art der vorliegenden Nukleinsdure konnten die entsprechenden Konzentrationen durch

folgende Gleichungen berechnet werden:

DNA - Konzentration in ug/ul = 50 * Verdiinnungsfaktor * Ezeo der Probe /1000
RNA - Konzentration in pg/ul = 40 * Verdiinnungsfaktor * Ez¢o der Probe /1000

Zur Reinheitsbestimmung wurde der Quotient aus Ezeo/E2s0 ermittelt. Fiir eine ausreichende

Reinheit sollte der Quotient zwischen 1,8 und 1,9 (DNA) bzw. zwischen 1,9 und 2,0 (RNA) liegen.
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I11.6.2 Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies
Die Qualitit und Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA wurde mittels der

Kapillarelektrophorese (Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies) unter der Verwendung des
RNA 6000 Nano Kits bestimmt. Das Prinzip des Bioanalyzers basiert auf der Mikrofluidtechnik
und der elektrophoretischer Auftrennung von Nukleinsduren.

Nach dem Temperieren der Reagenzien auf Raumtemperatur, wurde zu 65 pl der filtrierten
Gelmatrix jeweils 1 pl des Fluoreszenzfarbstoffs hinzugefiigt und der Ansatz gut gemischt. Um
die Homogenitit des Gels zu gewdhrleisten, wurde die Gelmatrix bei 16060 x g fiir 10 min
zentrifugiert und der Chip nach Hersteller-Vorschrift mit dem Gel beladen. Anschlief3end wurde
in jede - fiir Probe und Leiter - vorgesehene Vertiefung im Chip 5 ul des Markers pipettiert. Das
Auftragen der Proben und der RNA-Leiter (jeweils 1 pl) erfolgte nachdem die Ansitze zur
Denaturierung der RNA-Sekundarstruktur 2 min bei 70°C inkubiert und dann sofort auf Eis
abgekiihlt worden sind. Anschlief3end wurde der beladene Chip 1 min bei 2400 rpm gevortext
(IKA, MS2-S8) und zur Analyse in den Bioanalyzer eingelegt. Die Auswertung erfolgte mit der
2100 Expert Software und ,Eukaryote Total RNA Nano“ als Vorlage.

I1.7 Elelektrophoretische Auftrennung mittels der Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein gingiges Verfahren der Molekularbiologie bei dem
Nukleinsdure-Strange (RNA oder DNA) nach ihrer Grofée aufgetrennt werden. Fiir die DNA-
Fragmente zwischen 1000 - 7000 bp ist eine Auftrennung in einem 0,8%-igen Agarose-Gel
geeignet, bei kleineren DNA-Stiicken (< 1000 bp) kénnen hoherprozentige Gele verwendet
werden. Fiir kleine 0,8%-ige Gele (7 cm x 8 cm) wurden 0,4 g Agarose in 50 ml 1 x TAE und fiir
grofde Gele (12 cm x 14 cm) 0,96 g Agarose in 120 ml 1 x TAE gegeben. Die Agarose-TAE-
Mischung wurde in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich eine homogene, viskose Losung bildete.
Anschliefend wurde das Gel im Schlitten gegossen und je nach Gel-Gréfie entweder mit 2,5 pl
bzw. 5 pl Ethidiumbromid versetzt. Die DNA- (oder RNA-) Proben wurden im Verhéltnis 6 zu 1
mit 6 - fach Ladepuffer vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als Groféenstandard wurde eine
DNA-Leiter von 100 bp bis 10 kb aufgetrennt. Die Auftrennung der Fragmente in der
Elektrophorese-Kammer erfolgte bei 400 mA und einer Spannung zwischen 100 - 140 V. Die
Elektrophoresedauer wurde an Spannung und Gelgrofie angepasst, meistens erfolgte die
Auftrennung zwischen 30 und 60 Minuten. Nach der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente

aufgrund der Ethidiumbromid-Einlagerung durch UV-Belichtung visualisiert und dokumentiert.
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I1.8 Amplifikation von DNA-Abschnitten mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die selektive in vitro-Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten erfolgte liber die Methode der
Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR). Je nach Anwendung (z. B.
Nachweis von bestimmten DNA-Abschnitten oder Amplifikation von DNA-Fragmenten fiir
Klonierungsreaktionen) wurden verschiedene Amplifikationsprotokolle mit unterschiedlichen
DNA-Polymerasen verwendet, die sich in Eigenschaften wie Prozessivitit, Fehlerrate und
Ausbeute deutlich unterschieden. Die entsprechenden Protokolle werden im Folgenden

beschrieben.

I1.8.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten mit der Taq-DNA-Polymerase

. 10-fach ThermoPol Reaction Buffer (mit oder ohne Triton als Detergenz), NEB
(200 mM Tris-HCl; 100 mM (NH4)2S04; 100 mM KCI; 20 mM MgSO04; (£1% Triton); pH 8,8)
. dNTPs (Fermentas, jeweils 25 mM)

Die PCR-Ansitze enthielten standardmaéf3ig ca. 50 - 200 ng genomische DNA (Plasmide: ca. 10

ng), 1-fach ThermoPol Reaction Buffer, 0,2 mM dNTPs, 20 pmol pro Oligonukleotid und 20 U Taq
DNA-Polymerase in einem Volumen von 50 pl.
Der Programmablauf war generell: 1 min bei 95°C zur Denaturierung der Matrizen-DNA,
anschliefdend 30 Zyklen bestehend aus 1 min Denaturierung bei 95°C, 1 min Hybridisierung der
Oligonukleotide bei fiir die Primer spezifischen Temperatur (s. unten) und Elongation der
Oligonukleotide entlang der Matrizen-DNA durch die Taqg DNA-Polymerase bei 72°C. Ein
anschliefdender Elongationsschritt bei 72°C fiir 5 min sollte das Auffiillen noch vorhandener
Liicken gewahrleisten.

Die Hybridisierungstemperatur fiir die jeweilige Reaktion wurde etwa 2°C unter der
niedrigsten Schmelztemperatur der verwendeten Oligonukleotide gewahlt. Die Elongationszeit
wurde der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments angepasst. Dabei wurde von einer
Synthesegeschwindigkeit der Tag-DNA-Polymerase von etwa 1000 Nukleotiden pro Minute

ausgegangen.
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I1.8.2 Kolonie-PCR
Zur direkten Uberpriifung des aufgenommenen Plasmids wihrend der E. coli-Transformation

oder zur Kontrolle der richtigen Integration eines DNA-Fragmentes ins Candida-Genom, konnten
positive Klone direkt ohne vorherige Plasmid- oder DNA-Prdparation mittels Kolonie-PCR
selektiert werden. Hierfiir wurde etwas Kolonie-Material mit einem Zahnstocher in das PCR-
Reaktionsgefafd libertragen, das oben beschriebene Reaktionsgemisch zugegeben und - zum

Aufschluss der Zellen - der erste Denaturierungsschritt bis auf 10 min verlangert.

11.8.3 Amplifikation mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Im Vergleich zur Tag-DNA-Polymerase amplifiziert die Phusion High Fidelity DNA Polymerase

(New England Biolabs GmbH) die DNA-Matrize mit einer deutlich hoheren Prozessivitit und
Genauigkeit. So liegt die Fehlerrate beim Einsatz der Phusion Polymerase im entsprechenden
Phusion HF-Puffer bei 4,4 x 107, also etwa 50-mal niedriger als bei der Taqg-DNA-Polymerase.
Aus diesem Grund eignet sich die Phusion High Fidelity DNA Polymerase insbesondere zur
Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten, die anschlief3end kloniert werden sollen, da wahrend der
Amplifikation wenige Fehler eingebaut werden. Auch sehr grofe DNA-Fragmente (zwischen 2
bis 7 kb), deren Verfielfaltigung mit der Tag-DNA-Polymerase nur schwer méglich sind, kénnen
so synthetisiert werden.

Im 50 pl Reaktionsansatz wurden zwischen 50 -250 ng komplexe genomische DNA (oder 1 pg -
10 ng Plasmid-DNA) als DNA-Matrize mit 1-fach Phusion HF Puffer, dNTPs (je 200 pM),
Oligonukleotiden (je 0,5 uM) und 1 U Phusion High Fidelity DNA Polymerase amplifiziert. Der
PCR-Programmablauf erfolgte generell nach folgendem Schema: Anfangliche Denaturierung der
DNA bei 98°C fiir 30 sec, anschliefRend 25 - 35 Zyklen bestehend aus 5-10 sec Denaturierung, 10
- 30 sec Hybridisierung der Oligonukleotide und einem Elongationsschritt bei 72°C fiir 15-30
sec /1 kb. Nach einem abschliefenden Verlangerungsschritt bei 72°C fiir 5-10 min, wurde die

Reaktion durch das Abkiihlen des Ansatzes auf 4°C fiir 15 min gestoppt.

Aufgrund der speziellen Eigenschaft der Phusion DNA Polymerase, die Oligonukleotid-Matrize-
Hybridisierungen zu stabilisieren, wurde zur Bestimmung der Hybridisierungstemperatur
folgende Regel angewandt: Bei Oligonukleotiden mit einer Lange >20nt wurde als
Hybridisierungstemperatur die Temperatur 3°C iiber dem Oligonukleotid mit der niedrigsten
Schmelztemperatur (Tm) gewahlt. Bei Oligonukleotide von < 20nt-Linge, wurde fiir die
Hybridisierung die identische Temperatur beniitzt, wie die des Oligonukleotids mit der

niedrigsten Schmelztemperatur.
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I1.9 Aufreinigung von PCR-Produkten/DNA

I11.9.1 Saulenaufreinigung (QIAquick PCR Purification Kit)
Die Aufreinigung von DNA Fragmenten aus PCR- und Restriktionsansatzen erfolgte nach dem

Protokoll des QIAquick™ PCR Purification Kits von Qiagen. Alle Zentrifugationsschritte wurden
bei 16060 x g (13000 Upm) fiir 1 min in der Heraeus, Biofuge pico durchgefiihrt.

Zum aufzureinigenden Ansatz wurde das flinffache Volumen des chaotrope Ionen enthaltenden
Puffers PB zugegeben und die Suspension nach dem Mischen auf die Saule aufgetragen.
Wahrend der anschlieféenden Zentrifugation wurden die DNA-Fragmente (grofier als 40 bp) an
die Sdulenmatrix (Silikagelmembran) gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen und die
gebundene DNA mit 750 pl ethanolversetztem Puffer PE gewaschen. Nach dem Dekantieren des
Durchflusses wurde die Silikagelmembran trocken-zentrifugiert und die Saule in ein 1,5 ml
Reaktionsgefaf3 libertragen. Die Eluation der DNA erfolgte, indem 30-50 pl Eluationspuffer EB
(10 mM Tris-HCl, pH 8,5, erwdrmt auf 65°C) direkt auf die Membran pipettiert und die Saule
nach 1 min Inkubation abzentrifugiert wurde. Das Eluat konnte dann direkt fiir nachfolgende
Reaktionen (Restriktionsverdau, Ligationsansatz oder Sequenzierungsreaktion) weiterverwen-

det oder bei -20°C gelagert werden.

I1.9.2 Gelaufreinigung/-extraktion
Bei einer PCR-Reaktion entstehen unter Umstdnden unspezifische Nebenprodukte. Sollten

amplifizierte DNA-Fragmente anschlieféend kloniert werden, war es in diesem Fall notwendig,
die gewlinschten DNA-Fragmente iiber eine Gelaufreinigung zu isolieren. Dies traf auch fiir DNA
Fragmente aus Restriktionsansitzen zu.

Fiir die Aufreinigung wurde der gesamte 50 pl PCR-oder Restriktionsansatz in einem Agarose-
Gel elektrophoretisch separiert. Die Prozentigkeit des Gels richtete sich nach der Grofie der
aufzutrennenden DNA-Fragmente (0,8% bei Fragmenten iiber 1000 bp bzw. 1% -1,5% bei
Fragmenten unter 1000 bp). Um eine moglichst definierte Auftrennung zu erhalten, wurde bei
100 V eine Laufzeit von 1 bis 2 h eingestellt. Die gewiinschte Bande wurde bei kurzer UV-
Belichtung ausgeschnitten und die DNA mittels QIAquick Gel Extraction Kit nach
Herstellerangaben extrahiert. Dabei wurde das ausgeschnittene Gelstiick im 3-fachen Volumen
des GC-Puffers fiir 10 min bei 50°C aufgel6st und die Suspension nach Zugabe von 1-fachem
Volumen Isopropanol (100%) auf eine DNA-Bindungssdule iibertragen. Die nachfolgenden
Schritte (Waschen der an die Sdulenmatrix gebundenen DNA, Elution) entsprach dem Protokoll

von QIAGEN PCR Purification Kits (s. oben).
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I1.10 Klonierung von DNA-Fragmenten in Vektoren

11.10.1 Verdau der DNA mit Restriktionsendonukleasen
Fiir die Integration eines DNA-Fragments ins entsprechende Plasmid (Vektor) wurde dieser,

sowie das zu inserierende DNA-Fragment (Insert) in jeweils 50 pl Gesamtvolumen mit
Restriktionsenzymen (bis zu 20 U) im entsprechenden Puffer iiber Nacht sowie am folgenden
Tag noch einmal fiir 2 Stunden geschnitten. Fiir die meisten Restriktionsenzyme wurden die
Reaktionsansitze - soweit nicht anders vom Hersteller angegeben - bei 37°C inkubiert, bei

Verwendung von Apal erfolgte die Inkubation bei 25°C.

11.10.2 Dephosphorylierung des Vektors
Um eine Religation des Vektors zu vermeiden, wurden die Plasmide durch zweimalige Zugabe

von je 5 U Antarktische Phosphatase (NEB) fiir jeweils 20 min bei 37°C dephosphoryliert. In
einigen Fallen wurde der geschnittene Vektor liber die Gelextraktion aufgereinigt, in 30 pl
H2Omolbiol. €luiert und im Antarktischen Phosphatase Puffer (50 mM Bis-Tris-Propan-HCl, 1 mM
MgClz, 0,1 mM ZnCl;, pH 6,0; NEB) mit 10 U Antarktischen Phosphatase dephosphoryliert.
Anschliefsend wurde der Ansatz flir 10 min bei 70°C inaktiviert und dieser dephosphorylierte
Vektor, sowie der Restriktionsansatz des Inserts, iiber QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

aufgereinigt und in 30 - 50 pl Elutions-Puffer (10mM Tris, pH 8,5) eluiert.

11.10.3 Ligation des Vektors
Fiir die Abschatzung der fiir die Ligation benétigten Volumina wurden auf dem Agarose-TAE-

Gel vom aufgereinigten Vektor und Insert jeweils 2 pl elektrophoretisch aufgetrennt und die
Bandenintensitit des Vektors und Inserts visuell bestimmt. Fiir die Ligation wurden die
Volumina so gewdahlt, dass unter der Beriicksichtigung der Grofle der Fragmente das molare
Verhiltnis freier Enden von Vektor zu Insert 1:1 oder 1:10 betrug. Pro Ligationsansatz wurde
auch ein Ansatz des dephosphoryliertem Vektors ohne Insert als Negativkontrolle pipettiert, um
die Religationsrate zu bestimmen.

Die Ligation von Vektor und Insert-DNA erfolgte im T4-DNA-Ligase Puffer (NEB) mit 3 U T4-
DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Ligation erfolgte entweder liber Nacht bei

7°C oder bei Raumtemperatur fiir 1 h.
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11.10.4 Transformation des Ligationsansatzes in kompetente DH5a -E. coli-Zellen

i) Preparation kompetenter DH5a-Zellen

e TFB1-Puffer (30 mM KOAc; 50 mM MnClz; 10 mM KCI; 10 mM CaCly; 15 % (v/v) Glycerin)
e TFB2-Puffer (10 mM Na-MOPS, pH 7,0; 75 mM CaCly; 10 mM KCl; 15 % (v/v) Glycerin)

Fiir die Herstellung kompetenter DH50-Zellen wurden 500 ml LB-Medium 1:200 mit E. coli-
Vorkultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODsponm von 0,6 inkubiert. Die Kultur wurde bei
3000x g (Beckmann Zentrifuge, JA-10 Rotor) fiir 15 min bei 4°C pelletiert und die Zellen in 100
ml TFB1-Puffer resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 3000x g fiir 10
min bei 4°C wurde das Zellpellet in 20 ml TFB2-Puffer aufgenommen und in Aliquots bei -80°C
gelagert.

ii) Transformation in kompetente Zellen

Die Transformation von E. coli-Stimmen erfolgte nach den Protokollen von Mandel und Higa
sowie Cohen et al. [Higa, A and Mandel, M 1970; Cohen, SN et al. 1972].
Vor jeder Transformation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen fiir 20 min auf Eis aufgetaut,
davon jeweils 100 pl zu jedem 20 pl Ligationsansatz hinzupipettiert und fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Fiir die Transformation wurde der Ansatz fiir genau 1 min bei 42°C (Wasserbad)
erhitzt. Nach dem sofortigen Abkiihlen (5 min, Eis) wurde 900 pl LB-Medium (ohne
Selektionsdruck) zu den transformierten Zellen hinzupipettiert und der Ansatz fiir die
Regeneration und Expression des integrierten Resistenzmarkers fiir 45 min bei 37°C und 180
rpm inkubiert. Anschlieflend wurden die Zellen fiir 5 sec bei 13000 rpm pelletiert und die 900 pl
Medium wieder abgenommen. Der Zellniederschlag wurde in der verbleibenden Fliissigkeit
resuspendiert und auf eine LB-Agarplatte mit 100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml
Chlorampenicol ausplattiert. Diese wurde liber Nacht bei 37°C inkubiert, bis deutliche Kolonien

detektiert werden konnten.

11.10.5 Selektion von rekombinanten E. coli-Stimmen
Zur Kontrolle der richtigen Integration des DNA-Fragments in die entsprechende Position des

Plasmids, wurden die nach der Transformation gewachsenen Kolonien zum einen auf einer
neuen Agarplatte vereinzelt und zur ersten Eingrenzung positiver Klone mittels der Kolonie-PCR
tberprift. Zur weiteren Kontrolle wurde die richtige Insert-Integration mit Hilfe der
Restriktionsanalyse bestdtigt. Um Sequenzfehler des integrierten DNA-Fragments auszu-

schliefden, wurden die isolierte Plasmid-DNA von der Firma GATC-Biotech sequenziert.
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I1.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten erfolgte bei der Firma GATC Biotech,
Konstanz.
Mengen:
30 pl Plasmid-DNA (30 -100 ng/pl) oder 30 pl aufgereinigte PCR-Produkt (10 - 50 ng/pl)
30 pl Sequenzierungsprimer (10 pM)

I1.12 Transformation von Hefe-Zellen

11.12.1 Transformation mittels Elektroporation

o TE-Puffer (10mM Tris-HCl;1 mM EDTA; pH 7.5)
e 1M Lithiumacetat, pH7,5 (Sigma-Aldrich Chemie)
e 1M DTT (Sigma-Aldrich Chemie)

Die Transformation des C. albicans Wildtyp-Stamms SC5314 sowie von allen C. dubliniensis
Stammen erfolgte mittels Elektroporation nach dem Protokoll von Reuss et al. [Reuss, O et al.
2004].

Dazu wurden die Zellen einer YPD-Vorkultur 10-4-fach in 50 ml YPD-Medium verdiinnt und
iber Nacht bei 30°C bis zu einer ODgoo zwischen 1,6 und 2,2 inkubiert. Nach dem
Abzentrifugieren bei 2000 Upm fiir 2 min (Megafuge, Heraeus) wurde der Zellniederschlag in 8
ml Wasser resuspendiert, mit 1 ml TE-Puffer und 1 ml 1 M Lithiumacetat versetzt und fiir 1 h
geschiittelt. Eine weitere Inkubation fiir 30 min bei 30°C erfolgte nach Zugabe von 250 pl 1 M
DTT. Nach Zugabe von 40 ml ddH,0 wurde der Ansatz bei 4°C (Heraeus Megafuge fresco) und
2000 Upm fiir 2 min pelletiert und die kompetenten Zellen anschlieféend mit 25 ml eiskaltem
H20 und 5 ml eiskaltem 1 M Sorbitol gewaschen, im restlichen Sorbitol resuspendiert und bis
zur Verwendung auf Eis gehalten. 40 pl der Zellsuspension wurden in zuvor mit 0,5%-iger
Natrium-Hypochloritlésung und 70% EtOH gewaschenen Elektroporationskiivetten (0,4 cm
Elektrodenabstand) {iberfiithrt, mit 7,5 - 15 pl des zu transformierenden DNA-Konstrukts
(entspricht etwa 0,75 - 1,5 pg geschnittenem Plasmid) versetzt und zur Anlagerung der DNA an
die Zelloberflache fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach der Elektroporation (MicroPulser™, Bio-
Rad GmbH) mit einem elektrischen Puls von 1,5 kV (vorprogrammierte Einstellung ,,Fungi“) und

einer Pulsdauer von ca. 5,5 ms wurden die Zellen in 1 ml eiskaltem 1 M Sorbitol aufgenommen,
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die Zellsuspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf? tberfithrt und fiir 2 min bei 2000 Upm
zentrifugiert (Heraeus Biofuge). Das Zellpellet wurde in 1 ml YPD-Medium aufgenommen und
zur Expression der Resistenz gegen Nourseothricin fiir 4 Stunden bei 30°C inkubiert. Nach dem
Pelletieren der Zellen wurden 900 pl der Uberstandes abgenommen, die Zellen in den
verbleibenden 100 pl resuspendiert und auf YPD-Platten supplementiert mit 200 pg/ml
Nourseothricin (YPD-Nou200ke/ml) ausgestrichen. Die Platten wurden bei 30°C inkubiert, bis

deutliche Kolonien sichtbar waren.

I1.12.2 Transformation nach Lithium-Acetat-Methode

e 10-fach Lithiumacetat-Puffer (1M Lithiumacetat; 100 mM Tris HC], pH 8,0; 10 mM EDTA)
e 50% PEG 3350 (Sigma) (w/v) in 1-fach Lithiumacetat-Puffer
e TE-Puffer

Bei Stimmen, die sich - wie die efglA4-Deletionsstimme - mittels Elektroporation nicht
transformieren liefden, wurde eine modifizierte Lithium-Acetat-Methode fiir die Transformation
verwendet [Braun, BR and Johnson, AD 1997], wobei die Zellen nach Zugabe der zu
transformierenden DNA iiber Nacht bei 30°C rotiert wurden.

Etwa 10 pg der Transformationskassetten (entspricht ca. 10 pl Plasmid-DNA im 100 pl
Restriktionsansatz) wurden fiir die Transformation mittels der Lithium-Acetat-Methode
verwendet. Dazu wurden 10 ml YPD-Medium 1:100 mit einer Vorkultur angeimpft (ODgoo ~0,05)
und die Kultur bis zu einer ODgoo von ca. 0,2-0,3 wachsen gelassen. Dann wurden die Zellen 2
min bei 800 x g (2000 Upm, Heraeus Biofuge) zentrifugiert, der Niederschlag mit Lithiumacetat-
Puffer gewaschen und die Zellen anschliefiend in ein 2 ml Reaktionsgefaf? tiberfiihrt. Es wurden
10 pl denaturierte Salmon Sperm DNA, sowie die DNA fiir die Transformation zugegeben und die
Zellen fir 30 min bei 30°C rotiert. Dann wurden 0,7 ml 50% PEG in Lithiumacetat-Puffer
zugegeben und zur Anlagerung der DNA an die Zellwédnde die Zellen tiber Nacht bei 30°C rotiert.
Am nachsten Tag erfolgte der Hitzeschock durch Inkubation der Zellen fiir 1 h bei 42°C im
Wasserbad. Anschliefdend wurden die Zellen wie bereits beschrieben zentrifugiert, mit 1 ml TE-
Puffer gewaschen und zur Expression des Resistenzmarkers fiir 4 h in YPD (ohne
Nourseothricin) unter Schiitteln (160 rpm; 30°C ) inkubiert. Dann wurden die Zellen pelletiert,
im Rest des verworfenen Uberstandes aufgenommen und auf Selektionsmedium ausplattiert.
Nach Inkubation bei 30°C fiir 3 bis 4 Tage wurden Kolonien transformierter Zellen erneut auf

ein Selektionsmedium vereinzelt.
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I1.13 Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen mittels Southern Blot-Analyse

11.13.1 DNA-Transfer

e Depurinierungspuffer (0,25 M HCI)

e Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH)

e Neutralisierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI, pH 7,0)
e  SSC-Puffer (20-fach und 2-fach)

Die genomische Konstitution der Candida-Stimme wurde mittels Southern Blot-Analyse
tiberprift. Etwa 20 pg genomischer DNA wurden liber Nacht mit bis zu 20 U Restriktionsenzym
und am nachsten Tag noch einmal fiir 2 h mit gleicher Menge Enzym in 40 pl Gesamtvolumen
geschnitten. Nach Zugabe von 6 - fach DNA-Ladepuffer wurden die geschnittene DNA-Fragmente
fir 2 h bei 100 V und 400 mA in einem 0,8%-igen TAE-Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt. Die Qualitat der Fragmentierung wurde mittels UV-Belichtung kontrolliert.

Die Ubertragung der DNA auf eine Nylonmembran (Hybond-N, GE Healthcare) erfolgte mit

Hilfe eines Kapillar-Blots. Dafiir wurde das Gel zunachst folgender Vorbehandlung unterzogen:

i) Depurinierung

Das Gel wurde zunachst fiir 10 min vorsichtig im Depurinierungspuffer geschwenkt, um die N-
glykosidischen Bindung zwischen der Desoxy-Ribose im Zucker-Phosphat-Geriist und einer
Purin-Base (Adenin oder Guanin) zu hydrolysieren und auf diese Weise Strangbriiche in der
DNA zu erzeugen. Dieser Schritt war essentiell, um DNA-Fragmente iiber 5 kb-Lange effizient auf
die Membran transformieren zu kénnen. Vor dem ndchsten Schritt wurde das Gel kurz mit

Wasser gewaschen.

ii) Denaturierung

Die Trennung der ds-DNA in Einzelstrange erfolgte wahrend der 30 min-Inkubation des Gels
unter Schiitteln im Denaturierungspuffer. Der Vorgang der Denaturierung fand aufgrund des
hohen Salzgehalts und des basischen pHs statt. Diese Einzelstrang-DNA war fir die

anschliefdende Hybridisierungs mit radioaktiv markierter Sonde geeignet.
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iiif) Neutralisierung

Durch die Inkubation des Gels fiir 30 min unter Schiitteln im Neutralisierungspuffer wurde der
stark alkalische pH-Wert des Gels neutralisiert. Dieser Neutralisierungsschritt steigerte die
Bindungsfahigkeit der DNA an die Nylonmembran. Durch die hohe Salzkonzentration im Puffer

wurde jedoch eine Renaturierung der DNA-Einzelstrange verhindert.

Fiir den Transfer der DNA-Fragmente aus dem Gel auf die Nylonmembran, wurde dieses mit
seiner Oberseite nach unten luftblasenfrei auf einen passend zugeschnittenen Stapel aus
Filterpapier (Whatman, VWR) gelegt, der zur Halfte in Transferpuffer (20-fach SSC-Puffer)
getaucht war. Darauf wurde eine zuvor im Wasser dquilibrierte, passend zugeschnittene
Nylonmembran gelegt, ebenfalls unter Vermeidung von Luftblasen zwischen Gel und Membran.
Bei diesem Vorgang wurde darauf geachtet, dass die Membran nur einmal in der
entsprechenden Position auf das Gel aufgelegt wurde, da der DNA-Transfer bereits beim ersten
Kontakt stattfindet. Die Membran wurde am Rand mit Parafilm abgedeckt, um zu gewahrleisten,
dass der Transferpuffer ausschliefilich durch das Gel und die Membran strémt und anschlief3end
mit 3 weiteren Filterpapieren - ebenfalls im Transferpuffer getrdankt - iiberdeckt. Nach dem
Auflegen eines etwa 5-7 cm hohen Stapels Papiertiicher wurde der Blot mit einem Gewicht von
ca. 500 g beschwert.

Uber Kapillarkrifte, die ein Stromen des Transferpuffers aus dem Reservoir in die
Papiertiicher bewirken, wurde die DNA dann iiber Nacht aus dem Gel auf die Nylonmembran
tibertragen. Diese durch elektrostatische Wechselwirkungen immobilisierte DNA wurde am
nichsten Tag durch zweimalige Bestrahlung mit 120 m]/cm2? UV-Licht (Stratalinker®,
Stratagene) kovalent auf der Membran gebunden. Die Membran wurde anschliefiend mit 2-fach
SSC-Puffer gewaschen und bei RT getrocknet. Die trockene Membran wurde in Folie

eingeschweifdt und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

Die genomische Konstitution der Transformanten wurde durch die Hybridisierung der

Membran mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten iiberpriift.

I1.13.2 Hybridisierung mit radioaktiv-markierten DNA-Fragmenten

e  Church-Puffer (7% (w/v) SDS;1% (w/v) BSA; 1 mM EDTA; 250 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,2)
e 5-(a-32P]-dCTP (Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig)

e PRIME-IT® Il Random Primer Labeling Kit (Stratagene)

e 1-fach SSC-Puffer/0,1% SDS (w/v)

e 0,1-fach SSC-Puffer/1% SDS (w/v)
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i) Radioaktive Markierung der DNA-Fragmente

Die Herstellung radioaktiv markierter Sonden erfolgte mittels des PRIME-IT® II Random
Primer Labeling Kits (Stratagene). 4,5 pl der entsprechenden Amplifizierungs-Reaktion
(Sonden-PCR) wurden mit 5 pl von zuféllig bindenden 9mer-Oligonukleotiden im 20 pl
Gesamtvolumen fiir 5 min bei 95°C inkubiert und die Reaktion anschlief3end auf Eis gestellt. Die
Markierung der Fragmente erfolgte nach Zugabe von 5 pl 5x Puffer (ohne dCTP!) und 2,5 pL (25
uCi) 5-(a-32P]-dCTP mit 5 U Exo(-) Klenow-Enzym fiir 10 min bei 37°C. Nicht eingebaute
Nukleotide wurden mittels Sephadex-Sdulenchromatographie (ProbeQuant™ G-50 Micro
Colums, GE Healthcare) abgetrennt. Dabei wird die radioaktiv-markierte Probe auf die
vorbereitete Resin-Sdule (1 min, 3700x g im 1,5 ml-Gefify) zugegeben. Nach der 2 min
Zentrifugation bei 3700x g befindet sich die markierte Sonde im 1,5ml-Gefdfd und kann

entweder bei -20°C gelagert werden oder sofort fiir die Hybridisierung verwendet werden.

ii) Hybridisierung

Die Hybridisierung der markierten Sonde an die auf der Nylonmembran immobilisierten
genomischen DNA erfolgte nach der Vorinkubation der Membran fiir 1 h bei 65°C im 12 ml des
vorgewarmten Church Puffers. Die Hybridisierung erfolgte dann im frischen Church-Puffer (10-
12 ml) liber Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen. Nach dem zweimaligen Waschen der
Membran mit 12 ml 1-fach SSC-Puffer / 0,1% SDS (w/v) und einmaligen Inkubieren im 0,1-fach
SSC-Puffer/1% SDS (w/v) fiir 15 min bei 65°C wurde die Membran eingeschweifst und anhand
filmloser Autoradiografie (MS Phosphorbildplatten, Fujifilm) fiir ca. 4 - 16 h (abhédngig von der
Radioktivitatsintensitit) exponiert. Die Auswertung erfolgte mit Fluoreszenz-Laser-Scanner FLA
5100 (Fuji) bei einer Anregungswellenldnge von A=635nm und dem IP-Filter detektiert. Die

Auflésung, mit der Platten eingescannt worden sind, war 100 pm bei 16 bit/Pixel.

I1.14 Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen iiber Northern Blot-Analyse

e 10-fach MOPS-Puffer (200 mM 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure, pH 7,0; 80 mM Na-Acetat,
10mM EDTA (mit DEPC-H,0))

e Farbstoffkomponente des RNA-Ladepuffers: 0,25 % (w/v) Xylencyanol; 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau; 1mM EDTA, pH 8,0; 50% Glycerin (w/v) mit DEPC-H,0

e RNA-Ladepuffer (3 pl 10-fach MOPS-Puffer; 5,5 ul Formaldehyd (12,3 M); 15 pl Formamid; 5,0 pl
Farbstoffkomponente; 1,5 ul DEPC-H;0)
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RNase-Kontaminationen in den verwendeten Puffern wurden durch das Versetzen des
verwendeten Wassers mit 0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC) vermieden. DEPC ist ein sehr
starker RNase-Inhibitor, der vorhandene RNasen durch kovalente Modifikation der Histidin-

Reste inaktiviert. Durch das Autoklavieren zerfillt die Chemikalie in Ethanol, CO; und Wasser.

I1.14.1 Denaturierendes Agarosegel zur Auftrennung von RNA
Die Auftrennung der RNA erfolgte elektrophoretisch in einem denaturierenden 1%-igen

Agarosegel entweder fiir 4 - 5 h bei 40 Volt oder fiir 16 h bei 12 Volt. Dazu wurde 1 g Agarose in
72 ml DEPC-H:0 aufgekocht und in einem Wasserbad auf 65°C abgekiihlt. Daraufhin wurden (im
Abzug) 10 ml 10-fach MOPS-Puffer, 18 ml 12,3 M Formaldehyd und 1,5 pl (fiir 5 h Laufdauer)
bzw. 3 ul (fiir 16 h Laufdauer) Ethidiumbromid zugegeben und die Gelldsung in eine zuvor mit
RNase-ZAP (Sigma) gereinigte Gelkammer gegossen. Nach dem Erharten des Gels wurde die
Kammer in einen ebenfalls mit RNase-ZAP gereinigten Laufbehailter platziert und mit 1-fach

MOPS-Puffer uberschichtet.

11.14.2 Probenvorbereitung
10 - 15 pg RNA wurden im 10 pl Volumen (mit DEPC-H20) mit 30 pl Ladepuffer versetzt und

zur Denaturierung fiir 15 min bei 55°C inkubiert. Die Proben wurden anschlieféend 10 sec

zentrifugiert und auf das Gel aufgetragen.

I1.14.3 Qualitidtskontrolle
Die Integritat der praparierten RNA sowie die Qualitdt der Auftrennung erfolgte durch die

Dokumentation des Gels bei UV-Belichtung. Als interne Marker dienten die durch Einlagerung

von Ethidiumbromid sichtbaren Banden der 28S- und der 18S-rRNA.

11.14.4 Kapillarblot- Transfer der RNA auf die Membran
Die RNA aus dem Agarosegel wurde mittels Kapillarblot auf eine Nylonmembran (Hybond-N,

GE Healthcare) transferiert. Als Transferpuffer diente 20-fach SSC-Puffer. Der Transfer und die
kovalente Bindung der RNA an die Nylonmembran erfolgte unter denselben Bedingungen und
mit dem gleichen apparativen Aufbau wie fiir die Southern Blot-Analyse (siehe oben).

Die Membran wurde je nach Bedarf in UV-durchlassige Plastikfolie eingeschweifdst und bei

-80°C aufbewahrt.
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I1.15 Nachweis spezifischer mRNA-Sequenzen iiber quantitative Real Time

Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (real-time PCR, RT-PCR) beruht auf der herkémmlichen
Polymerasekettenreaktion (PCR), erlaubt aber die Quantifizierung der vervielfaltigten DNA-
Fragmente in unterschiedlichen Bedingungen durch Fluoreszenz-Messungen, die wahrend jedes
Zykluses der PCR - also in Echtzeit - vorgenommen werden. Fiir quantitative Analysen wurde
das Universal Probe Library (UPL)-System von Roche verwendet. Das System basiert auf der
Verwendung einer zweifach-markierten, 8-9 nt langen Hydrolysierungssonde (Probe), deren
Spezifitat und hohe Schmelztemperatur Tm durch den Einbau von DNA-Nukleotid-Analoga LNA
(Locked Nucleic Acid) erreicht wird. Die Fluoreszenz wird am 5’-Ende durch den Einbau von
Fluorescein (FAM) erméglicht, wihrend am 3’-Ende ein dunkler Quencher-Farbstoff eingebaut
wird, der das Fluoreszenzsignal supprimiert [Petersen, M and Wengel, ] 2003]. Durch die 5’-
Nuklease-Aktivitit der DNA-Polymerase wird bei jedem Amplifikationszyklus zunehmend
markierte Hydrolysierungssonde gespalten, wodurch der Quencher und das Fluoreszenzmolekiil

freigesetzt wird, der bei einer entsprechender Anregung eine messbare Fluoreszenz emittiert.

I1.15.1 Synthese komplementirer DNA (cDNA)
Je nach Experiment wurden 500 - 1000 ng RNA fiir die Synthese der komplementiren DNA

mittels des Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim) verwendet. Dafiir
wurde die entsprechende Menge an RNA zunidchst in Gegenwart der im Kit enthaltenen
Anchored-Oligo(dT)1s-Primer (Endkonzentration: 2,5 pM) fiir 10 min bei 65°C denaturiert und
die Reaktion sofort auf Eis gestellt. Die Synthese der cDNA erfolgte im 20pl Reaktionsvolumen
mit 1x Reverse Trankriptase Puffer (mit 8 mM MgCl; als Endkonz.), 20 U Protector RNase
Inhibitor, 1 mM dNTP-Mix, 5 mM DTT und 10 U Transcriptor High Fidelity Reverse
Transkriptase fiir 30 min bei 50°C, mit einem abschlief}enden Denaturierungsschritt von 5 min

bei 85°C. Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

I1.15.2 quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

i) Assay-Design und Bestimmung der Effizienz

Fiir jedes zu analysierendes Gen wurde mit Hilfe des Universal ProbelLibrary Assay Design
Centers (https://www.roche-applied-science.com) eine geeignete Kombination von UPL-Sonde
und Oligonukletiden ausgesucht (Tabelle 8 und 9). Die dafiir benétigten Oligonukleotide

wurden von der Firma TIB Molbiol, Berlin synthetisiert und iiber HPLC aufgereinigt. Die
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Bestimmung der Effizienz des entsprechenden Assays und somit der Kinetik der genspezifischen
Amplifikation erfolgte durch die Erstellung einer Standardkurve. Dabei wurde von der
entsprechenden cDNA einer Bedingung, in der eine Expression des Gens stattfindet, eine serielle
Verdiinnungsreihe mit mindestens 5 Verdiinnungsstufen (Verdiinnung zwischen 10-1 und 10-5)
angefertigt und jeweils in Triplikaten mittels des LightCycler®480 amplifiziert. Statt der cDNA
diente H2Omolbiol als Negativkontrolle. Uber die ermittelten Cp-Werte (Crossing Point) jedes
Verdiinnungsansatzes konnte iiber die Steigung der Regressionsgerade die Effizienz des

jeweiligen Assays bestimmt werden.

ii) qRT-PCR

Quantitative Real Time PCR-Experimente erfolgten in 96 well-Platten (Light Cycler 480
Multiwell Plate 96, Roche) im 20 pul Reaktionsvolumen mit 1x Light Cycler 480 Probes Master
(Roche) mit jeweils 0,2 pM forward und reverse-Oligonukleotid sowie mit 0,2 pM einer
bestimmten Hydrolysierungssonde des Universal ProbeLibrary Set, Human (UPL-Sonden # 1 -
90) oder des Universal ProbeLibrary Extension Set (UPL-Sonden # 91 - 165). Jeweils 2 ul von der
- entweder 1:10 (bei 500 ng) oder 1:20 (bei 1 pg Ausgangs-RNA) - verdiinnter cDNA- Matrize
wurde zu jedem Ansatz hinzupipettiert. Alle Reaktionen wurden mindestens in Duplikaten
durchgefiihrt. Als Negativkontrolle wurden die entsprechenden Reaktionen mit Wasser statt mit
cDNA durchgefiihrt. Vor der Amplifikation wurde die PCR-Platte mit einer Folie (Light Cycler
480 Sealing Foil, Roche) versiegelt und fiir 2 min bei 600 Upm zentrifugiert (Heraeus Megafuge).

Die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm: 95°C fiir 5 min, 40-60 Zyklen bestehend
aus 95°C fiir 10 s, 60°C flir 15 s und 72°C fiir 1 s mit einem abschlieféenden Kiihlungsschritt von
40°C fir 30 s.

iii) Auswertung

Fiir relative Quantifizierungen der cDNA-Menge eines bestimmten Gens unter
unterschiedlichen Bedingungen diente zur Normalisierung der eingesetzten cDNA-Menge ein
nicht-reguliertes Referenzgen. Dieser war je nach Candida-Art oder Bedingung entweder das
Gen RDN18 (sowohl fiir C. albicans wie auch C. dubliniensis) oder ENO1 (fir C. albicans). Die
Bestimmung des Expressionsniveaus erfolgte nach der ,2nd derivative max“-Methode mittels

der LIght Cycler Software1.5.
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I1.16 Candida albicans DNA-Mikroarrays

Die Validierung der Expressionsdaten aus der MESSAGE-Technologie erfolgte mithilfe der
genomweiten Candida albicans DNA-Mikroarrays bestehend aus spezifischen Sonden fiir 7231
ORFs des Assembly 6 der Stanford C. albicans Genomdatenbank (http://www-sequence.
stanford.edu/group/candida/) [Sohn, K et al. 2003]. Die Herstellung der Mikroarrays erfolgte
durch das Spotten der PCR-amplifizierten, aufgereinigten DNA-Fragmenten auf Aminosilan-
beschichtete Objekttrager (Nexterion Slides A+) und ihre kovalente Bindung an die Oberflache
durch UV-Bestrahlung [Hauser, NC et al. 2009].

I1.16.1 Markierung der cDNA mit Fluoreszenz-Farbstoffen
Das Labeling der cDNA wahrend der Reversen Transkription erfolgte durch den Einbau der

fluoreszenzmarkierten Cy5- oder Cy3-dUTP (GE Healthcare/Amersham) nach der Anleitung des
LabelStar Kits von Qiagen. Dazu wurden 25 pg Gesamt- RNA einer Wachstumsbedingung auf 18
ul mit RNase-freiem Wasser aufgefiillt und mit 2 pl Denaturation Solution Plus versetzt. Dieser
Ansatz wurde zur Denaturierung der Sekundarstruktur fiir 5 min auf 65°C erhitzt und danach
sofort auf Eis gestellt. Der Reaktionsansatz wurde mit 5 pl des 10-fach Puffer RT, 5 pl des 5 mM
dNTPs-Mix, 5 pl des 20 mM Oligo-dT-Primers, 0,5 pl des RNase Inhibitors (40 Units/ul), 1 ul
Cy3- oder Cy5-dUTP und 2,5 pl LabelStar Reverse Transcriptase im 50 pl Volumen versetzt und
der Ansatz bei 37°C fiir 120 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Inkubation auf Eis
gestoppt. Die Ansatze wurden tiber MinElute Spin Sdulen (Roche) aufgereinigt und in 20 pl EB-
Puffer eluiert. Die Reaktionsansatze aus zwei unterschiedlichen Bedingungen (mit unterschied-
lichen Farbstoffen markiert) wurden anschliefdend vereinigt und fiir die Hybridisierung verwen-
det. Um ein heterogenes Einbau und die unterschiedliche Fluoreszenzintensitat der Cy-Farb-
stoffe verrechnen zu kénnen, wurde dieselbe RNA in zwei unterschiedlichen Ansatzen sowohl

mit dem Cy3- wie mit Cy5-dUTPs versetzt (Dye-Swap).

I1.16.2 Hybridisierung der Slides
Die beiden vereinigten Eluate (40 pl) wurden mit 13 pl 20 x SSC und 6,5 pl 1% SDS versetzt

und nach der Denaturierung bei 100°C fiir 3 min zur Hybridisierung der Mikroarrays verwendet.
Die Hybridisierung erfolgte in der Hybridisierungskammer bei 65°C im Wasserbad fiir 16 - 20 h.
Die Slides wurden gewaschen und anschlief3end mit einem Epifluoreszenzscanner (Array Wory,
Applied Precision) im Cy3- und Cy5-Kanal ausgelesen. Die einzelne Intensitdt der Spots wurde

im 16-bit-Format als TIFF-Bilder gespeichert.
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I1.16.3 Auswertung der Mikroarrays
Die Quantifizierung der Spots und die Uberlagerung der beiden Kanile erfolgten mit der AIDA

Image Analyzer Software (Raytest, Straubenhardt). Die Analyse der Datenqualitit, Norma-
lisierung und statistische Auswertung wurde mit dem M-CHIPS Auswertungspaket (http://
www.dkfzheidelberg.de/tbi/services/mchips) durchgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse ent-
sprachen dem Median aus zwei technischen Replikaten mit jeweils zwei Spot-Replikaten pro

DNA-Mikroarray und dem jeweiligen Dye-Swap.

I1.17 5’-RACE (Rapid Amplification of 5’-cDNA-Ends)

Die Synthese der cDNA fiir 5’-RACE-Experimente erfolgte nach dem Erststrang cDNA Synthese
Protokoll, das unter MESSAGE beschrieben ist. 5 pl der 1:10 verdiinnter cDNA wurde im 100 pl
RACE-PCR Ansatz mithilfe des Advantage 2 PCR Protokolls fiir Long-Distance (LD-) PCR (Takara
Bio Europe/Clontech) durchgefiihrt (vgl. Material und Methoden, 11.20.1, ii).

Fir die 5’-RACE-PCR-Reaktion wurde der A2-Sau3A- und ein genspezifischer Oligonukleotid,
das moglichst in der Ndhe des 3’-Endes der kodierenden Sequenz bindet, verwendet. Das
Amplifikationsprotokol war wie folgt: 27 bis 30 Zyklen einer Denaturierung bei 94°C fiir 30sec,
Hybridisierung der Oligonukleotide bei 68°C fiir 30 sec und dem Extensionschritte bei 72°C fiir 1
min. Jeweils ein Aliquot aus den PCR-Ansatzen wurde im 1,5 % TAE-Agarosegel auf die Synthese
eines spezifischen Produkts iiberpriift. Positive Ansitze wurden tliber die Sdaulen des QIAquick
PCR Purification Kit aufgereinigt und im 30 pl Volumen eluiert. AnschlieRend wurde das

aufgereinigte 5’-RACE PCR Produkt von der GATC Biotech GmbH, Konstanz sequenziert.
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I1.18 Bestimmung des Adhdsionsverhaltens der Candida-Stimme

Das Adhasionsverhalten von C. albicans und C. dubliniensis-Wildtyp- sowie von der mom1A-
Deletions- und Reversionsstimmen an verschiedenen Oberflichen wurde in quantitativen
Adhasionstests tliber einen Zeitverlauf unter Verwendung eines in vitro-Modells, dass fiir die
Quantifizierung der Adhasion von C. albicans etabliert worden ist, untersucht [Sohn, K et al.

2006; Sohn, K and Rupp, S 2009].

Fiir die Quantifizierung des Adhasionsverhaltens der verschiedenen Candida-Stamme wurden
humane colorectale Karzinom- (Caco-2), vulvovaginale Epithel- (A431) oder
Mundschleimhautzellen (TR146) in 24 well-Platten iiberfiihrt (2 x 105 Zellen pro well) und bis zu
100%-konfluentem Wachstum fiir 2 Tage bei 37°C, 5% CO; inkubiert. Nach dem Waschen der
Zellen mit PBS--Puffer wurden 250 pl D-MEM-Medium supplementiert mit 10% FCS und 1 mM
Natriumpyruvat zu den Zellen hinzugefiigt. Fiir die Untersuchung des Adhasionsverhaltens auf
Polysteroloberfldche wurden 250 pl Medium in leere wells (ohne Zellen) pipettiert.

Fiir die Infektion der verschiedenen Oberflichen wurden {iber-Nacht-Kulturen der
verschiedenen Candida-Stimmen in YPD-Medium auf eine ODgoo von 0,25 in 10 ml frischem
Medium verdiinnt und bei 30°C bis zu einer ODgopo von etwa 1,0 angezogen. Nach der
Zentrifugation bei 3000 x g fiir 3 min wurden die Candida-Zellen in 10 ml supplementiertem D-
MEM aufgenommen und auf eine Konzentration von 6 x 103-Zellen/ml verdiinnt. Fir die
Infektion wurden 50 pl dieser Verdiinnung in jedes well gegeben (entspricht ca. 300 Candida-
Zellen). Als Ausgangsgrofie fiir die Gesamtzahl nicht-adharenter Zellen zum Zeitpunkt t = 0
wurde der Uberstand der Infektionskultur direkt nach der Infektion mit den Candida-Zellen
abgenommen und die Kolonien nach 1 - 2 Tage Inkubation auf YPD-Medium mit Ampicillin
ausgezahlt. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion (30, 60, 120 und 240 min) wurde das
Verhiltnis der Menge der nicht-adhirenten Zellen im Uberstand der Infektionskultur zu
adhirenten Zellen auf den verschiedenen Oberflaichen bestimmt. Dafiir wurden nicht-adharente
C. albicans-Zellen durch Schiitteln der Infektionskulturen fiir 2 min bei 180 Upm auf einem
Plattenschiittler suspendiert, abgenommen und zur Bestimmung der Zellzahl auf YPD-Medium
mit Ampicillin ausplattiert. Nach dem Waschen der verbliebenen Oberflichen mit PBS--Puffer
wurden adhdrente C. albicans-Zellen in 300 pl PBS--Puffer mit Hilfe einer Pipettenspitze vom
Untergrund gelost und ebenfalls zur Kolonienbildung auf YPD-Medium mit Ampicillin

ausplattiert. Die betreffenden Platten wurden nach Inkubation bei 30°C iiber Nacht ausgezahlt.
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I1.19 Real-Time Impedanz-Messung von humanen Zellen nach Candida-Infektion

mit dem xCELLigence RTCA System

Das xCELLigence RTCA System (Roche Applied Science, Mannheim und ACEA Biosciences, San
Diego, USA) basiert auf einer kontinuierlichen Messung der elektrischen Impedanz und bietet
eine innovative Moglichkeit Zellvorgange wie Adhdsion, Proliferation, Zellausbreitung oder den
Zelltod in Echtzeit zu messen und zu quantifizieren. Dadurch kann die Reaktion der humanen
Zellen auf die Infektion mit verschiedenen Candida-Stammen beobachtet und anhand der

Zellindex-Anderung das Invasionsverhalten der Hefezellen gemessen werden.

Das System besteht aus 4 Hauptkomponenten: dem Real-Time Cell Analyzer (RTCA) Computer
mit integrierter Software, dem RTCA Analyzer, der RTCA Single Plate (SP)-Station zur
Signaldetektion und der E-Platte 96 (einer Standard 96-Well-Platte mit Glasboden, deren Well-
Oberflache zu ca. 80% mit Kapillar-Goldelektroden bedeckt ist), die dadurch eine relativ
gleichmaflige Verteilung des elektrischen Feldes und eine maximale Sensitivitit der Zell-
Detektion ermoglichen. Die Spannung, die an den Elektroden wahrend der RTCA-Messung
angelegt wird, liegt bei etwa 20 mV, die Impedanz wird bei 3 unterschiedlichen Frequenzen (10,
25 oder 50 kHz) gemessen. Diese ist abhdngig von der Elektrodengeometrie sowie von der
lokalen Ionen-Konzentration an der Grenzfliche zwischen Elektrode und (Puffer-)
Losung/Medium. Fiir die Bestimmung des Ausgangswerts wurde die Impedanz der wells nur mit
dem Medium aufgenommen. Adhdrente Zellen wirken als Isolatoren, die die Ionen-
Konzentration an der Grenzfliche lokal dndern und auf diese Weise die Impedanz erhohen.
Proliferation oder die Ausbreitung der Zellen auf der Elektrode fiihren zur weiteren
Impedanzidnderung, die vom xCELLigence System in einem dimensionslosen Parameter, dem
sog. Zellindex ZI, angegeben wird. Berechnet wird der Zellindex nach der Formel: ZI = (Zi-Z,)/15.
Z; ist die Impedanz zu einem individuellen Zeitpunkt des Experiments, wohingegen Z, den
Messwert des reines Mediums (ohne Zellen) als Hintergrundwert beschreibt (gemessen vor der

Zellaussaat). Der Wert 15 entspricht dem angelegten Widerstand in Ohm.

Fiir die Analyse des Invasionsverhaltens verschiedener Candida-Stamme wurden 2x104
Epithelzellen (A-431 oder TR146) pro 96er-well ausgesaat und bis zum konfluenten Wachstum
bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Die Zelladhdsion und -ausbreitung wurde in jedem well iiber
den gesamten Zeitverlauf mittels RTCA gemessen. Bei dieser Zellzahl war ab der 22-ten Stunde
keine Impedanz-Zunahme detektierbar, was auf Konfluenz der Zellen hindeutete. Nach 24 h

wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Epithelzellen mit einem MOI von 1 (also
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2x10%) Candida-Zellen in 100 pl D-MEM-Medium mit 10% FCS und 1 mM Natriumpyruvat
infiziert. Die untersuchten Hefestimme waren sowohl der C. albicans Wildtyp SC5314 und der
efg1A-Deletionsstamm HLC52, sowie die C. dubliniensis Stamme CD36 (Wildtyp), DBL64
(mom14/momiA) und DGL122 (mom14/MOM1). Zur Kontrolle wurden die entsprechenden
Epithelzellen nur mit dem Zellkulturmedium versetzt. Jede Analyse erfolgte in 3 unabhangigen
Replikaten. Die Messung der Impedanz in jedem well fand wahrend der nachfolgenden 20 h
automatisch alle 5 Minuten statt. Zur Visualisierung der Reaktion der humanen Zellen auf die
Infektion mit verschiedenen Candida-Stimmen wurde aus den 3 einzelnen ZI-Datenpunkten der
Mittelwert berechnet und im Graph dargestellt. Um geringfiigige Unterschiede des Zellindexes z.
B. durch minimale Ungleichheiten der Zellzahl auszugleichen, wurde der Wert bei 22 h vor der
Candida-Zugabe auf 100 gesetzt und als normalisierter Zellindex-Wert angegeben. Der
entsprechende Ausschlag bei 24 h entsprach dem Zeitpunkt bei dem die Epithelzellen mit den
Candida-Stammen infiziert worden sind. Dieser kommt durch die Herausnahme der Platte von
37°C auf die Raumtemperatur zustande, was zur kurzfristigen Anderung der Zellmorphologie

und somit zur Impedanzinderung fiihrte.
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I1.20 Multidimensional Electrophoretic System of Separation for the Analysis of

Gene Expression (MESSAGE)

Die MESSAGE-Technologie setzt sich hautsdchlich aus drei Schritten zusammen, die
schematisch in Abbildung 7 dargestellt sind. Ausgehend von Gesamt-RNA werden mithilfe der
Reversen Transkription und PCR-Reaktionen zuerst definierte 3’-ds-cDNA-Fragmente
hergestellt (Schritt [: Probenvorbereitung), die anschliefend hochauflésend mittels
zweidimensionaler DNA-Gelelektrophorese aufgetrennt werden (Schritt II: Zweidimensionale
Auftrennung). Die elektrophoretische Separation der ds-cDNA erfolgt dabei nach zwei
unabhédngigen Kriterien. In der ersten Dimension findet eine Auftrennung nach
Molekulargewicht und in der zweiten nach dem entsprechenden GC-Gehalt statt. Nach
qualitativer und/oder quantitativer Auswertung werden interessante DNA-Fragmente (Spots)
aus der Gelmatrix eluiert, reamplifiziert und anschliefiend zur Identifikation sequenziert (Schritt

[II: Auswertung und Identifikation).

I. Probenvorbereitung II. Zweidimensionale III. Auswertung &
Auftrennung Identifizierung
~ N N I N
1. Dimension [M,]—» Spot-Reamplifizierung
Reverse O LI Immm j® + Sequenzierung
N ...T.'”.‘ff;.j.’c‘.;’.’ff’.‘ff’.*@ vy .§® . e » ..agtccatgtc...
Gesamt-RNA ds-cDNA gg . 00 . Datenbank
R e Sn.d v
A Gen X
©)

Abbildung 7: Schematische Ubersicht der MESSAGE-Technologie.

Wahrend der Probenvorbereitung wird die RNA zuerst in cDNA- und anschlieflend zu ds-cDNA umgeschrieben.
Durch die Fragmentierung der ds-cDNA mittels des Restriktionsenzyms Rsal werden so definierte Fragmente
synthetisiert und anschlieflend mittels PCR vervielféltigt. Im zweiten Schritt werden diese ds-cDNA-Fragmente
zweidimensional nach dem Molekulargewicht und GC-Gehalt aufgetrennt. Die Visualisierung der Fragmente erfolgt
durch die Farbung des Gels mittels des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Gold. Interessante Fragmente werden aus dem Gel
ausgeschnitten und nach Reamplifizierung zur Identifikation sequenziert. Ein Homologievergleich der Sequenz mit

bereits bestehenden Datenbanken erméglicht die Identifizierung des entsprechenden Fragments.
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11.20.1 Probenvorbereitung

i) Erststrang-cDNA Synthese

Fiir die Erststrang-cDNA-Synthese wurde in einem RNase-freiem Reaktionsgefaf? 1-3 pul RNA
(standardgemaf 1,0 pg Gesamt-RNA, durch minimale Verdanderungen im Protokoll (s. u.) konnte
die RNA-Konzentration bis auf 10 ng reduziert werden) mit jeweils 10 pM SMART IV- und
ODD_T_all-Oligonukleotid versetzt und die Reaktion auf ein Gesamtvolumen von 5 ul mit DEPC-
Wasser aufgefiillt. Zur Denaturierung der RNA-Sekundarstruktur wurde der Ansatz 2 min bei
72°C inkubiert und dann sofort fiir 2 min auf Eis abgekiihlt. Anschliefiend wurden 2 pl des 5 x
Erststrang Puffer (250 mM Tris-HCl, pH 8,3; 30 mM MgCly; 375 mM KCl), 1 pl 20 mM DTT, 1 ul
10 mM dNTP Mix und 100 Units der PrimeScript Reverse Transkriptase (Clontech-Takara Bio
Europe) hinzugegeben und die Komponenten durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
gemischt. Die Reverse Transkriptase-Reaktion erfolgte fiir 1 h bei 42°C und wurde durch die

Uberfiihrung auf Eis gestoppt.

Diese Erststrang-cDNA konnte entweder direkt in die Zweitstrangsynthese eingesetzt werden

oder wurde bei -20°C bis zu 3 Monaten gelagert.

ii) Zweitstrang (ds-cDNA)- Synthese mittels Long Distance (LD)- PCR

Die Zweitstrangsynthese erfolgte nach dem Advantage 2 PCR Protokoll fiir Long Distance
(LD)- PCR. Im 100 pl Gesamtvolumen wurden 2 pl Erststrang-cDNA, 80 pul
molekularbiologisches H,0, 10 pl 10x Advantage 2 PCR Puffer, 2 pl 50x dNTP Mix (jeweils 10
mM), 2 pl A2-Sau3A und 2 pl ODD_T_all-Primer (10 pmol) mit 2 pl 50x Advantage™ 2
Polymerase Mix zusammengegeben, kurz gevortext und damit anschlieféend eine Long Distance
(LD) - PCR durchgefiihrt. Wahrend des Hot Starts der PCR denaturierte bei 95°C fiir 25 sec
neben der Sekundarstruktur der ss-cDNA auch der an die DNA-Polymerase gebundene
Antikorper. Im anschlieRenden Reaktionschritt bei 68°C fiir 6 min fand sowohl die
Hybridisierung der Oligonukleotide wie auch die Elongation der cDNA statt. Bei 95°C fiir 5 sec
denaturieren die synthetisierten DNA-Hybride fiir eine weitere Elongationsrunde bei 68°C. Nach
diesen insgesamt 2 PCR-Zyklen wurden auf diese Weise hauptsachlich Voll-Langen ds-cDNAs

synthetisiert, die fiir den cDNA-Fingerprint eingesetzt werden konnten.

Sollte die ds-cDNA zusatzlich amplifiziert werden (z. B. wenn weniger als 1 pg Gesamt-RNA in
der Erstrang cDNA-Synthese eingesetzt wurde), wurde wahrend der LD-PCR die Zyklenanzahl
der Ausgangsmenge angepasst. So wurde die Anzahl der PCR-Runden bei 10 ng Ausgangs-RNA
auf 10 erhoht.
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PCR-Programmablauf fiir die LD-PCR (Hot Start):

1. 95°C  0:20 min ) Zokden i die d U
Zyklen fir die ds-cDNA-Synthese

2. 95°C  0:05 min 7 Y 4

3, 68°C  6:00 min T~

5-21 Zyklen zur ds-cDNA-Amplifikation

iii) Aufreinigung der ds-cDNA

Die Aufreinigung der ds-cDNA erfolgte nach dem bereits beschriebenen Protokoll der
Saulenaufreinigung tiber QIAquick™ PCR Purification Kit von Qiagen (s. Material und Methoden,
[1.9.1). Die Elution der DNA erfolgte, indem 96 pl (50 pl + 46 pul) des Eluationspuffer EB (10 mM
Tris-HCI, pH 8,5) direkt auf die Membranmitte aufgetragen und die Sdule nach jeweils 1 min
Inkubation zentrifugiert wurde. Das Eluat konnte dann direkt fiir die nachfolgende Reaktion

weiterverwendet werden.

iv) Restriktionsspaltung der ds-cDNA mit Rsal

Fiir die Restriktionsspaltung der ds-cDNA mit der Restriktionsendonuklease Rsal wurden im
120 pl-Ansatz 96 pl des aufgereinigten Eluats mit 12 pl 10x NEB-Pufferl (100 mM Bis-Tris-
Propane-HCI, pH 7,0; 100 mM MgClz; 10 mM Dithiothreitol) und 120 pg BSA versetzt und der
Ansatz nach Zugabe von 30 U des Enzyms Rsal fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Nach einer weiteren
Zugabe von 15 U Rsal fiir 1 h konnte die geschnittene ds-cDNA gefallt werden. Dies erfolgte
durch die direkte Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat, pH 5,3 und 2,5 Vol. 100% EtOH (-80°C)
zum Restriktionsansatz. Nach 2 h Fallung bei -20°C wurde die fragmentierte ds-cDNA durch eine
25 min Zentrifugation bei 16060 x g (Heraeus Biofuge fresco) und 4°C pelletiert, der Uberstand
mittels Wasserstrahlpumpe abgezogen und das Pellet etwa 5 min bei 37°C getrocknet und
anschliefdend in 10 pl molekularbiologischem H,0 aufgenommen. Davon wurden 10 pl fir die

Adaptorligation eingesetzt, der Rest bei -20°C eingefroren.

v) Adaptersynthese

Fiir die Herstellung eines 20 pM-Adapter-Stocks (ODD_Adapter_Rsal) wurden dquimolare
Mengen (jeweils 20 pl) des 100 pM Long Oligo_Rsal- und des 100 uM Short_Oligo_Rsal-
Oligonukleotids im 100 pl Gesamtvolumen mit 10 pl des 10 x T4-DNA Ligase Puffers (50 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM MgCl;; 10 mM Dithiothreitol; 1 mM ATP; 25 pg/ml BSA) versetzt. Durch
eine Denaturierung bei 95°C fiir 3 min und langsamen Abkiihlung (ca. 8 h) bei RT hybridisieren
die komplementdre Nukleotidsequenzen zu doppelstrangigen Adaptoren (=ODD_Adapter_Rsal),

die fiir die Ligation an Rsal-verdaute ds-cDNA-Fragmentenden eingesetzt werden kénnen.
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vi) Adapterligation

10 pl der, nach dem Rsal-Verdau gefallten, ds-cDNA werden fiir die Adapterligation eingesetzt.
Fiir die Ligation wurde 1 ul der 20 pM Adapter-Stocklésung (ODD_Adapter_Rsal), 1 pl 10x T4-
Ligase-Puffer (500 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM MgClz; 100 mM Dithiothreitol;10 mM ATP; 250
pug/ml BSA), 5 pl ds-cDNA und 200 U der T4-DNA-Ligase im 10 pl Gesamtvolumen gemischt und
N bei 16°C inkubiert. Die Aktivitdt der Ligase wurde durch die Hitzeinaktivierung (10 Minuten
bei 65°C) gestoppt. AnschliefSend wurde der 10 ul-Ligationsansatz mit 90 pl H20 auf 100 ul
aufgefiillt und mittels QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt. Die Elution der Fragmente von
der Séule erfolgte mit 30 pl Elutionspuffer EB (10 mM Tris-HCI, pH 8,5).

vii) Suppressions-PCR (ADAPTER-PCR )

Waéhrend der sogenannten Suppressions-PCR mit dem Oligo(dT) ODD_T_all und dem
Adapterspezifischen-Oligonukleotid AP1 fand eine selektive Amplifikation der 3’-terminalen
Fragmenten der mit Rsal- verdauten, adapterligierten cDNA statt. Eine Vervielfaltigung von
cDNA-Fragmenten, die beidseitig ligierten Adaptoren trugen, wurde durch die Ausbildung von
,Pfannenstiel“-artigen Sekundarstrukturen supprimiert/unterdriickt (Siebert et al., 1997; Matz

etal., 1997].

vii-1) Zyklenoptimierung

Wird eine komplexe Probe amplifiziert, findet ab einem bestimmten PCR-Zyklus und somit ab
einer bestimmten Produktmenge ein sogenannter ,hochmolekularen Shift“ statt, bei dem es zu
einer artifiziellen = Amplifikation hohermolekularer =~ cDNA-Fragmente kommt und
niedermolekulare PCR-Fragmente zunehmend an Intensitat verlieren. Es ist davon auszugehen,
dass ab diesem PCR-Zyklus Fehlhybridisierungen stattfinden und eine definierte Amplifikation
dadurch unterbunden wird. Die genauen Ursachen des hochmolekularen Shifts sind nicht
eindeutig geklart. Neben einer abnehmenden Substratkonzentration (insbesondere durch
Limitierung der Nukleotide und Primer), zunehmender Inaktivierung der Polymerase,
zunehmender Kompetition der entstehenden Produkte wird auch eine Endprodukthemmung
durch die Akkumulation des entstehenden Pyrophosphats als mdgliche Griinde fiir das
Zustandekommen dieses Effekts angesehen. Aus diesem Grund muss sowohl bei der
Suppressions-, wie auch der nachfolgenden Spezifischen PCR zuerst der optimale Zyklus

bestimmt werden.
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Die Zyklenoptimierung wahrend der Suppressions-PCR erfolgte nach folgendem Protokoll:
In einzelnen 25 pl PCR-Ansitzen wurden jeweils 1 ul des Eluats der aufgereinigten Adapter-
ligierten ds-cDNA mit jeweils 2,5 pl des 10x PCR-Puffer (200 mM Tris-HC, pH 8,4; 500 mM KCI;
Invitrogen), 0,75 pul 50 mM MgCl; (Invitrogen), 0,5 pl von 5 mM dNTPs, 0,25 pl 10 uM ODD_T _all-
Primer, 0,25 pl 10 uM AP1-Primer, 19,35 pl molekularbiologisches H,0 sowie 2 U Platinum® Taq

DNA Polymerase (Invitrogen) vermischt und anschliefiend mit folgendem PCR-Programm

amplifiziert:
Zyklenoptimierung der Suppressions-PCR:
1. Denaturierung: 95°C - 0:05 min Y P g PP
Ab Zyklus 18 wurde bis zum Zyklus 26 bei
2. Hybridisierung: 65°C - 0:30 min
einer Extension-Zeit von 0:50 jeweils ein
3. Extension: 72°C  -1:00 min

PCR-Reaktionsansatz entnommen

Die Bestimmung des ,optimalen” Zykluses erfolgte durch die Analyse des gesamten 25 ul PCR-
Ansatzes von jedem Zyklus nebeneinander auf einem nicht-denaturierenden 8%-igen
Polyacrylamidgel (PAGE). Der Zyklus vor dem beginnenden hochmolekularen Shift wurde als
optimal angesehen und fiir die entsprechende Suppressions-PCR im gréfderen Ansatz

verwendet.

vii-2) Suppressions-PCR bis zum ,optimalen“ Zyklus

In 2 x 100 pl PCR-Ansétzen wurden jeweils 4 pl des Eluats mit 10 pl 10x PCR-Puffer, 3 pl 50
mM MgClz, 2 pl 5 mM dNTPs, je 1 pl AP1- und ODD_T_all-Oligonukleotiden (10 pM), 77,4 pl
H20molbior. und 1,6 pl Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen) vermischt und anschliefRend
bis zum bestimmten ,optimalen“ Zyklus amplifiziert. Nach der PCR wurden die beiden Ansitze
vereinigt und fiir die nachfolgende Spezifische PCR (ADAPTER-PCR II) 1:30 mit molekularbiol.

H,0 verdinnt.

viii) Spezifische PCR (ADAPTER-PCR 1)

Die amplifizierten, 3’-terminalen cDNA-Fragmente wurden anschliefRend in einer zweiten PCR
(ADAPTER-PCR II) spezifisch vervielfaltigt, wodurch auf diese Weise die Komplexitdt der Probe
reguliert und definiert werden konnte. Bei dieser spezifischen PCR wurden sogenannte
»~Anchored Primer” verwendet. Diese Oligonukleotide waren so konstruiert, dass sie mit 2 Basen
in die Zielsequenz ,hineingreifen“. Ausgehend von der Adapterseite waren mit den Adapter-
spezifischen Oligonukleotiden AdE_NN_Rsal (5-AGGGCGTGGTGCGGAGGGCGGTCCNN-3’, wobei
N A, G, C oder T reprasentieren kann) 16 Primer-Variationen mdglich. Von der 3’-terminalen
Seite wurden die Oligo(dT)_Primer ODD_T_ext VN (5’-GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTVN-3")
verwendet. Diese Oligonukleotide hatten am 3’-Ende ein VN, wobei V A, G oder Cund N A, G, C
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und T reprasentierte, so dass von der Oligo(dT)-Seite nur 12 Primer-Varianten verwendet
werden konnten.

Durch die Wahl der entsprechenden Primerkombination konnten so bis zu 192
Subpopulationen amplifiziert werden, die je nach gewiinschter Komplexitit der Probe fiir die
nachfolgende zweidimensionale Auftrennung entweder als Pool oder einzeln analysiert werden
konnten (vgl. Abbildung 8). Wahrend ein Pool aus 192 einzelnen Subpopulationen das gesamte
Transkriptom reprasentiert, kann dieser - je nach zu untersuchendem Organismus - eine sehr
hohe Komplexitit ausmachen, die zweidimensional nicht mehr aufgetrennt werden kann. Fiir
die Analyse des C. albicans oder C. dubliniensis-Transkriptoms musste die Komplexitit auf %
reduziert werden. Aufgrund der hoheren Spezifitit wurden fiir die Analyse 48 Subpopulationen
vereinigt, die jeweils mit 12 verschiedenen ODD_T_ext VN- und 4 AdE_NX_Rsal-
Oligonukleotiden amplifiziert worden sind, deren letzter Ankernukleotid (X) definiert und nur
der vorletzte Nukleotid (N) variabel war. Aufgrund der hohen Komplexitit des humanen
Transkriptoms z. B. durch eine deutlich hohere Anzahl der Transkripte oder durch das
Vorkommen des alternativen Splicings, konnten statt 48 nur 12 Subpopulationen zum 1/16tel
des Transkriptoms vereinigt werden. Dazu eigneten sich vor allem Subpopulationen, die mit
Primerkombinationen aus einem bestimmten AdE_NN_Rsal- und den 12 verschiedenen

ODD_T_ext_VN-Oligonukleotiden amplifiziert worden sind.

3‘-spezifische Oligonukleotide

ODD_T_ext._VN
AA __AC AG AT CA__CC CG CT GA GC GG GT

2 % AA
=4
g Z cA
z Z GA 1/192 des Transkriptoms
=} <3}
ED 'g TA z. B. AAE_GA_Rsal & ODD_T_ext._GG
(S
2> AC
S
2 cc
] GC
&
é AG
2 CG 1/4 des Transkriptoms

GG z. B. AdE_NG_Rsal & ODD_T_ext._VN

TG

AT

CT

GT

T 1/16 des Transkriptoms

z.B. AdE_TT_Rsal & ODD_T_ext._VN

gesamte Transkriptom

Abbildung 8: Ubersicht verschiedener Subpopulationen.

Ubersicht der Masterplatte mit 192 verschiedenen Oligonukleotidkombinationen fiir die spezifische PCR. Fiir jede
Kombination wurden ein spezifischer AAE_NN_Rsal und ein spezifischer ODD_T_ext._VN-Oligonukleotid verwendet. Je
nach Komplexitidt des zu untersuchenden Organismus konnten dann unterschiedliche Subpopulationen vereinigt

werden.
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viii-1) Zyklusoptimierung

Wie bereits bei der Suppressions-PCR wurde auch wahrend der spezifischen PCR eine
Zyklusoptimierung durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung des Zykluses vor dem hochmolekularen

Shift wurde folgender Protokoll durchgefiihrt:

10 pl der 1:30 verdiinnten cDNA (nach ADAPTER-PCR I) wurden im 100 pl PCR-Ansatz mit 10
ul 10x PCR-Puffer, 3 pl 50 mM MgCl,, 4 ul dNTPs (je 5 mM), jeweils 2,5 pl AAE_NN_Rsal und
Oligo(dT)-Primer ODD_T_ext_VN (je 10 uM), 65,5 pl molekularbiologischem H0 sowie 20 U Tag-

Polymerase vermischt und anschliefdend mit folgendem PCR-Programm amplifiziert:

PCR-Programm:
Zyklenoptimierung der Spezifischen-PCR:

1. Denaturierung: 95°C - 0:05 min
2. Hybridisierung: 65°C ~0:30 min Ab Zyklus 15 wurde bis zum Zyklus 26 jeweils
3. Extension: 72°C ~1:00 min 7 ul PCR-Reaktionsvolumen entnommen und

mittels PAGE analysiert.

viii-2) Spezifische PCR (ADAPTER-PCR II)
Aus der gleichen cDNA-Verdiinnung wurden nach dem gleichen Protokoll die einzelnen

Subpopulationen bis zum entsprechenden Zyklus amplifiziert.

ix) Vereinigung und Féllung der PCR-Produkte

Je nach gewiinschter Komplexitit wurden die entsprechenden PCR Ansitze vereinigt und
durch direkte Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat, pH 5,3 und 2,5 Vol. 100% EtOH (-80°C)
tiber Nacht bei -20°C gefillt. Fiir die Analyse des Transkriptoms wurden jeweils 48 PCR-Ansatze
vereinigt (vgl. Abb. 8) und fiir die Fallung in Corex-Réhrchen tiberfiihrt. Pelletierung der DNA
erfolgte fiir 20 min bei 10000 rpm (Beckman Zentrifuge, JA-20-Rotor). Nach dem Waschen mit
70% EtOH wurden die geféllten 3’-terminalen ds-cDNA Fragmente in molekularbiol. H,0

aufgenommen und zweidimensional aufgetrennt.
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11.20.2 Zweidimensionale Auftrennung

i) 1. Dimension (Auftrennung nach Molekulargewicht im nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel)

. 6-10%-ige Acrylamidlésung (30 % Acrylamid- Bisacrylamid-Losung (37,5:1 w/w), Biorad)
. 1xTAE

. 10%-iges APS und TEMED (Biorad)

o 6 x GLD

In der ersten Dimension wurden die ds-cDNA-Fragmente in einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht (M) aufgetrennt. Die Prozentigkeit des Gels
variierte dabei in der ersten Dimension je nach Anwendung oder Organismus zwischen 6-10%
Acrylamid. Die Geldimensionen waren 16 x 16 cm, bei einer Geldicke von 1,0 mm (fir
anschliefdende zweidimensionale Auftrennung) oder 1,5 mm (fiir eindimensionale Analyse
wahrend der Zyklusoptimierung). Die Gele wurden mit Hilfe der dafiir vorgesehenen Apparatur
PROTEAN II xi - System vorbereitet. Je nach Bedarf wurden die entsprechenden
Acrylamidlosungen in benotigter Menge vorgelegt (bei 1,0 mm Spacerstarke: 28 ml; bei 1,5 mm-
Geldicke: 40 ml), mit 0,001 Vol. TEMED und 0,01 Vol. 10% APS versetzt, vorsichtig und
luftblasenfrei gemischt und in die vorbereitete Apparatur gegossen. Nach mind. 1 h
Polymerisation bei RT wurden die Kimme entfernt, die Taschen mit 1x TAE gewaschen und die
Gele mit 6xGLD-versetzten Proben beladen (Verhiltnis Probe zu 6xGLD 5:1). Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x TAE als Laufpuffer bei einer konstanten

Spannung von 200 V - je nach Anwendung und Prozentigkeit des Gels - fiir 2-4,5 Stunden.

ii) 2. Dimension (Auftrennung nach GC-Gehalt im denaturierenden Gradienten Polyacrylamidgel)

. 8%-ige denaturierende Acrylamidlosung mit unterschiedlichen Denaturierungskonzentrationen
an Harnstoff und Formamid, je nach Organismus
(10% Denaturierungskonzentration: 4% (v/v) Formamid und 0,7 M Harnstoff;
40% Denaturierungskonzentration: 16% (v/v) Formamid und 2,8 M Harnstoff)

o 1 x TAE

. 10%-iges APS und TEMED

. H,0-gesattigtes n-Butanol

. 4% Agarose
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Fiir die Auftrennung der ds-cDNA in der 2. Dimension mittels einer denaturierenden
Gradientengelelektrophorese (DGGE) wurde die Spur der ersten Dimension in voller Linge (16
cm) mit einem Messer ausgeschnitten. Mithilfe einer Overheadfolie wurde das Gel von der
Glasplatte abgeléost  und anschlieffend auf ein  bereits auspolymerisiertes
Denaturierungsgradientengel (vorbereitet mit der PROTEAN II xi - Apparatur) lbertragen.
Diese Gele (Grofle: 16x16cm, Geldicke: 1,5mm), wiesen einen - parallel zur
Elektrophoreserichtung - kontinuierlichen Denaturierungsgradienten bestehend aus Harnstoff
und Formamid auf, der mithilfe des Gradientenmischers von BIORAD gegossen wurde. Je nach
vorliegendem GC-Gehalt des Probenmaterials variierte der Denaturierungsgradient im Gel. So
wurde fiir die Candida-Proben ein Denaturierungsgradient zwischen 10-40% gewahlt werden.
Der Gradientenmischer bestand aus zwei sdulenartigen Gefafien, die iiber einen Kanal
miteinander verbunden waren. Die Sdule, die mit der niedrig-konzentrierten Losung gefiillt
wurde, verfligte liber den Ausgang zur Gelkammer. Das Prinzip des Gradientenmischers bestand
darin, dass die verschieden konzentrierten Losungen in den entsprechenden Saulen tber die
Verbindung der Gefafde durch kontinuierliches Zuflieffen und stadndiges Riihren in dem Gefaf3
mit der niedrigkonzentrierten Losung vermischt wurden und somit kontinuierlich der Gradient
zunahm, wahrend die Acrylamid-Losung in die vorbereitete Gelkammer gefiillt wurde. Um
minimale Anderungen der Gradientenuzusammensetzung zu minimieren und somit fiir eine
hohere Reproduzierbarkeit der Gele fiir die differentielle Transkriptionsanalyse zu
gewahrleisten, wurden in der Multigel-Giefsapparatur bis zu 8 Gele parallel gegossen. Je nach
verwendeter Gel-Anzahl variierten die entsprechenden Volumina der niedrig- und
hoherkonzentrierten Denaturierungslosungen. Fiir 4 Gele wurden in zwei verschiedenen
Messzylindern zunidchst jeweils 150 ml, fiir 8 Gele jeweils 230 ml der entsprechenden
Denaturierungslosungen vorgelegt und zuerst die hdher-konzentrierte Denaturierungs-
Acrylamidlosung mit 115 pl bzw. 163 pl TEMED sowie 1150 pl bzw. 1630 pl der 10%ige APS-
Losung versetzt. Die Losung wurde vorsichtig gemischt und in die entsprechende Saule des
Gradientenmischers  gefiillt. ~Anschlieffend wurde mit der niedrigkonzentrierten

Denaturierungslosung identisch verfahren.

Um die in voller Linge ausgeschnittene Gelspur der ersten Dimension auch in der zweiten
Dimension auftrennen zu kénnen, wurde vom oberen Rand ca. 1 cm Platz fiir die Gelspur der 1.
Dimension gelassen. Direkt nach dem Giefsen wurde das Gels mit H,O-gesdttigtem n-Butanol
tiberschichtet und mind. 1 h auspolymerisieren lassen. Anschliefend wurden die Gele mit
Wasser und mit 1x TAE ausgewaschen und mit der Gelspur aus der 1. Dimension belegt. Damit
die Gelspur nicht herausgewaschen werden konnte, wurde die Gelspur mit handwarmen

4%igen-Agarose Uberschichtet.
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Die denaturierende Gradientengelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten Temperatur
von 60°C im 1 x TAE als Laufpuffer fiir 1500 - 1650 Vh entweder in der Apparatur PROTEAN
Plus Dodeca Cell (Biorad) oder mithilfe des Hoefer Dalt 2-D-Elektrophorese System (Amersham

Pharmacia Biotech).

iii) Detektion der DNA-Fragmente

Nach ihrer ein- oder zweidimensionalen Auftrennung wurden die Gele zur Visualisierung der
DNA-Fragmente 1 h in einer 10 000-fachen Verdiinnung des Nukleinsdurefarbstoffs SYBR Gold
(Molecular Probes/Invitrogen) in 1 x TAE unter Schiitteln bei RT gefiarbt und die DNA-
Fragmente mit Hilfe des Fluoreszenz-Laserscanners FLA5100 bei einer Anregungswellenldnge
von A=473 nm und dem FITC-Emissionsfilter detektiert. Die Auflésung, mit der die Gele

eingescannt worden sind, betrug 100 um bei 16 bit/Pixel.

11.20.3 Auswertung und Identifizierung

i)  Qualitative und quantitative bioinformatische Auswertung

Die qualitative und quantitative Auswertung der zweidimensional aufgetrennten DNA-
Fragmente erfolgte mittels des Software-Programms Delta2D von DECODON (Greifswald,
Deutschland). Dazu wurden fiir jede Subpopulation des Transkriptoms sowohl die technischen
wie biologische Replikate aus unterschiedlichen Bedingungen mithilfe der ,group warping
strategy” und dem ,exact“-Modus innerhalb und zwischen den einzelnen Gruppen iiberlagert
und mittels des Fusionstyps ,union“ zu einem virtuellem Bild fusioniert [Luhn, S et al. 2003]. Die
Spotdetektion erfolgte auf dem Fusionsbild mit folgenden Parametern wie die Bestimmung des
lokalen Hintergrundwerts (vorgegeben bei ca. 50), einer durchschnittlichen Spotgrofie von 2
sowie 100% Sensitivitdt. Alle detektierten Spots auf dem Fusionsbild wurden anschlief3end auf
alle einzelnen Gelbilder iibertragen, die fiir die Uberlagerung verwendet worden sind. Durch
diese Vorgehensweise konnte so sichergestellt werden, dass abweichende Spotgréfien die
Expressionsdaten nicht beeinflussen. Interessante DNA-Fragmente wurden anschlief3end fiir die
nachfolgende Identifizierung gekennzeichnet. Die Spotintensitit (angegeben als Volumen, V)
entsprach dem Produkt aus der durchschnittlichen Pixelintensitat (als 16-bit) und der
entsprechende Spotfliche (Area). Wir definierten Volumenprozent (%V) jedes detektierten
Spots als ein Mafd fiir die relative Spotintensitit und somit fiir die normalisierte
Transkripthaufigkeit eines (Sub-)Transkriptoms. Das Volumenprozent (%V) eines bestimmten
Spots wurde berechnet als der Quotient der Spotintensitat (V) relativ zu der Gesamtintensitat
von allen detektierten Spots des vorliegenden 2D-Gels. Dieser Normalisierungsschritt erlaubte

den repoduzierbaren Vergleich der relativen Spotintensitidten von verschiedenen Experimenten
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auf unterschiedlichen Gelen. Alle Spots mit einem %V unter 0,001 wurden als Background
definiert und ihr Wert auf 0,001 gesetzt. Zur Bestimmung der differentiellen Genexpression
wurde fiir jedes Transkript der Quotient des %V von jedem entsprechenden Spot aus
unterschiedlichen experimentellen Bedingungen berechnet und anschlieflend in log,-Wert
tiberfiihrt. Diese wurde dann fiir die Validierung der MESSAGE-Technologie mit unabhangigen
Genexpressionstechnologien wie DNA-Microarrays und qRT-PCR mittels Regressionsanalysen

und fir die Berechnung des Pearson Korrelationsfaktors verwendet [Zou, KH et al. 2003].
ii) Identifikation der cDNA-Fragmente
ii-1) Reamplifikation

¢ 10 x PCR-Puffer

e dNTP-Mix (5 mM jeweils)

e Tag-Polymerase

QIAquick PCR Purification Kit

Nach der Auswertung der Spots wurden interessante cDNA-Fragmente auf dem UV-Tisch bei
einer Anregungswellenldnge von A = 312 nm des Camilla-Dokumentationssystems (raytest)
manuell mithilfe einer Glaskapillare (Biorad, Miinchen), die in einer 1 ml Einwegspritze gefiillt
mit 50-100 pl H20moiviol. €ingerastet war, aus dem Polyacrylamidgel ausgestochen. Sowohl das
Gelfragment wie auch die in der Einwegspritze befindende Fliissigkeit wurden anschliefend in
ein 1,5 ml- Reaktionsgefafd liberfiihrt. Die Elution der DNA aus dem Gel erfolgte fiir mind. 2 h
(bis zu 72 h) bei 56°C. Jeweils 10 pl des Eluats wurden im 100 pl PCR-Volumen nach Zugabe von
10 ul 10 x PCR-Puffer, 2 pl dNTP-Mix (5 mM jeweils), 74,5 pl H2Omolbiol,, jeweils 1 pl des 10 uM
Ad_non-ext.- und des ODD-T_all_Oligonukleotids mit 20 U Taq Polymerase reamplifiziert. Das
PCR-Programm war wie folgt:

Denaturierung bei 95°C fiir 5 sec, Annealing bei 65°C fiir 30 sec und Extension bei 72°C fiir 1 min
min fiir nachfolgende 25 -30 Zyklen. Zur Kontrolle des Reamplifikationsprodukts wurde jeweils
ein 10ul - Amplifikat-Aliquot auf einem 1,5% Agarose-TAE-Gel analysiert und nur die PCR-
Reaktionen mit einem definierten Produkt weiter iliber Sdulen aufgereinigt (QIAquick PCR

Purification kit, QIAGEN).
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ii-2) Sequenzierung
Das gesamte 30ul-Eluat wurde anschlief;end entweder mit dem Ad_non_ext. oder dem
ODD_T_all-Oligonukleotid von der Firma GATC Biotech AG, Konstanz mittels ABI-Sequencer

sequenziert.

ii-3) Identifizierung durch Homologie-Abgleich

Fir die Identifizierung der sequenzierten 3’-terminalen ds-cDNA-Fragmenten von C. albicans
wurden die Sequenzen (im FASTA-Format) mithilfe der WU-BLAST 2.0 Software und dem
Nucleotide-Nucleotide Blast (BLASTN)-Algorithmus der Candida Genome Database
(http://www.candidagenome.org) sowohl der chromosomalen wie mitochondriellen DNA des C.
albicans-Genoms (Assembly 19) zugeordnet. Die Identifizierung der Transkripte von C.
dubliniensis erfolgte mit dem BLASTN-Suchalgorithmus gegen die Candida dubliniensis GeneDB
(http://www.genedb.org/genedb/cdubliniensis), die vom Wellcome Trust Sanger Institute
verwaltet wird. Als eindeutig identifizierte Fragmente wurden alle Sequenzen angesehen, die

einen e-value (Expect-Value) kleiner als 10-6 aufwiesen.
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ERGEBNISSE

Candida-Infektionen sind ein Problem mit wachsender klinischer Bedeutung, da ihre
Haufigkeit innerhalb der letzten 25 Jahre dramatisch zunahm. Dabei zahlt insbesondere Candida
albicans zu dem wichtigsten Pathogen dieser Gattung. Der Pilz besiedelt zwar als kommensaler
Organismus bei etwa 70% der gesunden Bevolkerung symptomlos den menschlichen
Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt, verursacht jedoch Infektionen, wenn natiirliche Barrieren
des Menschen geschiadigt oder das Immunsystem geschwacht ist. C. albicans zahlt gilt daher als
klassischer opportunistischer Kranheitserreger. Zur Risikogruppe =zdhlen vor allem
Frithgeborene, Personen mit Stoffwechselerkrankungen (z. B. mit Diabetes) oder Patienten mit
erblichen und erworbenen Schiadigungen der zelluliren Immunantwort, wie es z. B. bei HIV-
Infektionen der Fall ist. Auch Langzeittherapien mit Antibiotika oder Chemotherapeutika
konnen pradisponierende Faktoren fiir eine Erkrankung sein. Das Krankheitsspektrum von C.
albicans reicht von oberflichlichen Haut- und Schleimhautinfektionen wie z.B. den
oropharyngealen und vulvovaginalen Kandidosen bis hin zu lebensbedrohenden invasiven,
systemischen Infektionen, die mit 28-59 % eine hohe Mortalititsrate aufweisen.

Mit der Identifizierung von Candida dubliniensis wurde ein weiterer opportunistischer
humanpathogener Hefepilz der Gattung Candida beschrieben, der zwar eine sehr nahe
evolutiondre Verwandtschaft zu C. albicans aufweist, nach weltweiten epidemiologischen
Studien jedoch hauptsiachlich nur bei oropharyngealen Kandidosen der HIV-infizierten
Bevolkerung identifiziert werden konnte [Sullivan, DJ et al. 1995; Coleman, DC et al. 1998; Jabra-
Rizk, MA et al. 2001; Sullivan, DJ et al. 2005; Jewtuchowicz, VM et al. 2008]. Die Pravalenz von C.
dubliniensis in der gesunden Bevolkerung liegt bei max. 5%. Auch der Anteil dieser Hefeart an
invasiven, systemischen Mykosen ist mit 2% deutlich geringer als bei C. albicans. Diese
offensichtlich stark verminderte Virulenz konnte ebenfalls durch vergleichende Studien mit
Mausinfektionsmodellen bestatigt werden [Gilfillan, GD et al. 1998; Vilela, MM et al. 2002]. Dies
ist bemerkenswert, da beide Arten nicht nur eine sehr hohe Homologie, sondern auch fast
identische phanotypische Eigenschaften besitzen. So sind die beiden Candida-Stamme unter
normalen Wachstumsbedingungen in Vollmedium morphologisch nicht voneinander zu
unterscheiden (Abbildung 9). Diese grofRe Ahnlichkeit fiihrte hiufig zu Missidentifikationen von
C. dubliniensis und C. albicans. Eine Studie von Coleman et al. aus dem Jahr 1997 zeigte, dass von
allen isolierten Candida-Stammen aus dem oralen Bereich der HIV-infizierten Bevolkerung ca.
16,5 % der C. dubliniensis-Stamme falschlicherweise als C. albicans identifiziert worden sind

[Coleman, DC et al. 1997].
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|

C. albicans SC5314 C. dubliniensis CD36

Abbildung 9: Morphologie der klinischen Isolate von Candida albicans und Candida dubliniensis.

Vollmedium (YPD). Maf3stabsbalken: 10 um

Mit der Pathogenitdt von C. albicans werden mehrere mdgliche Virulenz-assoziierte Faktoren
in Verbindung gebracht. Zu diesen Virulenzfaktoren zahlt u. a. die Fahigkeit zur Sekretion von
extrazelluliren hydrolytischen Enzymen, zu denen v. a. die Aspartatproteinasen (Sap),
Phospholipasen oder Lipasen gezahlt werden, die neben der Bereitstellung von Nahrstoffen
auch in eine Reihe von weiteren Prozessen involviert sind, die fiir die Pathogenitit von C.
albicans entscheidend sind [Ghannoum, MA ; Naglik, JR et al]. So sind die Sap-Proteine z. B. an
der Zellzerstérung und Gewebeinvasion durch die Hydrolyse von Wirtsproteinen wie Keratin
oder Kollagen, an der Adhdsion ans Wirtsgewebe, der Biofilm-Ausbildung sowie der Interaktion
mit dem Immunsystem beteiligt [Naglik, ] et al]. Mehrere Studien konnten auflerdem eine
differenzielle Genexpression der verschiedenen SAP-Gene wahrend des phanotypischen
Wechsels (von der physiologischen ,white” zur Paarungskompetenten ,opaque” Form) sowie der
morphologischen Transition (von der sphédrischen Blastospore zur filamentdsen Wuchsform)
zeigen [White, TC and Agabian, N 1995]. Die Fahigkeit zum Wechsel der Morphogenese unter
bestimmten dufderen Einfliissen (wie z. B. einer Temperaturerhohung von 30 auf 37°C,
Erhohung des pH-Werts, Zellkulturmedium, Serum) wurde bis zur Identifizierung von C.
dubliniensis als entscheidender und einzigartiger Virulenzfaktor von C. albicans angesehen. Mit
der Charakterisierung von C. dubliniensis als eigenstidndige Spezies konnte jedoch ein weiterer
Hefepilz beschrieben werden, der neben C. albicans in der Lage ist, diesen Wechsel zu
untergehen und neben Blastosporen sowohl filamentése Wachstumsformen (echte Hyphen oder

Pseudohyphen) als auch sogenannte Chlamydosporen (Chlamydoconidien) auszubilden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Induktion der Morphogenese von C. albicans
und C. dubliniensis unter verschiedenen Bedingungen charakterisiert. Dabei zeigten sich grofde
Unterschiede zwischen beiden Stammen in den Induktions-Bedingungen (vgl. Abbildung 10).
Klinische Isolate von C. dubliniensis (wie CD36, Wii284, Wii296) zeigten nur unter stark
ndhrstofflimitierten Bedingungen in reinem Wasser, supplementiert mit 10% (v/v) fotalem
Kalbsserum (FCS) und einer Inkubationstemperatur von 37°C eine beinahe 100%-ige
Ausbildung von ,echten“ Hyphen (Abb. 10A und B). Das Vorhandensein von Glukose in einer
Endkonzentration von 2% hatte dabei keinen Einfluss auf die Morphologie. Bei definierten
Medien-Zusammensetzungen, wie YNB- oder SC-Medium supplementiert mit 10% FCS, konnten
C. dubliniensis-Stimme dagegen keine echte Hyphen ausbilden, sondern zeigten vereinzelt
filamentdses Wachstum in Form von Pseudohyphen. Verglichen mit C. dubliniensis wies C.
albicans dagegen im Allgemeinen eine starker ausgeprégte Filamentierung auf. Die Induktion
des hyphalen Wachstums war bereits in Vollmedium (YPD) mit 10% FCS (Abb. 10C) oder
Zellkulturmedien wie a-MEM, DMEM oder RPMI moglich. Unter diesen Bedingungen wuchsen C.
dubliniensis Wildtyp-Stimme ausschliefdlich in der Blastosporen-Form (Abb. 10D). Eine
Besonderheit von C. dubliniensis-Stimmen war ihre Fahigkeit zur Chlamydosporenausbildung
unter bestimmten Pflanzensamenextrakte-enthaltenden Medien. Diese konnten z. B.

Sonnenblumensamenbhiilsen (SSH) oder wie bei Staib-Medium die Samen von Guizotia abyssinica

YPD + 10% FCS SSHpaten Staibyegiym

C. albicans
SC5314

C. dubliniensis
CD36

Abbildung 10: Morphologie von C. albicans und C. dubliniensis Wildtypstimmen unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen.
Auswahl verschiedener in vitro-Wachstumsbedingungen, unter denen die beiden Candida-Wildtypstimme C.
albicans SC5314 und C. dubliniensis CD36 vergleichbare bzw. unterschiedliche Morphologien aufweisen.
Die untersuchten Bedingungen waren in (A)/(B) Wasser, supplementiert mit 10% (v/v) fotalem Kilberserum
(FCS) bei 37°C nach 6 h; Vollmedium (YPD), supplementiert mit 10% FCS bei 37°C nach 4 h (C)/(D);
Koloniemorphologie der Stimme auf dem Sonnenblumenhiilsen (SSH)-Agar nach 2 Tagen Wachstum bei 30°C in

(E)/(F) sowie im Staib-Fliissigmedium nach 24 h bei 30°C in (G)/(H). Maf3stabsbalken entsprechen 10 um.
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sein. Sowohl auf Fest- wie Fliissigmedien mit diesen Extrakten zeigten nur Stdmme von C.
dubliniensis pseudohyphales Wachstum mit ausgepragter Chlamydosporen-Produktion, die sich
z. B. auf Festmedien durch undefinierte Kolonienrdnder zeigte (Abb. 10F und H). Der
untersuchte C. albicans Wildtyp-Stamm SC5314 wies dagegen unter diesen Wachstums-
bedingungen nur eine glatte Kolonierandmorphologie auf. Lichtmikroskopische Untersuchung
der Kolonierdnder oder Suspensionszellen von C. albicans unter diesen Fliissigkulturen konnten,
verglichen mit C. dubliniensis, weder pseudohyphale Strukturen noch Chlamydosporen, sondern
eine ovale Zellmorphologie als Blastosporen aufweisen (Abb. 10 E und G). Unter anderen
Bedingungen wie Maismehl-Agar supplementiert entweder mit 1% Tween-80 oder mit 5%
Milch differenzierten sich jedoch auch die C. albicans-Blastosporen nach 72 h Wachstum bei 28 -

30°C zu Chlamydosporen [Zavalza-Stiker, A 2006].

Wie diese Ergebnisse zeigen, konnen sowohl C. albicans als auch C. dubliniensis vergleichbare
morphologische Formen ausbilden, beide Arten unterscheiden sich jedoch hauptsachlich in der
Induktion dieser Prozesse. Da solche Morphologiewechsel mit grofden Verdanderungen der
globalen Genexpression einhergehen, sollten zur Identifizierung der Art-libergreifenden
Gemeinsamkeiten bzw. der Art-spezifischen Unterschiede die Genexpression wahrend des Hefe-
Hyphe-Ubergangs in C. albicans und C. dubliniensis analysiert werden. Zu Beginn dieser Arbeit
bestand keine Moglichkeit zur differenziellen Genexpressionsanalyse in C. dubliniensis. Das C.
dubliniensis-Genom war zu dieser Zeit weder vollstindig sequenziert noch annotiert, so dass C.
dubliniensis spezifische DNA-Mikroarrays nicht hergestellt werden konnten. Mit der Etablierung
der MESSAGE-Technologie konnte im Rahmen dieser Arbeit ein neues Verfahren beschrieben
werden, dass die Erstellung von Transkriptionsprofilen von Candida dubliniensis ermoglichte.
Nach der Etablierung und Validierung der MESSAGE-Technologie anhand des C. albicans-
Transkriptoms wurde zum ersten Mal die differentielle Genexpression des Hefe-Hyphe-

Ubergangs fiir C. dubliniensis durchgefiihrt.
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[. Genexpressionsprofile basierend auf der MESSAGE-Technologie

.1 Weiterentwicklung

Die MESSAGE-Technologie (Multidimensional Electrophoretic System of Separation for the
Analysis of Gene Expression/Multidimensionales Elektrophoretisches System der Separation
zur Analyse der Genexpression) wurde in ihren Grundprinzipien wahrend der Diplomarbeit am
Fraunhofer Institut fiir Grenzflaichen- und Bioverfahrenstechnik entwickelt [Lindemann, E
2006]. In dieser Arbeit erfolgte eine Weiterentwicklung dieser Technologie hinsichtlich der
Durchsatzsteigerung und Etablierung eines Auswertungssystems. Es handelt sich dabei um eine
offene Technologieplattform, die die Erstellung von globalen Transkriptionsprofilen von jedem
eukaryontischen Organismus erlaubt, ohne dass dessen Genom sequenziert noch annotiert ist
oder eine aufwendige Laborausstattung und Bioinformatik-Infrastruktur vorliegt. Somit ist
MESSAGE eine (kostenglinstige) Alternative zu bereits bestehenden Methoden der
Genexpressionsanalyse wie DNA-Mikroarrays, Differential Display (DD), SAGE (=Serielle Analyse
der Genexpression) oder RNA-Seq.

Das Grundprinzip von MESSAGE (Abbildung 11) beruht auf einer definierten Herstellung von
3’-terminalen  Doppelstrang-cDNA-Fragmenten (3’-ds-cDNAs) aus Gesamt-RNA, die
anschliefdend in einem zweidimensionalen Gelsystem hochauflésend aufgetrennt werden. Die
Separation erfolgt in der 1. Dimension nach dem Molekulargewicht (M;) und in der 2. Dimension
nach dem GC-Gehalt der Fragmente. Nach der Auswertung des Gelmusters werden DNA-
Fragmente von Interesse aus dem Gel ausgestochen, reamplifiziert und durch Sequenzierung
identifiziert.

Insbesondere die Synthese von 3’-terminalen ds-cDNA-Fragmenten stellt eine wichtige
Voraussetzung fiir eine reproduzierbare Auftrennung der Fragmente in Form eines
Punktmusters dar und ist demzufolge ein entscheidendes Kriterium fiir die Anwendung der
MESSAGE-Technologie fiir differenzielle Genexpressionsstudien. Die synthetisierten Fragmente
einer RNA-Spezies miissen bezliglich ihrer Linge sowie ihrer Sequenzzusammensetzung
definiert sein. Heterogenitat der Fragmente, hervorgerufen durch geringe Prozessivitit des
Enzyms Reverse Transkriptase wihrend des Umschreibeprozesses der RNA in cDNA, wird durch
eine selektive Amplifikation von 3’-terminalen Restriktionsfragmenten der ds-cDNA
unterbunden. Fiir diesen sogenannten 3’-Fingerprint werden ausgehend von 1 pg Gesamt-RNA,
mit Hilfe der sogenannten SMART-Technologie (= Switching Mechanism At 5'End of RNA
Transcript) [Chenchik, A et al. 1996; Matz, M et al. 1999; Zhu, YY et al. 2001; Zhumabayeva, B et
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al. 2001] wahrend der Reversen Transkriptase-Reaktion in erster Linie einzelstrangige cDNA-
Molekiile (ss-cDNA) generiert, die die vollstdndige Linge der mRNA-Matrize aufweisen. Dieses
System niitzt besondere Eigenschaften der PrimeScript - Reversen Transkriptase aus. Bei diesem
Enzym handelt es sich um eine RNA-abhingige DNA-Polymerase, die aufgrund einer einzigen
Aminosduresubstitution ihre RNaseH-Aktivitit verloren hat, wodurch ein vorzeitiger Abbau der
umzuschreibenden mRNA verhindert wird. Durch eine zuséatzliche terminale Transferase-
aktivitat dieses Enzyms werden am 3’-Ende der cDNA weitere Nukleotide - hauptsachlich
Deoxycytidine - eingefiigt, die als Matrize fiir die Bindung eines spezifischen Oligonukleotids
(SMART IV-Oligonukleotids) dienen.
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von d(C)s

< ——————

ss-cDNA 3 ccc rrrrrrrrT — -
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1 1 1
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Abbildung 11: Prinzip der MESSAGE-Technologie.

Die Synthese der ds-cDNA erfolgt ausgehend von Gesamt-RNA mithilfe der SMART-Technologie. Nach der Spaltung
der ds-cDNA mit der Restriktionsendonuklease Rsal (Erkennungssequenz: GTAC) und nachfolgender Adapterligation,
werden durch selektive Amplifizierung mittels Suppressions-PCR nur 3’-terminale ds-cDNA-Fragmente angereichert.
Waéhrend der Spezifischen-PCR wird durch den Gebrauch von sog. Anker-Oligonukleotiden (mit zwei Basen-
Uberhang) das gesamte Transkriptom in 192 mégliche Subpopulationen unterteilt, die je nach Komplexitit des zu
untersuchenden Organismus in unterschiedlicher Anzahl vereinigt werden koénnen. Anschlieffend werden die
angereicherte 3’-terminalen ds-cDNA-Fragmente im zweidimensionalen Gelsystem beziiglich ihres Molekular-
gewichts (M) in der 1. Dimension und nach ihrem spezifischen GC-Gehalt in der 2. Dimension elektrophoretisch
aufgetrennt. Durch das Farben der Gele mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Gold werden die komplexen Spotmuster
visualisiert. Zur Identifizierung der entsprechenden Transkriptionseinheiten, werden interessante Spots aus dem Gel

ausgeschnitten, mittels PCR vervielfaltigt und sequenziert.



ERGEBNISSE 87

Durch die Struktur des SMART IV_Oligonukleotids, das am 3’-terminalen Ende 3 Guanosine
aufweist, erfolgt eine Anbindung an den Deoxycytidin-Uberhang, ein Umspringen der Reversen
Transkriptase von der mRNA-Matrize auf das Oligonukleotid sowie dessen Verldngerung.
Dadurch wird - neben dem polyadenylierten 5’-Ende - auch das 3’-Endes der neu-
synthetisierten ss-cDNA genau definiert, so dass diese Information in einer nachfolgenden
s2ong-distance” (LD)-PCR zur Synthese des komplementdren Stranges und - falls notwendig -
zur Amplifizierung der cDNA verwendet werden kann. Die entstehende ds-cDNA wird dann
mittels der Restriktionsendonuklease Rsal (Erkennungssequenz GT AC, erzeugt nicht-
iiberhdngende Enden) geschnitten. Im Anschluss findet eine selektive Amplifikation der 3’-
terminalen Restriktionsfragmente statt. Dazu wurde eine Methode verwendet, die von M. Matz
als ,Ordered Differential Display® (ODD) zum systematischen Vergleich der
Genexpressionsprofilen eingefiihrt/etabliert wurde [Matz, M et al 1997] und bereits an
zahlreichen biologischen Modellen erfolgreich bestdtigt werden konnte [Hirate, Y et al. 2001;
Kim, DS et al. 2001; Kuja-Panula, ] et al. 2003]. Diese Methode ermdglichte die selektiven
Anreicherung von 3’-terminalen Fragmenten, bedingt durch die Ligation eines pseudo-
doppelstrangigen Adapters an alle entstehenden Enden der mit Hilfe von Rsal-fragmentierten
ds-cDNA [Chenchik, A et al. 1996; Matz, M et al. 1997]. Durch die besondere Adapter-Struktur
(bestehend aus einem 39 Basen langen Long_Oligo_Rsal- und am 5’-Enden komplementiren 12
Basen kurzen Short_Oligo_Rsal Oligonukleotid) findet wdhrend der ersten Adapter PCR-
Reaktion ein sogenannter Suppressions-Effekt statt [Siebert, PD et al. 1995]. Durch invertierte,
terminale Sequenzwiederholungen (Repeats) im doppelt so langen Long Oligo_Rsal
hybridisieren diese Adapter-Enden wahrend der ersten Adapter-PCR bevorzugt mit sich selbst
statt mit dem Adapterprimer AP1, was zur Ausbildung von sogenannten ,Pfannenstiel”-
(,panhandle-like“) Strukturen [Matz, M et al 1997] fiihrt, durch die die Amplifikation von
Jinternen“ Fragmenten des Restriktionsschnitts, die Adapter an beiden Seiten tragen,
unterdriickt wurde. 5’-terminale ds-cDNA-Enden konnten ebenfalls nicht amplifiziert werden,
da das SMART IV-Oligonukleotid wahrend der Suppressions PCR nicht verwendet wurde.

In der nachfolgenden spezifischen PCR konnte die komplexe Mischung der 3’-ds-cDNA-
Fragmente in 192 einzelne Subpopulationen aufgeteilt werden, indem bei der Amplifikation
sogenannte Anker-Oligonukleotide mit zwei Basen als Uberhang (16 spezifische AdE_NN_Rsal
und 12 verschiedene ODD_T_ext. VN-Primer) verwendet wurden. Diese Oligonukleotide
hybridisierten nicht nur mit den flankierenden Bereichen, sondern durch die zusatzlichen 2
Basen spezifisch mit der Zielsequenz der jeweiligen cDNA. Fiir die nachfolgende
zweidimensionale Auftrennung wurden entsprechende PCR-Ansitze entweder einzeln oder

durch Vereinigung von verschiedenen Subpopulationen gemeinsam analysiert.
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Die elektrophoretische Separation der 3’-terminalen ds-cDNA Fragmente erfolgte nach zwei
Kriterien: in der ersten Dimension nach dem Molekulargewicht (M;) in einem nicht-
denaturierenden  Polyacrylamidgel und in der zweiten Dimension nach der
Basenzusammensetzung  (GC-Gehalt)  mittels einer  denaturierenden  Gradienten-
gelelektrophorese, bestehend aus einem Formamid/Harnstoff-Gemisch. Hierbei nutzte man die
Tatsache aus, dass DNA-Fragmente nicht gleichméafiig denaturieren, sondern in Abhédngigkeit
ihres GC-Gehaltes in sogenannte Schmelzdominen (,melting domains“) unterteilt werden
konnen, die unterschiedliche Schmelztemperaturen (Tw) aufweisen. Wird wahrend des elektro-
phoretischen Vorgangs der Schmelzpunkt dieser Domine bei einer bestimmten
Denaturierungskonzentration im Gel erreicht, findet ein partielles Aufschmelzen des
Doppelstranges statt, welches zu einem verdnderten Laufverhalten der DNA im
Polyacrylamidgel fiihrt. Durch diese Anderung der Sekundirstruktur wird die
Migrationsgeschwindigkeit des entsprechenden Fragments im Gel deutlich verlangsamt, sodass
das entsprechende DNA-Fragment als einzelner Spot erkennbar wird.

Die Konzentration des Polyacrylamidgels sowohl der ersten als auch der zweiten Dimension,
sowie der entsprechende Denaturierungsgradient waren fiir eine optimale Auftrennung der ds-
cDNA-Fragmente entscheidend und mussten deshalb fiir jeden zu untersuchenden Organismus
separat bestimmt werden. Fiir alle in dieser Arbeit untersuchten Organismen lag die
Polyacrylamidkonzentration der 1. Dimension meistens zwischen 8 - 10%, sowie bei konstanten
8% in der 2. Dimension. Abhdngig vom GC-Gehalt des entsprechenden Genoms variierten
dagegen die verwendeten Denaturierungskonzentrationen fiir den Gradienten. Wahrend fiir die
Analyse des Candida spp.-Transkriptoms (GC-Gehalt bei ca. 36%) ein Gradient zwischen 10%
(entspricht 0,7 M Harnstoff/4% (v/v) Formamid) und 40% (2,8 M Harnstoff/16% (v/v)
Formamid) ausreichend war, musste die Denaturierungskonzentration fiir die ds-cDNA aus
menschlichen Zellen auf 50% erhoht werden, fiir die Analyse der cDNA aus Pflanzenzellen
wurde sogar ein Denaturierungsgradient zwischen 20-60% verwendet (Daten nicht gezeigt).
Nach der Farbung des Gels mithilfe des sehr sensitiven Nukleinsidure-spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Gold konnten die angereicherten Transkripte in Form von einzelnen
Spots detektiert werden. Pro Gel war eine Auftrennung von etwa 2000 Fragmenten mdglich.
Diese hohe Aufl6sungskapazitit kombiniert mit der Moéglichkeit der Komplexitdtsregulation
wahrend der Probenvorbereitung, war fiir die Anwendung der MESSAGE-Technologie fiir
Genexpressionsanalysen von entscheidendem Vorteil. Je nach Organismus (z. B. Pflanzen-,
Sauger- oder Pilzzelle) oder der entsprechenden Wachstumsbedingung unterscheidet sich die
Expressionsaktivitit einer Zelle und somit die Transkriptanzahl erheblich. So konnten in einer
Zelle von Oryza sativa oder Arabidopsis thaliana tiber 30000 aktive Gene nachgewiesen werden,

wahrend in C. albicans-Blastosporen z. B nur etwa 5100 Gene exprimiert werden [Zhang, N et al.
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2010] C. Grumaz, pers. Kommunikation]. Mit der Aufteilung des Transkriptoms in 192
individuelle Subpopulationen und der Vereinigung von diesen in unterschiedlicher Anzahl,
bestand die Mdglichkeit, die Komplexitdt der Probe fiir die anschliefRende zweidimensionale
Auftrennung zu kontrollieren. Wie hoch die Komplexitit des Probematerials noch sein darf,
damit cDNA-Fragmente noch als einzelne Spots detektiert werden kénnen, ist in Abbildung 12
dargestellt. Diese zeigt die Auflosungskapazitat der Gele anhand eines zunehmend komplexeren
Probematerials von C. albicans. Je nachdem, welcher Teil des Transkriptoms zweidimensional
aufgetrennt wurde (1/192stel, 1/16tel, 1/4tel bzw. das komplette Transkriptom), variierte die
Anzahl der noch als einzelne Spots detektierten ds-cDNA-Fragmente erheblich. Eine
Auftrennung aller amplifizierten ds-cDNA-Fragmente in einem einzigen Gel iberstieg die
Kapazitatsgrenze eines Gels erheblich, selbst bei Candida spp (Abb. 12D). Durch die
Uberlagerungen von verschiedenen Spots konnten einzelne Fragmente (insbesondere die mittel-
abundanten oder seltenen Transkripte) nicht eindeutig detektiert und identifiziert werden, was

zu einem grofden Informationsverlust fiihrte.

M
® : ©
Ofa | B _t
’ 3 '
Y I ‘ i
T * 1
+ - E 'S b
< : _,?t t =5at : ;
8 5 & .‘,_ " ’ _:‘.-;, ’
3 ¥ j i i ¥
I e
1/192 3 i 1/16
@ ' / [1 PCR-Ansatz] i i [12 PCR-Ansitze]
C D }
' i
434
3 L ] I
= 7,3
2
= . - . Jiaw i
1/4 1/1
! ‘ [48 PCR-Ansitze] ) 4 92 PCR-Ansitze]

Abbildung 12: Kontrolle der Probenkomplexitit und der Auftrennungskapazitit.

Unterschiedliche Anzahl an detektierten DNA-Fragmenten, je nachdem welcher Bruchteil des C. albicans
Transkriptoms analysiert wird. Wahrend der Spezifischen PCR wird das Transkriptom in 192 einzelne
Subpopulationen aufgeteilt. Die Komplexitit eines PCR-Ansatzes ist in (A) dargestellt, in (B) das Spotmuster nach
Vereinigung von 12 Subpopulationen (entspricht 1/16 des Transkriptoms), in (C) das von 48 vereinigten PCR-

Ansétzen (1/4 Transkriptom) und in (D) das Gesamttranskriptom mit allen angereicherten ds-cDNA-Fragmenten.
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Wurde jedoch nach der spezifischen PCR nur eine Subpopulation der angereicherten ds-cDNAs
aufgetrennt, konnte mit ca. 100 Fragmenten eine sehr gute Separation erreicht werden (Abb.
12A). Gegeniiber anderen Gel-basierten Auftrennungsverfahren wie DD, ODD oder RLCS
(»Restriction landmark cDNA scanning”) [Suzuki, H et al. 1996], war eine so hohe Auflésung nur
durch MESSAGE moglich, da neben der Auftrennung nach Molekulargewicht eine zusatzliche
Dimension (GC-Gehalt) ausgenutzt werden konnte, die eine mogliche Identifizierung von Falsch-
Positiven erheblich reduzierte. Die niedrige Komplexitiat des 1/192 Transkriptoms war jedoch
mit einem groflen Nachteil verbunden, da fiir eine Analyse des Gesamt-Transkriptoms 192
verschiedene Gele notwendig waren.

Die Moglichkeit, je nach zu untersuchendem Organismus, die einzelnen Subpopulationen
kombinieren zu koénnen, bot einen wichtigen Kompromiss aus Komplexitit der Probe und
Auflosungsvermogen des Gels. Bei der Analyse von verschiedenen Candida spp. reichte eine
Fraktionierung in Vierteltranskriptome (aus jeweils 48 verschiedenen Ansdtzen der
Spezifischen PCR) fiir eine optimale Separation mit durchschnittlich 1160 ds-cDNA-Fragmenten
pro Gel aus (Abb. 12C; Abb. 14A). Durch die Verwendung der PROTEAN Plus MultiGel-Casting
Kammer (Biorad) zum gleichzeitigen Gief3en fiir bis zu 10 Gradientengelen und dem Einsatz der
PROTEAN Plus Dodeca Cell Apparatur (Biorad) sowie dem Hoefer Dalt 2D
Elektrophoresesystem (Amersham Pharmacia Biotech) mit einer Kapazitat von je 10-12 Gelen,
konnte der Durchsatz fiir die Analyse gesteigert werden. Insbesondere die Moglichkeiten zur
parallelen Herstellung von ,identischen Gradientengelen sowie ihre gleichzeitige Separation
unter einheitlichen Elektrophoresebedingungen wie Temperatur, Pufferzusammensetzung oder
Auftrennungsdauer erlaubten einen hohen Grad an Reproduzierbarkeit und gleichzeitig eine
signifikante Durchsatzsteigerung.

Ein weiterer entscheidender Schritt in der Weiterentwicklung der MESSAGE-Technologie lag in
der Etablierung eines Auswertungssystems. Zur Bestimmung der differentiellen Expression
eines Transkripts unter verschiedenen Bedingungen war es notwendig, die ds-cDNA-Fragmente
in den unterschiedlichen Gelen zu detektieren und ihre Intensitat bestimmen zu konnen. Diese
qualitative und quantitative Auswertung war mit der DELTA2D-Software von DECODON, die
eigentlich zur statistischen Auswertung von zweidimensionalen Proteingelen entwickelt wurde,
moglich. Nach der Detektion der einzelnen ds-cDNA-Fragmente, konnten differentiell regulierte
Gene durch Uberlagerung der unterschiedlichen Gelbilder bestimmt und quantifiziert werden.

Die beschriebenen Vorteile der Probenherstellung mit der Madglichkeit zur
Komplexitatsregulation, die Steigerung des Durchsatzes durch die Parallelisierung der
Auftrennung, die Erhohung der Reproduzierbarkeit sowie die Etablierung eines
Auswertungssystems waren entscheidende Weiterentwicklungen, die eine Anwendung der

MESSAGE-Technologie fiir globale, differentielle Transkriptionsprofile erst erméglichten.
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.2 Anwendung der Technologie fiir differentielle Genexpressionsanalysen

Die erste Anwendung der MESSAGE-Technologie fiir differentielle Transkriptionsprofile
erfolgte in Candida albicans am Beispiel des morphologischen Wechsels von der Hefe- zur
filamentdsen Wachstumsform (Abbildung 13). Dies war nicht nur wegen der biologischen
Bedeutung der Hyphenbildung fiir die Pathogenitit von C. albicans interessant, sondern in erster
Linie fiir die Validierung der MESSAGE-Technologie wichtig. Im Gegensatz zu C. dubliniensis
existierten in C. albicans z. B. mit DNA-Mikroarrays etablierte Verfahren zur Analyse der
differentiellen Genexpression, so dass die mit MESSAGE generierten quantitativen Daten mit

unabhéngigen Methoden validiert werden konnten.
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Auftrennung der ds-cDNA-Fragmente eines
Viertel-Transkriptoms von Candida albicans
wahrend der Hefe- (A) oder der hyphalen
Wachstumsform (B). Differenziell regulierte
Transkripte wurden mittels DELTA2D-
Software durch Uberlagerung der beiden Gele
in Form einer Falschfarbendarstellung
ermittelt (C). Dabei wurden Gene, die unter
den beiden Bedingungen in gleicher
Haufigkeit exprimiert waren durch gelbe und
differentiell regulierte Transkripte entweder
durch griine (Hefe) und rote (Hyphe) Spots

reprasentiert.
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1.2.1 Analyse und statistische Auswertung des Candida albicans-TransKkriptoms

Mithilfe der bereits beschriebenen Probenvorbereitung wurden jeweils 1 pg der Gesamt-RNA
der als Hefe (YPD, 30°C) oder als echte Hyphen (a-MEM, 37°C) wachsenden C. albicans-Zellen zu
3’-terminalen ds-cDNA-Fragmenten umgeschrieben und wahrend der Spezifischen-PCR in 192
einzelne Subpopulationen aufgeteilt. Nach der Vereinigung von jeweils 48 unterschiedlichen
Ansidtzen der spezifischen PCR zu einer Fraktion, die jeweils ein Vierteltranskriptom
reprasentierten, wurden die ds-cDNA-Fragmente mithilfe der 2D-cDNA-Gelelektrophorese
hochauflésend aufgetrennt und das komplexe Spotmuster mittels des Fluoreszenzfarbstoffs
SYBR Gold visualisiert. Ausschnitte solcher Gele nach zweidimensioneller Auftrennung sind in
der Abb. 13A und 13B dargestellt. Durch die statistischer Auswertung des Spotmusters konnten
auf diese Weise pro Fraktion und Wachstumsbedingung zwischen 980 und 1450 diskrete ds-
cDNA Fragmente als spezifische Spots detektiert werden (Abb. 14A). Die Gesamtanzahl aller
detektierten Fragmente summiert sich je nach Wachstumsbedingung auf ca. 4400 (wahrend des
hyphalen Wachstums) oder auf ca. 4920 (unter Blastosporen-induzierenden Bedingungen). Um
aus dieser Menge differentiell regulierte Transkripte zu identifizieren sowie ihre
Expressionsunterschiede bestimmen zu konnen, wurden mithilfe von Falschfarbendarstellungen
die entsprechenden Gelausschnitte aus unterschiedlichen Bedingungen libereinander gelegt und
auf diese Weise entweder die differentiell oder konstitutiv exprimierte Gene bestimmt (Abb.

13C).

Von den 7400 detektierten ds-cDNA-Fragmenten in den beiden analysierten Wachstums-
bedingungen zeigten abhdngig vom Regulationsfaktor zwischen 6 bis 25% der Spots unter-
schiedliche Signalintensititen auf (Abb. 14B). Wurde z. B. bei der Analyse eine 2-fache
Regulation als differentiell exprimiert angenommen, konnten unter der Hefeform 625
(entspricht 12,71%) und in der Hypheform 550 Spots (12,57%) als induziert identifiziert
werden, erhdhte man diesen Regulationsfaktor auf das 4-fache, waren es 158 (3,22%) und 129
Spots (2,95%) unter der jeweiligen Bedingung. Diese Anzahl an differenziellen Spots war
vergleichbar mit quantitativen Daten aus DNA-Mikroarrays, die unter Verwendung der
identischen isolierten RNAs gewonnen wurden. Dabei konnten von 4871 analysierten ORFs auf
dem Array 2,3% (112 Gene) in der Hefeform und 2,11% (103 Gene) in Hyphen als mindestens 2-
fach differenziell bestimmt werden. Unter der Berlcksichtigung, dass der detektierte
dynamische Bereich von DNA-Mikroarrays einem Kompressionseffekt unterliegt und somit
signifikant niedriger ist als bei MESSAGE (s. auch Abb. 17), waren die Datensatze vergleichbar,
wenn der 4-fache Regulationsfaktor bei MESSAGE der 2-fachen Regulation in DNA-Mikroarrays

gegeniibergestellt wurde.
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A
# Spots
Subpopulation
Blastosporen Hyphen
XA 1496 1094
XC 1143 1041
XG 1074 980
XT 1204 1261
Gesamt 4917 4376
B
hochreguliert konstitutiv hochreguliert
in Blastosporen exprimiert in Hyphen

MESSAGE

7398 Spots|
2x 12,71% 74,72% 12,57%
X 3,22% 93,84% 2,95%
\

\ 2,30% \95.59% / 2,11% /
4871 ORFs|

Regulation Mikroarrays

Abbildung 14: Statistische Auswertung des Candida albicans Transkriptoms.

Anzahl der detektierten DNA-Fragmente jeder Subpopulation und Wachstumsbedingung des C. albicans-
Transkriptoms, die auf dem entsprechenden Fusionsbild detektiert werden konnten, das aus zwei technischen und
zwei biologischen Replikaten zusammengesetzt war (A). Venn-Diagramm zum Vergleich der prozentualen Anzahl
differentiell regulierter Transkripte (entweder 2-fach, oder 4-fach) in der jeweiligen untersuchten Bedingungen der
Hefe- oder Hypheform, identifiziert mit der MESSAGE-Technologie. Gegeniiberstellung zu der Anzahl differentiell

exprimierter Transkripte (2-fache Regulation) in DNA-Mikroarrays von C. albicans (B).

1.2.2 Identifizierung von ds-cDNA-Fragmenten

Fir die Identifizierung von ds-cDNA-Fragmenten wurden aus unterschiedlichen Fraktionen
des C. albicans Transkriptoms 79 zufdllig ausgewahlte Spots isoliert und die cDNA - nach der
Vervielfaltigung mittels PCR durch DNA-Sequenzierung identifiziert. Die entsprechenden DNA-
Sequenzen wurden eindeutig den 3’-terminalen Enden von 29 einzelnen Genen zugeordnet
(Tab. 14). Diese Daten zeigten, dass jeder ORF nicht nur von einem Spot, sondern
durchschnittlich von mehreren Fragmenten abgedeckt wird. Diese Redundanz war z. B. auf Allel-
bedingte Gen-Variationen oder auf abweichende Polyadenylierungsstellen im 3’-terminalen
Bereich der Transkripte und somit auf unterschiedliche 3’-nicht-translatierte Regionen (UTRs)

zuriickzufiihren (Daten nicht gezeigt). Bereits minimale Sequenzunterschiede fithrten durch
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Austausch, Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Base(n) zu einem veranderten
Migrationsverhalten der Fragmente im zweidimensionalen Gelsystem, welches sich in multiplen
Spots iir eine spezifische ds-cDNA widerspiegelte. Hier war insbesondere die Separation nach
GC-Gehalt in der zweiten Dimension entscheidend, wahrend die alleinige Auftrennung nach
Molekulargewicht dieses Auflosungsvermogen nicht aufbringen konnte. Eine unvollstiandige
Rsal-Fragmentierung konnte als Ursache fiir das haufige Auftreten multipler Spots pro ORF
ausgeschlossen werden, da alle analysierten DNA-Fragmente an der ersten Rsal-

Konsensussequenz vom 3’-terminalen Ende eine entsprechende Restriktion aufwiesen.

Die Auswertung der relativen Signalstarke der verschiedenen Spots, die einem ORF zugeordnet
werden konnten, ergab deutliche Unterschiede in der Intensitit (Abb. 15A). Wie in der
Abbildung anhand sechs unterschiedlicher Spots fiir das Gen RBT5 dargestellt, blieb jedoch die
relative Intensitdtsverteilung in den beiden Wachstumsbedingungen (Blastosporen und

Hyphen) konstant.

RBT5-Spot

t T T T T
0 10 20 30 40 50
relative Spotintensitat [%]

M Blastosporen EHyphen

] I =
.|

differentielle Expression [log 2]

RBT5S ASR2 RHD3 SSA2 orf19.4476 APR1

Gen

Abbildung 15: Multiple Spots und ihre Reproduzierbarkeit.

Reproduzierbare Verteilung der relativen Spotintensitit (angegeben in %) von sechs identifizierten RBT5-Spots in
zwei unabhingigen Wachstumsbedingungen (A). Differenzielle Genexpression (als logz-Werte) und die
entsprechenden Standardabweichung als Fehlerbalken von ausgewdhlten Genen mit mehreren Fragmenten (n= 2-6
Spots/Gen) angegeben als Quotient aus dem Durchschnitt der relativen Spotintensitiaten (%V) aller detektierter

Fragmente/Gen/Bedingung wahrend des Hyphenwachstums gegeniiber der Hefebedingung (B).
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Die Verteilung der relative Spotintensitat (angegeben in %) dieser ds-cDNA-Fragmente wurde
als Quotient aus der Spotintensitit (%V) jedes einzelnen Fragments gegeniiber der summierten
Gesamtintensitat aller identifizierten RBT5-Spots (definiert als 100%) fiir jede Wachstums-
bedingung einzeln angegeben. Die beschriebene Konstanz in der Verteilung der Spot-
intensitdten, die auf eine abweichende transkriptionelle Expression der einzelne Fragmente
zuriickgefiihrt werden kann, erlaubt die Ermittlung von robusten quantitativen Angaben zur
differentiellen Genexpression, unabhéngig davon, ob nur ein oder der Durchschnitt von
mehreren Fragmenten eines ORFs zur Analyse verwendet wird. Quantitative Daten zur
differentiellen Genexpression einiger Gene mit mehreren Spots sind in der Abbildung 15B
dargestellt. Dabei wurde der Durchschnittswert der einzelnen Spotintensititen (%V) jedes

Fragments pro Wachstumsbedingung verglichen.

Neben den 29 identifizierten Genen im analysierten C. albicans Transkriptom konnte von den
79 zufallig ausgewahlten Spots ein cDNA-Fragment mit hoher Homologie zum Retrotransposon
der sogenannten LTRmoa-Familie identifiziert werden. Aus der Studie von Goodwin T] et al. ist
bekannt, dass einige Retrotransposons innerhalb ihrer LTR (long-terminal Repeat) nicht nur
eine Promotorsequenz sondern auch Konsensusstellen fiir Polyadenylierungen des gag- und pol-
ORFs aufweisen [Goodwin, T] and Poulter, RT 2000], so dass ihre transkriptionelle Expression
wahrscheinlich ist. Mit der MESSAGE-Technologie konnte dieser Sachverhalt nicht nur bestatigt
werden, es wurde zusatzlich gezeigt, dass diese Expression wihrend der morphologischen
Transition differentiell reguliert wird (s. Tabelle 14). Wahrend des hyphalen Wachstums wurde
dieser Retrotransposon ca. 14- bis 20-fach starker transkribiert als unter der Hefebedingung.
Dieses Beispiel zeigt ferner, dass MESSAGE gegeniiber anderen Verfahren wie DNA-Mikroarrays
einen entscheidenden Vorteil aufweist. Es ist eine offene Technologieplattform, die keiner
vorhergehenden Sequenzinformation bedarf, wodurch sie auch eine Identifizierung von neuen

transkriptionellen Einheiten ermdéglicht.

1.2.3 Identifizierung und de novo-Annotation von neuen transkriptionellen Einheiten

Obwohl im Rahmen dieser Arbeit eine nur vergleichsweise kleine Anzahl differentiell
exprimierter Gene des C. albicans-Transkriptoms analysiert wurde, konnten tiiberraschender-
weise trotzdem mehrere Fragmente identifiziert werden, die keinem bekannten ORF des C.
albicans-Genoms zugeordnet werden konnten. Die DNA-Sequenzen dieser Fragmente wurden
mithilfe von BLAST-Algorithmen dem Chromosom 1 bzw. Chromosom R zugeordnet und ihre

vollstandigen transkriptionellen Einheiten durch zusatzliche 5’-RACE (Rapid Amplification of 5’-
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cDNA Ends)-Experimente bestimmt. Die entsprechende Gesamtlinge von beiden
transkriptionellen Einheiten (unit, TU) lag bei 189 bzw. 165 bp, also deutlich unter der
festgelegten ORF-Annotationsgrenze von 300 bp fir Candida albicans. Aus der heutigen Sicht ist
jedoch nicht klar, ob die beiden Sequenzen zwei neue ORFs zugeordnet werden kénnen oder
moglicherweise zwei nicht-kodierende regulatorische RNA-Einheiten reprasentieren. Mithilfe
des BLASTP-Algorithmus fiir die Identifizierung von Proteinsequenz-Homologie konnte gezeigt
werden, dass zumindest die TU1l eine Homologie zu Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-
Proteinen wie Rbrlp (orf19.535) oder Ecm33p (orf19.3010.1) aufweist. Die Identifizierung und

de novo-Annotation einer neuen transkriptionellen Einheit ist in der Abbildung 16 dargestellt.
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- ]
CCE1, Putative Holliday junction resolving enzyme

5‘RACE 5'RACE:115674-115807
—

neue transkriptionelle Einheit [TU] TUA15611-115775
[ ]

Abbildung 16: De novo-Annotation einer neuen transkriptionellen Einheit in C. albicans.

Identifizierung eines differentiell regulierten Fragments nach zweidimensioneller Separation mithilfe der MESSAGE-
Technologie, die nach der Sequenzierung keinem bekannten ORF zugeordnet werden konnte (A). Die gegeniiber
Blastosporen starkere Expression des Transkripts unter hyphalen Wachstumsbedingungen wurde zusatzlich mit Hilfe
der Northern Blot-Analyse bestétigt (B). Ausschnitt einer 4-kb langen Region des Chromosoms R von C. albicans, in
der die neu-identifizierte, transkriptionelle Einheit (TU) im Assembly 21 keinem annotierten ORF entsprach. Die

Existenz sowie die vollstandige Transkriptlinge wurde mithilfe der 5’-RACE-Experimente bestatigt (C).
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1.2.4 Validierung der MESSAGE-Technologie mit unabhingigen Verfahren

Von entscheidender Bedeutung fiir die Etablierung und Eignung einer neuen Technologie ist
die Qualitiat und Reproduzierbarkeit von quantitativen Daten. Solcher Nachweis beruht meistens
auf einem Vergleich der generierten Datensédtze mit unabhangigen Methoden und wird durch die
Angabe statistischer Kenngrofien wie z. B. Mittelwert, Standardabweichung und/oder

Korrelationskoeffizient erbracht.

Die Validierung der mit dem MESSAGE-System gewonnene Expressionsdaten erfolgte mit Hilfe
von bereits etablierten Verfahren fiir differentielle Genexpressionsanalysen wie quantitative
Real-Time PCR (qRT-PCR) und DNA-Mikroarrays. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit wurde fiir
alle drei Methoden die identische RNA des als Blastospore und als Hyphe wachsenden klinischen
Isolats SC5314 von C. albicans herangezogen und von diesen entweder genomweite
Transkriptionsprofile (DNA-Mikroarrays) erstellt oder mit qRT-PCR fiir 21 ausgewadhlte
Transkriptionseinheiten das Expressionsverhalten bestimmt. Fiir die Analyse wurden zwei
biologische Experimente (gekennzeichnet als Exp. I und Exp. II) mit jeweils zwei technischen
Replikaten herangezogen. Der entsprechende Regulationsfaktor wurde sowohl als Quotient der
Expression unter hyphalen Bedingung gegeniiber der Hefeform, sowie fiir eine bessere
Vergleichbarkeit der verschiedenen Methoden als entsprechenden log,-Werte angegeben. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 14 zusammenfassend gegeniibergestellt. Die Regulationswerte
fiir die beiden neu annotierten Transkriptionseinheiten (TU1 und 2) sowie fiir die LTR konnten
mit den beiden Referenzmethoden (qRT-PCR und DNA-Mikroarrays) nicht bestimmt werden, da
die Fragmente nur relativ kurze Sequenzlidnge aufwiesen und somit fiir die Analyse weder

passende Sonden noch Oligonukleotide gefunden werden konnten.

Die vergleichende Auswertung ergab eine auffallend hohe Korrelation der Daten zwischen den
unterschiedlichen = Technologieplattformen. Der  Pearson-Korrelationskoeffizient  der
Expressionsdaten von MESSAGE verglichen mit DNA-Mikroarrays und qRT-PCR lag bei 0,871
bzw. 0,939 (s. Abbildung 17). Besonders interessant war die Tatsache, dass die Daten von
beiden PCR-basierten Verfahren verglichen mit Mikroarrays mit Werten von 0,871 und 0,873
auflerst ahnliche Korrelationskoeffizienten aufwiesen (Abb. 17C). Dies zeigte sich auch in der
vergleichbar einheitlichen linearen Steigung der Regressionsgeraden von 1,018, was auf den

dhnlichen dynamischen Bereich von MESSAGE und qRT-PCR hindeutete (Abb. 17B).
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Auf der anderen Seite war ein charakteristischer Kompressionseffekt der Hybridisierung-
basierten DNA-Mikroarrays zu beobachten, wenn die differentiellen Genexpressionsdaten mit
MESSAGE und/oder qRT-PCR verglichen wurden. Die Steigung der Regressionsgeraden lag in
diesem Fall bei 0,545 bzw. bei 0,502 (vgl. Abb. 17B und C).

Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse eine sehr hohe Korrelation der MESSAGE-

generierten Daten zu qRT-PCR.
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Abbildung 17: Validierung von MESSAGE mit unabhangigen Methoden wie DNA-Mikroarrays und qRT-PCR.

Die Korrelation der logz-Werte der differentiellen Expression zwischen MESSAGE und qRT-PCR (schwarze Quadrate)
und zwischen MESSAGE und DNA-Mikroarrays (offene Kreise), sowie die zugehorigen lineare Regressionsgeraden x
und y im gleichen Streudiagramm (A). Graphische Darstellung der Korrelation der logz-Werte zwischen MESSAGE und
DNA-Mikroarrays (offene Kreise), sowie zwischen qRT-PCR und DNA-Mikroarrays (schwarze Kreise) mit den
entsprechenden Regressionsgeraden y und z (B). Angaben zu entsprechenden Pearson-Korrelationskoeffizienten sind

als rxyz sowie die jeweilige Steigungen der jeweiligen Regressionsgeraden als sxyz angegeben (C).

Interessant war in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, dass die MESSAGE-Technologie
vergleichbare und stark reproduzierbare Ergebnisse zeigte, selbst wenn nur geringe Mengen an
RNA als Ausgangsmaterial verwendet wurden. So konnte die anfangliche RNA-Konzentration fiir
die cDNA-Synthese bis auf 10 ng reduziert werden, ohne dass die Qualitit der Ergebnisse
kompromittiert wurde. So lag der Pearson-Korrelationsfaktor fiir technische Replikate bei einer
Ausgangsmenge von 10 ng bei 0,983, vergleichbar mit dem Korrelationskoeffizienten von 0,985

fiir 1 pg (Daten nicht gezeigt).
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1.2.5 Differentielle Genexpressionsanalyse wihrend der morphologischen Transition in

Candida dubliniensis

Wie bereits beschrieben, ist neben Candida albicans auch Candida dubliniensis in der Lage
einen Morphologiewechsel einzugehen und von der sphéarischen Blastospore zu filamentdsen
Formen wie Hyphen oder Pseudohyphen auszuwachsen. Unter in vitro-Bedingungen findet
dieser Wechsel im Gegensatz zu C. albicans jedoch nur unter aufierst ndhrstoffarmen
Umweltbedingungen statt, wie z. B. Wasser supplementiert mit 10% (v/v) fotalem Kalberserum
(FCS) (vgl. Abb. 2). Die Umgestaltung der Morphologie unterliegt grofden Verdanderungen der
Genexpression, die jedoch in C. dubliniensis - im Gegensatz zu C. albicans - aufgrund von
fehlenden C. dubliniensis-spezifischen DNA-Mikroarrays zum Zeitpunkt dieser Arbeit genomweit
nicht analysiert werden konnten. Somit ist dies die erste Studie, die in C. dubliniensis mithilfe der
MESSAGE-Technologie spezifische Transkriptionsprofile beschreibt. Von 56 identifizierten
Genen waren 36 wahrend der morphologischen Transition von der Hefe zur hyphalen
Wachstumsform in ihrer Expression differentiell reguliert. Die entsprechenden
Regulationsfaktoren sind als logz-Werte in der Tabelle 15 zusammengefasst. Wie in C. albicans
wurden die Expressionswerte einiger Transkripte mittels qRT-PCR validiert.

Vergleichend mit Genexpressionsanalysen von C. albicans konnten auch in C. dubliniensis eine
Gruppe von Genen als differentiell identifiziert werden, deren Proteine an der Zelloberflache
lokalisiert sind, was darauf hindeutet, dass wahrend der Morphogenese die Oberflache
modifiziert wird. Dazu gehoren Proteine wie CdRbt5p, Cdlhdlp oder CdPga38p, deren
Homologe in C. albicans eine (mo6gliche) GPI-Ankersequenz aufweisen und somit kovalent an der
Zellwand verkniipft sind, sowie weitere Zelloberflichen-Proteine wie die 1,3--
Glucanosyltransferase CdPhr2p, das Oberflichenantigen CdCsa2p oder die sekretierte Lipase
CdLip5p. Fiir manche Gen-Homologe in C. albicans wie z. B. das fiir RBT5 ist eine Serum-
induzierte Expression in hyphalen Zellen (vgl. z. B. Tabelle 14) oder im Allgemeinen eine
starkere Regulation in den Hyphen (vgl. IHD1) bereits beschrieben worden und ist somit in
beiden Candida-Arten vergleichbar [Nantel, A et al. 2002; De Groot, PW et al. 2003].

Wie in den Transkriptionsanalysen von C. albicans wurden auch in C. dubliniensis mit der
MESSAGE-Technologie neue transkriptionelle Einheiten (TU) identifiziert und durch RACE-
Experimente bestétigt, die im Genom von C. dubliniensis noch nicht annotiert waren.
Sequenzanalysen ergaben, dass eine TU (pot. TU1) mit PGA48 einen entsprechenden Homolog in
C. albicans hatte (vgl. Tab. 15), dessen Protein wie weitere Mitglieder der Pga-Familie eine GPI-
Ankersequenz aufwies und dadurch zu Zellwand-Proteinen dazugezahlt werden konnte. Die
zweite Transkriptionseinheit (pot. TU2Z) zeigte eine signifikante Homologie zum Tca2-

transposablen Element mit einer noch unbekannten Funktion.
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Tabelle 15: Differentiell regulierte Gene des C. dubliniensis Wildtypstammes wihrend des Hefe-Hyphe Ubergangs*

Identifizierter ORF Homologe in Candida albicans MESSAGE qRT-PCR
Kohlenhydrat-Metabolismus
Cd36_46050 0rf19.2877 PDC11 Pyruvatdecarboxylase -4,907 -3,325
Cd36_41790 0rf19.4602 MDH1-1  mitochondrielle Malatdehydrogenase -1,377
Cd36_46580 0rf19.3097 PDA1 Pyruvatdehydrogenase 1,212
Cd36_09130 0rf19.4833 MLS1 Malat-Synthase 1,455
Cd36_32310 0rf19.1860 LSC2 beta-Untereinheit der Succinat-CoA Ligase 1,457
Cd36_30420 0rf19.638 FDH1 Formiatdehydrogenase 1,522 2,961
Cd36_01550 0rf19.3358 LSC1 Untereinheit der Succinat-CoA Ligase 1,760 1,267
Cd36_17740 0rf19.5806 ALD5 NADP+-Aldehyddehydrogenase 2,721
Strukturelle Einheit des Ribosoms
Cd36_22240 0rf19.2179.2 RPS10 Einheit des Ribosoms -3,788
Cd36_41520 0rf19.4632 RPL20B  Einheit des Ribosoms -1,726
Cd36_00190 0rf19.6085 RPL16A Einheit des Ribosoms -1,552
Cd36_50070 0rf19.5698 Einheit des Ribosoms -1,071
Zellwand /Zelloberfliche
Cd36_00220 0rf19.6081 PHR2 1,3-beta-Glukanosyltransferase -3,145 -3,857
Cd36_42320 0rf19.2758 PGA38 GPI-Anker Protein, Funktion unbekannt -2,497
Cd36_72520 0rf19.5179 LIP5 sekretierte Lipase 1,019
Cd36_46390 0rf19.3117 CSA2 vorhergesagtes Zelloberflachen-Antigen 1,192
Cd36_27050 0rf19.2613 ECM4 mogl. Glutathione S-Alkyl Transferase 1,284 1,968
Aktivitat
Pot. TU1 0rf19.6321 PGA48 mogl. GPI-Anker Protein mit unbekannter 1,516 1,672
Funktion
Cd36_64370 0rf19.5760 IHD1 mogl. GPI-Anker Protein mit unbekannter 2,118
Funktion
Cd36_40190 0rf19.5636 RBT5 GPI-Anker Zellwandprotein 7,818
Allgem. oder Vesikeln-vermittelter Transport
Cd36_15930 0rf19.2021 HGT8 Zuckertransporter -1,781
Cd36_52110 0rf19.4236 RET2 mogl. Vesikel-vermittelter Transport vom -1,327 -0,689
ER zu Golgi
Cd36_28770 0rf19.4384 HXT5 Zuckertransporter 4,794 4,956
Biosynthese
Cd36_17870 0rf19.5788 EFT2 Elongationsfaktor 2 (eEF2); GTPase -1,549 -0,943
Cd36_80690 0rf19.5379 ERG4 Ergosterolbiosynthese -1,442
Cd36_55010 0rf19.4040 ILV3 Isoleucin und Valin-Biosynthese -1,414
Cd36_15230 0rf19.2107.1 STF2 ATP-Biosynthese 3,012
Signaltransduktion
Cd36_72730 0rf19.5148 CYR1 Adenylatcyclase 1,924
Cd36_22420 0rf19.1354 UCF1 unbekannte Funktion, cAMP induziert 3,439
wahrend des filamentésen Wachstums
Verschiedenes
Cd36_30720 0rf19.5285 PST3 mogliches Flavodoxin -2,106
Pot. TU2 Homolog zum Tca2-transposabl. Element -1,703 -1,550
Cd36_83880 0rf19.6925 HTB1 Histon H2B 1,956 1,153
vorhergesagter ORF
Cd36_81460 0rf19.1691 -3,218
Cd36_03300 0rf19.3053 -1,944 -2,394
Cd36_70560 0rf19.7085 2,660
Cd36_26250 0rf19.3230 2,893
Cd36_10510 0rf19.2296 vergleichbar mit Mucinen 3,067

*Als differentiell wurden die Gene angesehen, die im Vergleich zum Hefe-Wachstumsform mindestens 2-fach hoch- oder runterreguliert waren
(Angaben als logz-Werte). Negative logz-Werte entsprachen einer induzierten Expression unter der Hefebedingungen (YPD), wahrend positive Werte
eine starkere Expression unter hypheninduzierenden Bedingungen (H20+Serum) darstellen. Zur systematischen Bezeichnung der identifizierten ORFs
wurde die Candida dubliniensis GeneDB herangezogen. Fiir eine Auswahl von Genen wurden die Regulationswerte mittels der quantitativen RealTime-

PCR (qRT-PCR) validiert.



102 ERGEBNISSE

Aufgrund von unterschiedlichen Nahrstoffverhdltnissen unter den beiden untersuchten
Wachstumsmedien konnten zahlreiche Gene als differenziell identifiziert werden, die zum
Kohlenhydrat-Metabolismus gezdhlt werden. Unter ndhrstoffarmen Bedingungen des Wassers
findet insbesondere in den hyphal-wachsenden Zellen eine Induktion des Citrat- und des
Glyoxylatzykluses statt, wodurch sowohl die Energieproduktion der Zelle wie auch die
Kohlenhydratbiosynthese gewihrleistet werden soll. Eine Ubersicht der metabolischen Prozesse
mit allen identifizierten Genen, die wahrend der Hypheninduktion in Wasser supplementiert mit

10% FCS gegeniiber dem Vollmedium differenziell reguliert waren, sind in der Abbildung 18

dargestellt.
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Abbildung 18: Ubersicht der Stoffwechselwege des Kohlenhydratmetabolismus.

Schematische Ubersicht der Stoffwechselwege sowie von denjenige Genprodukten, die in C. dubliniensis unter
hypheninduzierenden Bedingungen des Wasser supplementiert mit 10% FCS verglichen mit Vollmedium (YPD) mit
der MESSAGE-Technologie als differenziell-reguliert identifiziert werden konnten. Rot markierte Enzyme (mit dem
Pfeil nach oben) stellen eine mind. 2-fache Induktion in Hyphen dar, wihrend griin -markierte Proteine eine mind. 2-

fach starkere Expression der Gene unter Hefebedingung bedeuten.
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Entscheidend fiir die metabolische Aktivitat der Zelle unter diesen Minimalbedingungen ist die
erhohte Produktion von Acetyl-CoA, das als zentrales Intermediat fiir alle folgenden
Stoffwechselaktivititen des Energie- und Kohlenhydratmetabolismus von entscheidender
Bedeutung ist. Acetyl-CoA entsteht bei verschiedenen Stoffwechselvorgingen z. B. iiber die
oxidative Decarboxylierung des Pyruvats, das mithilfe von mehreren Enzymen (u. a. Pdalp) des
mitochondriellen Pyruvatdehydrogenase-Komplexes vollzogen wird oder wiahrend des
zytosolischen Fermentationsprozesses von C2-Einheiten wie Ethanol iiber eine Umwandlung
des Acetaldehyds durch die Aldehyddehydrogenase Ald5p zuerst zu Acetat, anschlieféend zu
Acetyl-CoA [Strijbis, K and Distel, B 2010]. Da die Expression der zytosolischen
Pyruvatdecarboxylase Pdc11p in C. dubliniensis unter den hypheninduzierenden Bedingungen
signifikant (ca. 30-fach) runterreguliert wurde, ist davon auszugehen, dass das Acetaldehyd
nicht durch die Decarboxylierung des Pyruvats gebildet wurde, sondern bei diesen Bedingungen

aus C2-Komponenten synthetisiert worden ist.

Ausgehend von Acetyl-CoA findet sowohl zur Energiegewinnung wie auch zur
Kohlenhydratbiosynthese sowohl in den Mitochondrien wie auch in den Peroxisomen der Zellen
eine Induktion des Citrat- bzw. des Glyoxylatzykluses statt. Wahrend des Glyoxylatzykluses
werden zwei Acetyl-CoA-Einheiten zu einer C4-Einheit (entweder direkt zu Succinat oder
indirekt Uber Glyoxylat zu Malat) umgewandelt. Succinat wird anschlieflend zu den
Mitochondrien transportiert und steht dort dem Citrat-Zyklus fiir die Energieproduktion zur
Verfiigung. Dies erklart auch die 8-fache STFZ-Induktion unter hyphalen Bedingungen, dessen
Genprodukt fiir die ATP-Biosynthese verwendet wird. Ein weiteres Produkt des
Glyoxylatzykluses Malat wird dagegen zum Oxalacetat oxidiert, das entweder durch die
Kondensation mit einem weiteren Molekiil Acetyl-CoA eine weitere Zyklusrunde einleitet oder
in das Zytosol transportiert wird, wo es in dieser Form als Vorlaufer fiir die Gluconeogenese
verwendet werden kann. Diese spezifische transkriptionelle Antwort zeigt sich dadurch, dass in
den Hyphen ein Schliisselenzym des Glyoxylatzykluses wie die Malat-Synthase Mls1p ca. 3-fach
starker exprimiert wird als in den Blastosporen. Die geringere Expression des Gens fir die
mitochondrielle Malatdehydrogenase MDH1-1, die im Citratzyklus die Oxidation von Malat zu
Oxalacetat katalysiert, ist ein weiterer Hinweis, dass das Succinat aus dem Glyoxylatzyklus in
den Citratcyclus eingespeist wird. Hinweise auf die verstarkte Induktion des Citratzyklus ist die
Aktivierung von LSC1 und LSCZ2, die fiir die beiden Untereinheiten der Succinat-CoA Ligase

kodieren.
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Ein weiterer Hinweis, dass die Zellen unter diesen ndhrstoffarmen Bedingungen auf die
Energiegewinnung angewiesen waren, ist die Tatsache, dass zahlreiche anabolische Prozesse,
wie die Protein-, Zellmembran- und Aminosdurebiosynthese, die Energie fiir die Synthese
bendétigen, unter den hyphalen Bedingungen stark reprimiert waren. Dazu gehoérten Gene, die
sowohl fiir die strukturellen ribosomalen Untereinheiten wie RPS10, RPLZ20B oder RPL16A
kodieren oder als Elongationsfaktoren z. B. Eft2p wie auch Transportproteine (z. B. Ret2p) fiir
den Proteinaufbau und -transport notwendig waren. Auch Gene fiir die Ergosterol- (ERG4) oder
die Isoleucin- und Valinbiosynthese (ILV3) waren in hyphalen Zellen - verglichen mit

Blastosporen - beinahe um das 3-fache reprimiert.

Die morphologischen Transition von der Hefe zur hyphalen Wachstumsform wird in C. albicans
vor allem durch den intrazelluliren cAMP-Spiegel - vermittelten Proteinkinase (PKA) -
Signaltransduktionsweg reguliert [Selmecki, A et al 2006; Biswas, S et al 2007]. Dieser
Signalweg scheint auch fiir die Induktion der Morphogenese in C. dubliniensis verantwortlich zu
sein. Trotz der stichprobenartigen Identifizierung von differentiell regulierten ds-cDNA-
Fragmenten, konnten zwei Transkripte bestimmt werden, die zu diesem Signalweg zugezahlt
werden konnen. Dazu gehort das CdUCF1, dessen Homolog in C. albicans cAMP-abhingig
wahrend des filamentosen Wachstums induziert ist, sowie das Transkript fir die
Adenylatcyclase Cyrlp. Beide Gene zeigen unter filamentdsen Bedingungen eine etwa 4- bis 9-

fache Induktion.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass gravierende Anderungen der Nahrstoffverhiltnisse in
C. dubliniensis globale Genexpressionsdnderungen hervorrufen, die den Morphologiewechsel
auslésen. Die molekulare Regulation von diesen morphologischen Prozessen sollte nun im

Folgenden ndher untersucht werden.
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[I. Molekulare Regulation morphogenetischer Prozesse in

Candida dubliniensis

Zellulare, reversible Differenzierungsprozesse in (Hemi-)Ascomyceten werden u. a. durch eine
konservierte Klasse von Transkriptionsfaktoren reguliert, die zu den sog. APSES-Proteinen
gezahlt werden [Ramirez-Zavala, B and Dominguez, A 2008; Shelest, E 2008]. Mitglieder der
APSES-Familie (z. B. Asm1p von Neurospora crassa, Sok2p von Saccharomyces cerevisiae oder
Efglp von Candida albicans) besitzen eine charakteristische DNA-Bindedomaine, die eine
basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-Struktur aufweist [Dutton, JR et al. 1997]. Inwieweit APSES-
Proteine auch in C. dubliniensis konserviert sind und welchen Einfluss sie auf die Induktion

morphogenetischer Prozesse dieses Pilzes haben, wurde im folgendem untersucht.

II.1 Identifizierung von APSES-Proteinen in Candida dubliniensis

Um die APSES-Domidne bestimmen zu koénnen, wurden die bereits charakterisierten
Familienmitglieder anderer Pilze wie Efglp und Efh1p von C. albicans, Sok2p und Phd1p aus S.
cerevisiae, Asm1p von N. crassa sowie StuAp von Aspergillus nidulans mithilfe des COBALT-
Algorithmus (Multiple Alignment, NCBI) nach konservierten, homologen Aminosiuren
angeordnet [Papadopoulos, JS and Agarwala, R 2007]. Obwohl sich die entsprechenden Proteine
sowohl in der Lange wie auch in der Gesamtsequenz erheblich unterschieden, zeigten sie jedoch
einen ca. 100 AS-langen, hoch-konservierten Bereich, der der basischen Helix-Loop-Helix-
Domaéne zugeordnet werden konnte. Abbildung 19 zeigt das Sequenz-Logo mit 56 identischen

Aminosduren dieser Domaéne in allen analysierten Proteinen.

weblogo herheley ey

Abbildung 19: Sequenz-Logo der konservierten APSES-Domiine.

Alle 6 unterschiedliche APSES-Proteine wiesen in ihrer Sequenz eine 101 AS lange, basische Helix-Loop-Helix-
Domane auf. Das Sequenz-Logo (erstellt mit WebLogo, http://weblogo.berkeley.edu/) charakterisiert die
konservierten Aminosauren (gekennzeichnet als einzelne Buchstaben) oder weniger stark konservierte Aminosduren

(mehrere Buchstaben libereinander) fiir alle verglichenen Proteinsequenzen.
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Fiir die Identifizierung homologer APSES-Proteine in C. dubliniensis wurde die
Konsensussequenz aus 100%-konservierten Aminosduren der bHLH-Domane (s. oben) mithilfe
des BLASTp-Algorithmus mit der Proteomdatenbank von C. dubliniensis abgeglichen. Es konnten
zwei Proteine identifiziert werden, die mit einer statistisch signifikanten Wahrscheinlichkeit (E-
value von 107) 75% der Suchsequenz dieser APSES-Domane abdecken konnten. Diese
Proteinsequenzen konnten sowohl der systematischen Gen-Bezeichnung Cd36_20730
(Chromosom 2) wie auch Cd36_33560 (Chromosom R) zugeordnet werden, die hohe
Sequenzhomologie mit dem Efh1p bzw. Efglp von C. albicans aufwiesen.

Aufgrund seiner Bedeutung fiir die Regulation der Morphogenese in C. dubliniensis, die im
weiteren Verlauf dieser Arbeit gezeigt werden, wird im Folgenden die Bezeichnung Moml

(Modulator of Morphogenesis 1) fiir Cd36_33560 verwendet.

I1.2 Funktionelle Charakterisierung des APSES-Proteins Mom1p in C. dubliniensis

Wie bereits durch differenzielle Genexpressionsstudien gezeigt werden konnte, findet
wahrend der morphogenetischen Transition von der sphéarischen Blastospore zur hyphalen
Wachstumsform in C. dubliniensis — vergleichbar mit der Situation in C. albicans - eine starke
Induktion des cAMP-PKA-Signaltransduktionsweges statt. Da in C. albicans das APSES-Protein
Efgl den entscheidenden Transkriptionsfaktor dieses Signalweges darstellt, wurde der
entsprechende Homolog in C. dubliniensis (Mom1p) beziiglich seiner Fahigkeit zur Regulation

morphogenetischer Prozesse funktionell charakterisiert.

I1.2.1 Deletion von MOM1 (Cd36_33560) in C. dubliniensis

i) Genomlokus von MOM1

Die Abbildung 20 zeigt in der Ubersicht einen Ausschnitt des MOM1 (Cd36_33560)-Genlokus
auf dem Chromosom R des C. dubliniensis Stammes CD36. Besonders auffallend sind die
unterschiedlich lange intergenomische Bereiche upstream und downstream des MOM-Gens. So
ist die upstream-Promotorregion bis zum nichstliegenden ORF mit 9514 bp sehr lang,
wohingegen bereits nach ca. 980 bp hinter dem MOMI-Stoppcodon ein sog. Pseudo-Gen
(Cd36_33565) lokalisiert ist. Die als flankierende Regionen FR1, FR2 und FR3 bezeichneten
Bereiche wurden fiir die Konstruktion der Deletions- und Reintegrationsstimme verwendet
(siche Abb. 21). Mit einer durschnittlichen Linge von ca. 410 bp waren sie fiir eine

ortsspezifische Integration ausreichend.
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Abbildung 20: Genlokus von MOM1 (Cd36_33560).

Schematische Darstellung eines Genomausschnitts aus Chromosom R des C. dubliniensis-Wildtypstammes CD36, auf
dem das MOM1 (Cd36_33560) lokalisiert ist, das durch den ORF Cd36_33550, dem Pseudogen Cd36_335651) und
einem weiteren Gen Cd36_33570 umgeben wird. Die entsprechenden Bereiche auf dem Chromosom werden durch
die Zahlen iiber den ORFs angegeben. FR1, FR2 und FR3 (FR = flankierende Region) kennzeichnen die Position und
die jeweilige Linge der Bereiche, die fiir die Deletion (und Reintegration) von MOM1 (Cd36_33560) verwendet

worden sind. Die Positionsangaben unterhalb der Abbildung beziehen sich auf das Startcodon des MOM1.

ii) Prinzip der ortspezifischen Gendeletion im diploiden Genom von Candida dubliniensis

Die Konstruktion der Deletionsstimme erfolgte im diploiden Genom von C. dubliniensis
mithilfe des SATI1-Flipper-Systems [Reuss, O et al 2004], mit dem in C. albicans bereits
zahlreiche Gene deletiert worden sind. Im Gegensatz zu anderen Deletionssystemen wie z. B. der
URA3-Flipperkassette nitzt der SATI-Flipper mit Nourseothricin einen dominanten

Selektionsmarker aus, wodurch eine Geninaktivierung im Wildtyp-Hintergrund méglich wird.

Der Aufbau der pSFS2A-Deletionskassette ist in der Abbildung 21A dargestellt. Es besteht aus
einem an Candida adaptierten Nourseothricin-Resistenzgen caSAT1 als Selektionsmarker und
einem Rekombinasegen caFLP, das unter der Kontrolle des induzierbaren MALZ-Promotors
sowie einer terminalen Aktin-Sequenz steht. Die Kassette ist an beiden Seiten durch 34-bp lange
Minimalsequenzen der FLP-Rekombinase (FRT, FLP-Rekombinase recognition target, FLP-
Erkennungszielsequenz) flankiert, an welche die Rekombinase bindet. Durch diese Interaktion
wird der gesamte Bereich innerhalb dieser beiden FRT-Abschnitte vollstindig aus dem Genom

entfernt.

Das Prinzip der sequentiellen Gendeletion kann wie folgt erklart werden: zuerst werden
Deletionsplasmide hergestellt, indem upstream und downstream-Sequenzen des Zielgens an
beide Seiten der SATI-Flipperkassette kloniert werden. Wahrend der Transformation von C.
dubliniensis mit dem linearisierten Insert (nach Restriktionsspaltung des Deletionsplasmids mit

geeigneten Enzymen) findet aufgrund dieser flankierenden Bereiche eine ortsspezifische
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Intergration und aufgrund einer homologe Rekombination ein direkter Austausch der Kassette
mit einem Allel des Zielgens statt. Die Selektion von Transformanten erfolgt anschliefdend in
Gegenwart von Nourseothricin (sowohl fiir C. dubliniensis wie C. albicans bei einer

Konzentration von 200 pg/ml Nou), da positive Klone das Resistenzgen SAT1 aufweisen.

Um den Selektionsmarker in einer weiteren Transformationsrunde niitzen und somit auch das
zweite, noch intakte Allel des gleichen Gens deletieren zu kénnen, werden Stdmme mit einer
korrekten Insertion der Flipperkassette fiir einige Stunden im Medium mit Maltose angezogen.
Unter diesen Bedingungen wird der MALZ-Promotor induziert, was zur Expression der FLP-
Rekombinase fiihrt. Diese fiihrt zu einer ortsspezifischen Rekombination, bei der die beiden im
SATI1-Flipper enthaltenen FRT-Sequenzen miteinander verknilipft werden und die
Deletionskassette auf diese Weise bis auf eine FRT-Sequenz vollstindig aus dem Genom
herausgeschnitten wird. Verglichen mit dem resistenten Ausgangsstamm konnen die
heterozygoten, Nourseothricin-sensitiven Derivate aufgrund ihrer deutlich reduzierten
Koloniegrofde auf Platten mit einem geringen Selektionsdruck (bei C. dubliniensis max. 5 pg/ml
Nou; bei C. albicans 20 pg/ml Nou) identifiziert werden. Eine zweite Integrationsrunde und
nachfolgende Entfernung der Flipper-Kassette fiihrt zur Herstellung homozygoter
Deletionsstdmme, die sich vom Wildtypstamm durch die zwei entfernete Allele des Zielgens und

jeweils eine verbliebene FRT-Sequenz unterscheiden.

iii) Konstruktion der MOM1- Deletionsstdimme

Die Deletion des APSES-Proteins Momlp (Cd36_33560) im Klinischen Isolat CD36 von C.
dubliniensis erfolgte mithilfe von zwei Deletionskassetten, die folgendermafien hergestellt
wurden. Zuerst wurde die 3’-terminale flankierende Region FR2 von MOM1 (Nukleotidposition
von +1781 bis +2182 beziiglich des MOMI-Startcodons, vgl. Abbildung 20) anhand der
genomischen DNA des C. dubliniensis CD36-Stammes mit den beiden Oligonukleotiden
FR2_for_Notl und FR2_rev_Sacll amplifiziert. Dieser DNA-Fragment (401 bp) wurde in die
Notl/Sacll-Schnittstelle des pSFS2A-Plasmids kloniert und so das Plasmid pMB2 generiert.
Anschliefend wurden zwei verschiedene 5’-Bereiche des MOM1-Gens, FR3 (Positionen -1,215
bis -777) und FR1 (-571 bis -167) mithilfe der PCR und den Oligonukleotiden FR3_for_Kpnl und
FR3_rev_Xhol bzw. FR1_for_Kpnl und FR1_rev_Xhol vervielfdltigt und jeweils in das Kpnl/Xhol
geschnittene Plasmid pMB2 integriert, um so die Deletionsplasmide pMB23 und pMB21
herzustellen. Die so konstruierten Deletionskassetten wurden mit Kpnl und Sacll aus den
Plasmiden ausgeschnitten und der gesamte Ansatz in die entsprechende C. dubliniensis-Stimme

transformiert.
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Abbildung 21: Schematischer Ubersicht der MOM1-Deletions- und Reintegrationssstamm-Herstellung.

(A) Aufbau der beiden Flipper-Kassetten SAT1-FLIP_1 und SAT1-FLIP_2 der Plasmide pMB23 bzw. pMB21, die fiir
die Deletion beider Allele des MOM1 eingesetzt wurden. Angegeben sind nur die relevante Restriktionsenzym-
Schnittstellen: K-Kpnl; Xh-Xhol; N-Notl; Scll-Sacll. Die beiden Deletionskassetten unterschieden sich durch die zwei
flankierenden Regionen (FR3 und FR1), die verschiedene 5"-Bereiche des MOM1-Gens reprasentieren, wohingegen die
3’-terminale FR2-Region in beiden Kassetten identisch war. Diese flankierenden Regionen waren fiir die Konstruktion
der Deletionsstimme entscheidend, da durch homologe Rekombination der gesamte Bereich zwischen FR1/3 und
FR2 durch die Kassette ausgetauscht wird. Heterozygote bzw. homozygote mom1A-Deletionsstimme entstanden
durch das ,Ausflippern“ der integrierten Kassetten im Maltose-Medium. Kleine schwarze Pfeile markieren die
Restriktionspositionen von BglIl in den unterschiedlichen Konstrukten. Wird FR2 als Sonde fiir den Southern Blot
verwendet, kann aufgrund von unterschiedlich langen DNA-Fragmenten, die korrekte Insertion der Kassetten sowie
die MOM1-Deletion kontrolliert werden.

(B) Konstruktion der Reintegrationsstimme mit der Flipper-Kassette (FR1-MOM1_FLIP) vom Plasmid pCG24. Die
Zahlen geben die Position beziiglich des MOM1-Startcodons an.

(C) Uberpriifung der mom1A-Deletions- und Reintegrationstimme
Der Nachweis der korrekten Insertion der Flipper-Kassette in beide Allele von MOM1, sowie die richtige Reintegration
der Kassette erfolgte mit der Southern Blot Analyse. Die detektierten Banden entsprachen der erwarteten Langen der
DNA-Fragmente (wie in der Teilabbildung (A) berechnet), wobei die genomische DNA mit Bglll geschnitten und die
FR2-Sonde fiir die Analyse verwendet wurde.

CD36:MOM1/MOM1; DBL52: mom1A+SAT1-FLIP/MOM1; DBL525: mom14/MOM1;
DBL27: mom14/mom1A+SAT1-FLIP; DBL275: mom14/mom1A4; DGL12: mom14/MOM1- SAT1-FLIP;
DGL122: mom14/MOM1

Dabei wurde fiir die Deletion von beiden MOM1-Allelen in der ersten Transformationsrunde
die Flipper-Kassette SAT1-FLIP_1 (pMB23) verwendet, die zweite Transformationsrunde
erfolgte mit dem Deletionskonstrukt SAT1-FLIP_2 des Plasmids pMB21 (Abbildung 21A). Durch
dieses Vorgehen konnte wihrend der ersten Transformationsrunde ein lingerer Abschnitt
(Position -777 bis +1781 beziiglich des MOM1-Startcodons), der auch die FR1-Region
beinhaltete, aus dem Genom von C. dubliniensis deletiert werden. Da die homologe
Rekombination wahrend der zweiten Transformationsrunde an dieser FR1- und der FR2-Region
(Position -167 bis +1781) stattfand, konnte auf diese Weise die Moglichkeit einer Reintegration
der zweiten Deletionskassette in das erste Allel deutlich reduziert und die Wahrscheinlichkeit
einer spezifischen, homologen Rekombination am richtigen Genlokus des zweiten Allels erhoht
werden. Positive Transformanten wurden auf dem YPD-Medium mit 200 pg/ml Nourseothricin
selektiert und fiir die Bestitigung einer korrekte Integration in das entsprechende Genlokus

sowohl mittels Kolonie-PCR wie auch Southern-Blot-Analyse tiberpriift.
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iv) Konstruktion der MOM1- Reintegrationsstdmme

Um sicherzustellen, dass die Phdnotypen auf die spezifische Deletion von MOMI
zuriickzufiithren waren und nicht auf den Stammbherstellungsprozess - z. B. durch zusatzliche
Rekombination der Kassette an anderem Genort, wurde zur Kontrolle eine funktionelle Kopie
von MOM1 in das Genom wieder reintegriert. Nur wenn sich auf diese Weise der eventuell zu
beobachtende Phanotyp wieder revertiert werden konnte, waren Riickschliisse auf die Funktion
des Gens moglich.

Fiir die Reintegration von MOMI1 am urspriinglichen Genort des homozygoten
Deletionsstammes wurden ein Kpnl-Xhol DNA-Fragment (Nukleotidpositionen von -571 bis
+1662) amplifiziert, der neben der FR1-Region auch den gesamten MOMI-ORF inklusive
Stoppcodon und einigen Nukleotiden der Terminatorsequenz umfasste. Als Matritze flir das
DNA-Fragment diente der C. dubliniensis Wildtypstamm CD36, der mit den Oligonukleotiden
FR1_for_ Kpnl und Rev_MOM1_Xhol mittels der Phusion High Fidelity DNA-Polymerase
vervielfaltigt worden ist. Dieser Kpnl-Xhol DNA-Fragment wurde anstelle der FR1-Sequenz im
pMB2-Plasmid integriert und auf diese Weise das Plasmid pCG24 mit der FR1-MOM1_FLIP-
Reversionskassette generiert (Abbildung 21B).

Nach dem Entfernen der Flipper-Kassette durch die Induktion der FLP-Rekombinase (s.0.) war
der genomische MOM1-Wildtyplokus funktionell wieder hergestellt. Es verblieb lediglich eine 34
bp lange Erkennungssequenz FRT fiir die FLP-Rekombinase nach dem MOMI1-ORF und FR2-

Sequenz.

v) Nachweis der richtigen Integration der Deletions- und Reversionskassette

Nach jeder Transformations- und Ausflipperrunde wurden positive Klone sowohl mittels der
Kolonie-PCR wie auch durch Southern Blot-Analyse bestitigt. Die Uberpriifung einer solchen
Konstruktion des momlA-Deletions- und Reintegrationstammes ist in der Abbildung 21C
dargestellt. Dazu wurde von jedem Stamm genomische DNA isoliert und diese mit dem
Restriktionsenzym Bglll fragmentiert. Die Detektion der entsprechenden Fragmente erfolgte
mithilfe der FR2-Region als Sonde. Die erwarteten Fragmentlangen konnten anhand der BgllI-

Schnittstellen berechnet werden (vgl. Abbildung 21A, B).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit den Stimmen DBL275 und DBL64 insgesamt zwei
voneinander unabhdngige MOMI-Deletionsstimme generiert worden sind und in beiden
Stdmmen eine funktionelle Kopie von MOM1 reintegriert wurde (DGL122 und DGL31). Alle diese
Stamme wurden sowohl iiber PCR-Reaktionen wie auch iiber die Southern Blot-Analysen

tiberprift.
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I1.2.2 Funktionelle Charakterisierung von Candida dubliniensis MOM1

i) Morphologie der mom1A-Deletionsstimme

Die Deletion von MOM1 hatte bereits unter Vollmediumbedingungen (YPD, 30°C) eine starke
Auswirkung auf die Zellmorphologie (Abbildung 22). So zeigten die Deletionsstimme
verglichen mit dem Wildtypstamm eine signifikante Reduktion der Zellgrofie insbesondere in
der Breitachse. Dies hatte eine konstante, stibchenférmige Zellmorphologie zur Folge, die zwar
nach dem Vermessen der Zellen mit ca. 3,98 pum dieselbe Linge wie der Wildtyp
(durchschnittlich 4,01 um) aufwiesen, jedoch in der Breite mit 1,22pm signifikant reduziert
waren (zum Vergleich: 2,57 pm beim Wildtyp). Dies hatte auflerdem zur Folge, dass die
Zellanzahl einer Kultur mit einer Optischen Dichte von 1 mit 9 x 107 Zellen/ml dreimal mehr
Zellen aufwies als der Wildtypstamm. Die Reintegration von bereits einer funktionellen Kopie

von MOM1 konnte den Phdnotyp vollstiandig revertieren.

CD36 (MOM1/MOM1) DBL275 (mom14 /mom14) DGL122 (mom14 /MOM1)

N ¢

Abbildung 22: Morphologische Unterschiede unter Vollmediumbedingung

Morphologie des mom1-Deletionsstammes (mom14/mom14) in Vollmedium (YPD, 30°C) (B) verglichen mit dem
Ausgangsstamm (MOM1/MOM1) (A) und dem Reversionsstamm (mom14/MOM1) als Kontrolle (C).
Maf3stabsbalken entspricht 10 pum

ii) Sedimentationsverhalten

Neben der divergierenden Zellmorphologie zeigten beide mom1A4-Deletionsstamme (DBL275
und DBL64) verglichen mit dem C. dubliniensis Wildtyp- sowie MOMI1-Reversionsstamm
(DGL122) signifikante Unterschiede im Sedimentationsverhalten (Abbildung 23). Durch die
Deletion von MOM1 reduzierte sich die Sedimentationsgeschwindigkeit in YPD um das 5- bis 10-
fache, wobei dies sowohl fiir stationdre Zellen (vgl. Abbildung), wie auch exponentielle
Wachstumsphase zutraf (Daten nicht gezeigt). Die Ursachen fiir diese abweichende
Sedimentation der mom1A4-Deletionsstimme kann entweder auf die unterschiedliche Zellgrofie,
Dichte oder Flokkulationseigenschaft zuriickgefiihrt werden, wobei der Einfluss dieser

Parameter auf die Sedimentation ndaher untersucht werden muss.
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Abbildung 23: Sedimentationsverhalten der
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iii) Phdnotypische Charakterisierung der momlA-Deletionsstimme unter unterschiedlichen

Wachstumsbedingungen

Fiir die funktionelle Charakterisierung des MOM1 wurden neben dem C. dubliniensis

verschiedenen Wachstumsbedingungen morphologisch untersucht. Die Abbildung 24 zeigt das
unter Hyphen- oder

Ausgangsstamm (D36 sowohl die Deletions- wie auch die Reintegrationsstimme unter
unterschiedlichen

Stimme

charakteristische  Verhalten der
Chlamydosporen-induzierenden Bedingungen auf. Wahrend der C. dubliniensis-Stamm CD36 wie

auch die Reintegrationsstimme DGL122 und DGL31 unter stark Nahrstoff-limitierenden
Bedingungen wie Wasser, supplementiert mit Serum, bereits nach kurzen Zeitpunkten eine
starke Hypheninduktion aufwiesen, wuchsen die beiden Deletionsstimme von MOM1 (DBL275
und DBL64) in Form von Blastosporen (vgl. Abb. 24A-C). Auch unter Pseudohyphen-
induzierenden Bedingungen des YNB- oder SC-Mediums, supplementiert mit 10% FCS, konnten
die Deletionstdmme - im Gegensatz zum CD36 und DGL122-Stamm - keine Filamentierung
zeigen (Daten nicht gezeigt), was jedoch nicht bedeutete, dass die Deletion von MOM1 per se
zum Verlust des hyphalen Wachstums fiihrt. Unter Chlamydosporen-induzierenden
Bedingungen wie Sonnenblumensamenbhiilsen (SSH)- oder Staib-Agar wuchsen dagegen nur die

Deletionsstamme in einer Mischkultur aus spharischen Blastosporen und echten Hyphen.
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CD36 (MOM1/MOM1)  DBL275 (mom1A4 /mom14) DGL122 (mom14/MOMI)

10% FCS
4h

Abbildung 24: Funktionelle Charakterisierung des Mom1p unter verschiedenen Wachstumsbedingungen.
Morphologische Unterschiede des mom1A4-Deletionsstammes DBL275 verglichen mit dem Ausgangsstamm CD36
(MOM1/MOM1) und Reintegrationsstamm DGL122 (mom14/MOM1) beziiglich der Hypheninduktion im Wasser,
supplementiert mit 10% FCS bei 37°C (A-C) und Chlamydosporenausbildung auf Agarplatten mit Extrakten der
Sonnenblumensamenhiilsen (SSH) nach 7 Tagen Inkubation bei 30°C. Es wurde jeweils ein Zellausstrich der

entsprechenden Kolonierdnder mikroskopisch analysiert (D-F).

Die Zellmorphologie unterschied sich auf diesen Pflanzensamenextrakten je nach der
entsprechenden Lokalisation dieser Zelle in einer Kolonie. Wahrend die Zellen in der
Koloniemitte als Blastosporen wuchsen, bildeten die dufleren Zellen entweder wegen der
geringeren Zelldichte oder unterschiedlichen Nahrstoffverteilung extrem lange Hyphen aus. Die
Produktion von Chlamydosporen konnte jedoch weder in der Koloniemitte noch am Rand
beobachtet werden. Durch die Reintegration einer funktionellen Kopie von MOM1 in die
Deletionsstimme konnten diese Stimme - verglichen mit dem Wildtypstamm CD36 - wieder
verstirkt pseudohyphales Wachstum mit haufiger Chlamydosporenausbildung zeigen (vgl. Abb.
24D-F). Ein hyphales Wachstum konnte in diesen Stimmen weder in der Koloniemitte noch am

Rand beobachtet werden.

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass das identifizierte APSES-Protein in C. dubliniensis, wie
andere APSES-Proteine in anderen Pilzen, die Funktion eines zentralen Regulators der
Morphogenese annimmt und - je nach Bedingung - sowohl die Ausbildung von filamentdsen
Wachstumsformen (echten Hyphen oder Pseudohyphen) wie auch die Chlamydosporen-
produktion steuert. Die Benennung des Gens war aus diesem Grund MOMI1 = ,Modulator of

Morphogenesis 1“.
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I1.3 Vergleichende funktionelle Charakterisierung der beiden APSES-Proteine

Mom1p aus C. dubliniensis und Efglp aus C. albicans

Die funktionelle Charakterisierung des Mom1p zeigte, dass dieses APSES-Protein einen grofien
Einfluss auf die Induktion von morphogenetischen Differentierungsprozessen in C. dubliniensis
hatte. Diese Funktion war vergleichbar mit der regulatorischen Funktion des Efgl-Proteins
(»Enhancer of Filamentous Growth1*) in C. albicans [Stoldt, VR et al. 1997]. Inwiefern die beiden
APSES-Proteine auch in ihrer Proteinsequenz konserviert sind, wurde durch einen

Homologievergleich bestimmt (Abbildung 25).

CaEfgl MSTYSIPYYNQOMNGNYNNGMPQQOTTAANQOAFPQQOQQOPTTTGNASQQQQQ---AAATAAA 57
CdMom1 MSTYSIPYYNOMNGNNYNGMPQOTTAANQQAFSQQQ-PTATGNTSQOQQQQSAAVAAAAA 59
) hkhkkkhkhkkkkkhkkkk* ***************'*** **:***:****** *'*:***
CaEfgl VOQPYNYMFYQQQGQPGQOTGQTAGOOQQQ000000QYDYNTYNRYQYPAATSQGNYYQQT 117
CcdMom1 AQOPYNYMFYQQQGQPGQQT——————————— TGOQQYDYSAYNRYLYPAATSQOPNYYQQT 108
'******************* ******.:**** * ok ok Kk Kk kk * Kk kK kK
CaEfgl IPNQLSQPQPQHYNGSNRNYTSAPSGAPIPSNSTSGPSQQOPPLPGQOAVPIPPHVSTMQQ 177
CdMom1 IPNQLSQPQPQHYNGSNRNYTSAPSGAPIPSNSTSGPSQQOPPLPGQQAVPIPPHVSTMOQ 168
R i i b I b b b I b b b I b b I I b b I I b b b I b b I I b b b I b b b b b b b b b b I b b S I b b b i b b
CaEfgl PTPVQDTLNASSTSTVGQFQPPGIRPRVITTMWEDEKTLCYQVDANNVSVVRRADNNMIN 237
CdMom1 PTPVODTLNTSNTSTVGQFQPPGIRPRVITTMWEDEKTLCYQVDANNVSVVRRADNNMIN 228

R R R b b b SENE SR b b b b b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

CaEfgl GTKLLNVAQMTRGRRDGILKSEKVRHVVKIGSMHLKGVWIPFERALAMAQREQIVDMLYP 297
CdMom1l GTKLLNVAQMTRGRRDGILKSEKVRHVVKIGSMHLKGVWIPFERALVMAQREGIVDMLYP 288

Ak hkhkhkhkhk A hkhkhhhkrhkhkhhhkhhkrAhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhkrxkh *khkhkrxk *khkxkkxk

CaEfgl LEVRDIKRVIQTGVTPNAAAATAAAAATATSASAPPPPPPPVAAATTTAATATISKSSSGN 357
CdMom1 LEVRDIKRVIQTGVTPNAAAAAAAATAAAASTSAPPPPP-——-AGTATAGT--PKITGGN 342
*********************:**‘k:‘k:‘k:*:******* *.*:**.* .* :.**
CaEfgl GNSISATSGGSNVSGASGAGSTTSPVNTKAATAAGIPQOGNYYQTYNQQQ--YPQQOYGQYN 415
CcdMom1 RNSISATNGGSSASGASGAGSTTSPVNTKAATTG-TPQGNYYQAYNOQOQQQYPQOYGQYN 401
******.***..*******************:' *******:***** * Kk ok ok ok kk kK
CaEfgl APGKNQONTPASQPG--STTNDQYLOQOOOQ00QOMYGYQSNYYQGGAAN-SSYYPNYYQQQ 472
CdMom1 APGKNQNTPGSQQGSATSTNDLYLOQAQAQQQQVYGYQLNFYPNAAPAGGNYYSNYYQQQ 461
*‘k*‘k*‘k**‘k.** * ::*** * Kk kK *x ****:**** ‘k:‘k ..*. ..**'******
CaEfgl OPNYASSYPYQQOQOKOQOQOPNOQOQQOSDOQQ---TSTPSGGAGTRSVHQSPOVOSLTOG 529
CdMom1 QOPNYASSYPY-Q0QLLQOQKQOQPNOQQQOSDOQOQTVASSTPSGGTGTRSVHQSPOVQ----G 516
)k Kk Kk Kk Kk kK kK * kK **:************* :******:************ *
CaEfgl SVHPSPQQHQAN----QSASTVAKEEK- 552
CdMom1 SVHPSPQQHQTNQSALQSTTTHAKEEKQ 544

KAk Akkhkhkkkkk oKk Kk ke ok kkhkkkk

Abbildung 25: Sequenzvergleich der beiden homologen APSES-Proteine Efglp (Ca) und Mom1p (Cd).

Der Vergleich des Efglp von C. albicans und Mom1p von C. dubliniensis erfolgte mithilfe des Programms ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalw2/) [Larkin, MA et al. 2007]; ,*“ = identische AS in beiden
Sequenzen; ,, : “ = konservierte Substitutionen; ,, . “ = semi-konservierte Substitution; grau unterlegt = APSES-Domine
zur DNA Bindung; rot = potentielle Phosphorylierungsstelle (RVT) fiir Proteinkinase A (PKA); blau (RR ...RGRR) =

potentielles Zellkernlokalisationssignal.



116 ERGEBNISSE

Das Alignment der beiden Proteinesequenzen wies iliber eine Linge von 552 Aminosduren
beim Efglp bzw. 544 beim Momlp eine &duflerst konservierte Proteinsequenz mit 79%
identischen Aminosduren auf. Beide Proteine wiesen eine ungewOhnliche Aminosauren-
zusammensetzung auf, bestehend aus 19% Glutamin (Q), 10% Alanin (A) und jeweils 9% vom
Threonin (T), Serin (S), Prolin (P) und Glycin (G). Insbesondere die Glutamin-Einheiten traten
verstarkt am N- und C-terminalen Bereich der Sequenzen auf. Aufgrund der beinahe 100%
konservierten APSES-Domédne waren auch andere Sequenzmotive innerhalb dieser Sequenz
identisch. So konnten in beiden Proteinen identische Motive fiir das potentielle
Zellkernlokalisationssignal oder die potentielle PKA-Phosphorylierungsstelle identifiziert
werden. Interessanterweise konnten insbesondere zwischen der APSES-Doméne und dem C-
terminalen Ende der beiden Proteine die gréfdten Unterschiede in der Aminosidurenzusam-
mensetzung beobachtet werden, die moglicherweise unterschiedliche Funktionalitit mit sich

ziehen konnen.

Inwiefern die Funktion der beiden so homologen APSES-Proteine Efglp und Momlp
konserviert ist, sollte in weiteren Arbeiten durch Komplemetationsstudien ndher charakterisiert

werden.

I11.3.1 Ektopische Expression von MOM1 oder EFG1 in den C. albicans efg1A-Deletions-

stammen durch einen Doxycyclin-induzierbaren Promotor

Flr die vergleichende Funktionalitidtsanalyse der beiden APSES-Proteine Efglp und Momlp
beziiglich der Induktion von Differenzierungsprozessen, wurden die beiden Gene MOM1 wie
auch EFG1 mithilfe der modifizierten Expressionskassette pNIM6 [Ramirez-Zavalla et al., 2008]
in den CaADH1-Genlocus des C. albicans efglA-Deletionsstammes integriert. Diese pNIM6-
Expressionskassette zdhlt zu dem sog. TET-ON-System, bei dem die Expression der Zielgene
allein durch die Zugabe von Tetracyclin (TET) oder dem Tetracyclin-Derivat Doxycyclin (DOX)
induziert wird [Gossen, M et al. 1995; Park, YN and Morschhauser, | 2005]. Bei diesem System
bindet der an Candida-angepasste reverse Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator (cartTA)
Doxycyclin-abhingig an die sog. tet-Operator - Sequenz (tetO) im Promotor (Prgr) und fiihrt
dadurch zur Expression von Genen, die entweder unter den Bedingungen nicht induziert
werden oder im Organismus nicht vorkommen. Somit wird auch eine gezielte Genexpression
unabhingig von der Wachstumsbedingung méglich. Eine Ubersicht der verwendeten caGFP-,
EFG1- oder MOM1- Konstrukte fiir die ektopische Expression ist in der Abbildung 26

dargestellt.
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Abbildung 26: Ektopische Expression von EFG1 und MOM1 im C. albicans efg1A-Deletionsstamm.

Schematische Ubersicht der Konstrukte fiir die ektopische Expression von EFG1 (B) und MOM1 (C) sowie zur
Kontrolle von caGFP (A) durch einen Doxycyclin-induzierbaren Promotor (Prer) im C. albicans efg1A-Deletionsstamm.
Die Integration der Expressionskassette am CaADH1-Genlokus erfolgte tiber die Rekombination der homologen ADH1-
Bereiche vor und nach der Kassette. Weitere Abkiirzungen: cartTA - reverse Tetracyclin-induzierbarer
Transaktivator; Tacr: oder Trers — Terminationssequenz vom ACTI oder vom TEF3-Gen; caSAT1 - Gen fiir die

Nourseothricin-Resistenz; Pops - Promotorsequenz des OP4-Gens.

Die Integration der Zielgene EFG1 und MOM1 anstelle von caGFP in der Expressionskassette
pNIM6 erfolgte tiber die Bglll/BamHI- und die Sall-Restriktionsschnittstellen. Die Kontrolle des
korrekten Einbaus der Gene in die Kassette fand sowohl mithilfe von PCR-Reaktionen, der
Restriktionsspaltung sowie durch die Sequenzierung der Plasmide statt. Die tliberpriiften
Konstrukte wurden im efg14-Deletionsstamm an den flankierende Regionen des CaADH1-Gens
(sowohl der Promotorregion, wie auch der 3’-terminalen Sequenz) iiber die homologe
Rekombination integriert. Nach der Selektion auf die Resistenz fiir das Antimycotikum
Nourseothricin erfolgte der Nachweis der positiven Integration der Expressionskassette sowohl
iber PCR-Reaktionen sowie mithilfe der Southern Blot-Analyse. Im Gegensatz zu der
beschriebenen SATI-Flipperkassette zur Deletion von MOMI1 stérte das Nourseothricin-
Resistenzgen der pNIM6-Expressionskassette weder die Funktionalitit noch die korrekte

Expression der Zielgene und wurde deshalb nicht mehr entfernt.
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Die Expression der beiden APSES-Proteine Efglp und Momlp in ihrer Funktion als
Modulatoren von Differenzierungsprozessen - sowohl wahrend der Hefe-Hyphe-Transition, wie
auch der Chlamydosporenausbildung - erfolgte in diesem TET-ON-System durch die Zugabe von
Doxycyclin. Da bei einer Konzentration von 50 pg/ml Doxycyclin ein hemmender Effekt fiir das
hyphale Wachstum von C. albicans auf Festmedien beschrieben worden ist, wurde fir die
Genexpression die Konzentration dieses Tetracyclin-Derivats im Medium auf 40 pg/ml
reduziert. Flir die ektopische Expressionsanalyse wurden die C. albicans efg1A-Deletionsstimme
entweder mit induzierbarem GFP- (Stamm ALG1) oder dem EFGI1-ORF (Stimme ALE41 und
ALE42) sowie zur Kontrolle mit dem MOMI1-ORF (Stimme ALM102 und ALM111) unter
Wachstumsbedingungen wie YPD, supplementiert mit fotalem Kaélbersserum (FCS), oder
Zellkulturmedium a-MEM bei 37°C und nach der Doxycyclin-Zugabe inkubiert, unter denen die
Deletionsstimme durch den Verlust von EFG1 keine Hyphen mehr ausbilden konnten. Ob
Mom1p diese Fahigkeit von Efglp zur Induktion der morphologischen Transition funktionell
komplementieren kann, sollte mithilfe der ektopischen Expression von MOMI nachgewiesen
werden. Im Gegensatz zum efg1A4-Deletionsstam mit GFP zeigten die Stimme entweder mit EFG1

oder MOM1 dhnliche Morphologie. Durch die Expression der beiden APSES-Proteine konnte

ALG1 (efg1A + pNIM6-CaGFP) ALE41 (efg1A + pNIM6-EFG1) ALM111 (efg1A + pNIM6-MOM1)
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Abbildung 27: Vergleichende funktionelle Charakterisierung des efg14-Deletionsstammes nach ektopischer
Expression von MOM1 und EFG1.

Morphologie der C. albicans efg1A-Deletionsstimme nach der ektopischen Expression der APSES-Proteine Efglp (B,

E) und Momlp (C, F) sowie CaGfp (A, D) als Kontrolle unter einem Doxycyclin induzierbaren Promotor. Die

untersuchten Wachstumsbedingungen waren entweder YPD+10% FCS sowie a-MEM bei 37°C nach der Zugabe von

40 pM Doxycyclin (DOX). Maf3stabsbalken entspricht 10 um.
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bereits nach 4 h unter dem Vollmedium YPD supplementiert mit Serum pseudohyphale
Strukturen und beginnende Flokkulation beobachtet werden, wahrend der Stamm mit GFP nur
vereinzelte Zellen in der Hefeform zeigte (Abb. 27A-C). Auch im Zellkulturmedium a-MEM war
diese Filamentierung und Klumpenbildung erst zu spiteren Zeitpunkten (nach 41 h) zu
beobachten, wohingegen der C. albicans efglA-Deletionsstamm mit und ohne der GFP-

Expressionskassette nur das Wachstum als Blastosporen zeigte (Abb. 27D-F).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das MOM1 aus C. dubliniensis die Fahigkeit besitzt in C. albicans
den efglA-Deletionsphinotyp funktionell zu komplementieren, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass die beiden APSES-Proteine aufgrund ihrer hohen Homologie funktionell
konserviert sind und unter hypheninduzierenden Bedingungen gleiche Zielgene regulieren.
Interessant war die ektopische Expression der APSES-Proteine Efglp und Momlp im efgl4-
Deletionsstamm unter Bedingungen in der nur die C. dubliniensis Wildtyp-Stimme
Chlamydosporen induzieren kdnnen, wie Sonnenblumensamenhiilsen (SSH-) oder Staib-Agar.
Trotz der Expression von MOM1 konnte unter diesen Wachstumsbedingungen Kkeine
Chlamydosporen induziert werden (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt erstens, dass in C. albicans
die Induktion von Chlamydosporen nicht direkt vom MOM1-abhdngig ist und dass wahrend der
Chlamydosporenausbildung in der beiden Candida-Stimmen - z.B. durch NRG1 -
unterschiedliche regulatorische Signaltransduktionswege angeregt werden |[Staib, P and

Morschhauser, ] 2005].

I1.3.2 Heterologe Expression von EFG1 im C. dubliniensis mom1A-Deletionsstamm

Um feststellen zu konnen, ob durch eine Integration des EFGI-Gens in C. dubliniensis eine
verstirkte Induktion von Hyphen erfolgen konnte und welchen Beitrag die unterschiedlichen
Promotoren der beiden APSES-Proteine in diesem Induktionsprozess haben, wurden Stimme
mit mom1A4-Deletionshintergrund hergestellt, die das C. albicans EFG1 sowohl unter dem nativen
MOM1- wie auch dem EFGI1-Promotor heterolog exprimieren. Die entsprechenden EFGI-
Konstrukte und ihre Integrationspositionen im homozygoten mom1A4-Deletionsstamm sind in

der Abbildung 28 schematisch dargestellt.
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Abbildung 28: Schematische Ubersicht der Konstrukte und des Integrationsorts zur heterologen EFGI-
Expression im homozygoten mom1A4-Deletionsstamm von C. dubliniensis.

Darstellung von beiden EFGI-Konstrukten (EFG1-ORF mit und ohne dem dazugehdrigen EFG1-Promotor) fiir die
heterologe Expression des APSES-Proteins Efglp im homozygoten mom1A4-Deletionsstamm von C. dubliniensis. Die
Amplifikation des C. albicans EFG1-Promotor-ORF-Fragments (Nukleotidposition -4602 bis +1658 ausgehend vom
EFG1-Startcodon, markiert mit *) und der Einbau iiber die Kpnl und Apal-Schnittstellen in die SAT1-Flipper-Kassette.
Die Integration des Konstrukts im mom1A4-Deletionsstamm erfolgte durch die homologe Rekombination iiber das
FR2-Fragment und die 65 nt lange - MOM1-Sequenz, die iiber die Oligonukleotidverldngerung eingefiihrt worden ist
(A). Fiir die Integration des EFG1-ORFs wurde zuerst das MOM1-FR4-Fragment {iber die Kpnl-Apal-Schnittstelle in die
SAT1-Flipper-Kassette integriert und anschlief3end ungerichtet der EFG1-ORF-Abschnitt (B).
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i) Konstruktion der mom1A-Deletionsstimme mit heterologer Expression von EFG1

Fiir die heterologe Expression des EFG1-ORFs im homozygoten mom1A-Deletionsstamm unter
dem nativen MOM1-Promotor wurde der 5’-upstream Fragment FR4 (Nukleotidpositionen -571
bis -1 beziiglich des MOM1-Startcodons) mit den Oligonukleotiden HE_FR4_Kasl_Kpnl und
HE_FR4 _rev_Apal aus dem C. dubliniensis Wildtyp-Stamm CD36 amplifiziert und nach der
Kpnl/Apal-Restriktionsspaltung in die SATI-Flipper-Kassette des Plasmids pMB2 kloniert.
Anschliefiend wurde mithilfe der chromosomalen DNA des C. albicans SC5314-Stammes und
dem Oligonukleotiden-Paar HE_EFG1_for_Apal/HE_EFG1_rev_Apal der EFG1-ORF vervielfiltig
und nach dem Apal-Verdau ungerichtet in den Apal-linearisierten pHEO9-Vektor integriert und
auf diese Weise das Plasmid pHEO97 generiert. Die Selektion der Konstrukte mit der richtigen
EFG1-Orientierung erfolgte mittels PCR und wurde mithilfe der Sequenzierung bestatigt. Die mit
den Restriktionsendonukleasen Kasl und Sacll-ausgeschnittene Expressionskassette (Abb.
28B) wurde anschlieRend in die beiden momi1A-Deletionsstimme DBL275 und DBL64

transformiert.

Zur Expression von EFG1 unter dem eigentlichen EFG1-Promotor im mom1A-Deletionsstamm
wurde mithilfe der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase anhand der genomischen DNA des C.
albicans Stammes SC5314 ein DNA-Fragment amplifiziert, das neben dem EFGI-ORF (1659 nt)
eine 4602 nt - lange 5’-upstream Promotorregion von EFG1 enthélt (Nukleotidpositionen -4602
bis +1659 beziiglich des EFG1-Startcodons). Die Oligonukleotide, die fiir diese Vervielfaltigung
beniitzt worden sind, waren EFGlpr_65nt MOM1_Kpnl_for (mit einem 65 nt langen MOM1-
Promotoriiberhang fiir die spezifische Integration in den MOM1-Genlokus) und EFG1_Apal_rev.
Das PCR-Produkt wurde an den durch die Oligonukleotide eingefiihrten Kpnl und Apal-
Restriktionsschnittstellen geschnitten, in die - mit denselben Restriktionsendonukleasen -
linearisierte SAT1-Flipper-Kassette des Plasmids pMB2 integriert und auf diese Weise das
Plasmid pHEG22 generiert. Nach der Sequenzierung des integrierten DNA-Fragments wurde die
gesamte Expressionskassette (ca. 10 kb) anschlieffRend mit den Enzymen Kpnl und Sacll aus
pHEG22 herausgeschnitten und fiir die Transformation verwendet (Abb. 28A). Die Integration
der Kassette im MOM1-Genlokus von C. dubliniensis erfolgte iiber die 65-nt lange Upstream-
Sequenz von MOM1 und die FR2-Region durch die homologe Rekombination.

Der Nachweis der korrekten und vollstdndigen Integration der Konstrukte im mom14-
Deletionsstamm erfolgte iiber PCR-Reaktionen mit EFG1-oder MOM1I-Promotor-spezifischen
Oligonukleotiden (vgl. Tab. 7). Positive Stimme wurden iiber die Southern Blot-Analyse

bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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ii) Phdnotypische Charakterisierung unter verschiedenen Wachstumsbedingungen

Der elongierte Deletionsphanotyp von MOM1 wurde nicht nur durch die Reintegration einer
intakten Kopie von MOM1, sondern auch durch die heterologe Expression von EFG1 erreicht
(vgl. Abb. 29). Die Zellen zeigten wie die Wildtypstimme eine runde Zellmorphologie, wobei
kein Unterschied bestand, ob nur der EFG1-ORF (Abb. 28B) integriert oder zusatzlich der

MOM1-Promotorbereich von C. dubliniensis durch die 4600-lange Promotorsequenz von C.

albicans EFG1 ersetzt worden ist.

DSEFG104 (mom14/EFG1-ORF)

—

Vergleichende Morphologie des MOM1-Reversions (DGL122) (B) - und EFGI-Integrationsstammes (DSEFG104) (C)

im Vollmedium (YPD) nach Integration in die mom1A4-Deletionsmutante (A).

Diese Fahigkeit von FEFG1 zur funktionellen Komplementierung des moml4-
Deletionsphinotyps war auch unter hypheninduzierenden Bedingungen wie Wasser
supplementiert mit 10% FCS unter 37°C ersichtlich. Wahrend die Deletionsstimme von MOM1
im Gegensatz zum Wildtyp-Stamm keine Filamente induzieren konnten, zeigten Stamme mit
heterolog exprimiertem EFGI1 unter dieser Bedingung nicht nur eine starke Flokkulation
sondern auch signifikante Hyphenausbildung (vgl. Abbildung 30). Auch hier war bereits die

Integration des EFG1-ORFs fiir die Induktion des filamentdsen Wachstums ausreichend.

Diese Ergebnisse, sowohl aus der heterologen wie auch ektopischen Expressionsstudie,
bestatigten die Annahme einer konservierten Funktion der beiden APSES-Proteine Mom1p und

Efglp, die aufgrund der hohen Homologie (78%) der beiden Proteine angenommen worden ist.
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CD36 (MOM1/MOM1) DBL64 (mom14/mom14)
O : Abbildung 30:

Funktionelle Komplementierung der
Hypheninduktion.

Fahigkeit zur Hypheninduktion von
Stammen, die entweder MOM1 (A und C)

oder EFG1 (D) exprimieren. Im Gegensatz
dazu zeigten die mom1A-Deletionsstimme
(B) unter Wasser supplementiert mit 10%

FCS bei 37°C nur hefeférmiges Wachstum.

e 5 g, BA 4

DGL122 (mom14/MOM1)

7.3
DSEFG104 (mom1 A /EFG1-ORF)

Wie die Ergebnisse zeigten, waren die mom1A-Deletionsstimme von C. dubliniensis nach der
Reintegration von MOM1 oder durch die heterologe Expression von EFG1 per se in der Lage
unter bekannten hypheninduzierenden Bedingungen filamentdse Wachstumsformen
auszubilden. Von besonderem Interesse war nun die Frage, ob durch die heterologe Expression
des EFG1-ORFs (entweder mit oder ohne dem EFGI-Promotor) diese Stimme auch unter den
Wachstumsbedingungen filamentose Wachstumsformen eingehen, unter denen diese
morphologische Transition von den C. dubliniensis-WT-Stimmen normalerweise nicht
eingegangen wird (vgl. Abb.10). Dafiir wurden die C. dubliniensis mom1A-Deletionsstimme mit
dem heterolog exprimiertem EFG1-ORF (DSEFG104 und DSEFG89) sowie zusatzlich mit dem
EFG1-Promotor (DKEFG12 und DKEFG27) - und zur Kontrolle mit dem EFG1-heterozygoten C.
albicans Stamm HLC37 (EFG1/efg1A) - unter Wachstumsbedingungen wie Vollmedium YPD,
supplementiert mit 10% FCS oder dem Zellkulturmedium a-MEM angeimpft und bei 37°C
inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden die Zellen lichtmikroskopisch untersucht. Wie in
der Abbildung 31 dargestellt, konnte unter den untersuchten Bedingungen nur der C. albicans
Stamm HLC37 mit einer funktionellen EFG1-Kopie hyphales Wachstum ausbilden, wahrend die
C. dubliniensis-Staimme weiterhin eine hefeférmige Wachstumsform zeigten. Dabei schien der
durch die homologe Rekombination ausgetauschter EFGI-Promotor fiir die Induktion der
morphologischen Transition keine Rolle zu spielen, was darauf hindeutet, dass unter diesen
nihrstoffreichen Bedingungen in den beiden Candida-Arten unterschiedliche Signalwege
angeschaltet werden, die nur in C. albicans diese starke Filamentierung induzieren. Die
Expression von CaEFG1 hatte - zumindest in C. dubliniensis - keinen Einfluss auf die verstarkte

Ausbildung von filament6sen Wachstumsformen unter diesen Bedingungen.
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DGL122 (mom1A/MOM1)

DKEFG12 (EFG1-Pr+ORF/mom1A)
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Abbildung 31: Auswirkung der CaEFG1-Expression in Candida dubliniensis auf die Morphogenese.

Zellmorphologie der Stimme mit heterologer CaEFG1-Expression im mom1A-Deletionshintergrund DKEFG12 (EFG1-
Pr+ORF/mom14) (C) im Vergleich mit dem MOM1-Reversionsstamm DGL122 (B) und dem C. albicans Stamm HLC37
mit einer funktionellen Kopie des EFG1 (A) unter YPD, supplementiert mit 10% FCS nach 5 h Wachstum bei 37°C.
Maf3stabsbalken entspricht 10 pm.

I1.4 Differentielle Genexpressionsanalyse mittels der MESSAGE-Technologie zur
Identifizierung von MOM1-abhingigen Genen unter zwei verschiedenen

Wachstumsbedingungen

Wie bereits gezeigt, hatte das Fehlen von MOM1 signifikante Auswirkungen sowohl auf die
Zellmorphologie, wie auch auf die Fahigkeit des hyphalen Wachstums unter Serum-
induzierenden Bedingungen. Durch die differenzielle Genexpressionsstudie mithilfe der
MESSAGE-Technologie konnten Transkripte identifiziert werden, die im Vergleich zwischen dem
Wildtypstamm CD36 und den beiden Deletionsstaimmen DBL27 und DBL64 mind. 2-fach hoch-
oder runter reguliert waren und somit signifikante Unterschiede zeigten. Als Kontrolle wurde
zusatzlich auch das Expressionsprofil des MOM1-Reversionsstamm DGL122 erstellt. Die Studie
erfolgte unter zwei unterschiedlichen Bedingungen wie YPD (30°C) (Tabelle 16) und Wasser
supplementiert mit Serum (10% FCS, 37°C) (Tabelle 17), unter denen die beiden mom1A4-
Deletionsstimme ein hefeférmiges Wachstum zeigten, wahrend die Wildtypzellen - je nach

Bedingung - entweder als Hefen wuchsen oder echte Hyphen ausbildeten.

Unter den gleichen Nahrstoffverhdltnissen (Vollmedium YPD) wiesen von den 56
stichprobenartig identifizierten Transkripten im momi1A-Deletionsstamm 15 Fragmente
signifikante Unterschiede in ihrer Genexpression auf. Interessant war vor allem, dass
insbesondere die Gene der Proteinbiosynthese durch das Fehlen von MOM1 stark beeinflusst
waren. So konnten im mom1i1A-Deletionsstamm Komponenten des Translations-Apparats wie

beispielsweise das ribosomale Protein Rpl16a sowie der Translationselongationsfaktor Eft2p als
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stark runterreguliert identifiziert werden, wahrend weitere Proteine der Ribosomenbiogenese
wie Rpl20b, Rps4a, Rpl25 induziert waren. Neben der Proteinbiosynthese war auch der
Proteintransport innerhalb der Zelle zwischen dem Wildtyp- und dem Deletionsstamm
differentiell reguliert. Einen wichtigen Hinweis dafiir lieferte das Gen RETZ2, dessen Produkt
wahrscheinlich, wie bereits flir C. albicans beschrieben, fiir den Vesikel-vermittelten Transport
vom ER zum Golgi-Apparat kodiert und in den beiden mom1A4-Deletionsstimmen verglichen
gegeniiber dem C. dubliniensis Wildtypstamm weniger exprimiert worden ist.

Interessant war auch die Tatsache, dass durch das Mom1p die transkriptionelle Expression von
Genen beeinflusst worden ist, deren Proteine entweder in der Zellwand lokalisiert sind oder die
Ergosterolbiosynthese und somit die Zellmembranzusammensetzung beeinflussen. So waren
nach der Deletion von MOM1 Gene wie CdPGA38 oder das CdPGA48 - eine im C. dubliniensis
Genom neu annotierte transkriptionelle Einheit - die beide mdglicherweise fiir GPI-gekoppelte
Zellwandproteine kodieren, oder das Protein fiir die Ergosterolbiosynthese Erg4p gegeniiber

den Wildtypzellen verstarkt exprimiert.

Tabelle 16: Differentielle Genexpression in YPD.
Tabellarische Auflistung von differentiell regulierten Genen aus dem Vergleich zwischen dem mom1A4-Deletions- und

dem C. dubliniensis Wildtyp-Stamm CD36 in YPD nach 6 h Wachstum, identifiziert mit der MESSAGE-Technologie.

Ident. ORF Homologie in Candida albicans Regulation!
Cd36_00190 0rf19.6085 RPL16A ribosomales Protein -3,268
kappa E kappa-1a mit Transposon Tca6 assoziiertes LTR -1,748
: Cd36_70560 0rf19.7085 mogl. ORF mit unbekannter Funktion -1,409
~
§ Cd36_27050 0rf19.2613 ECM4  mogl. cytoplasmat. Glutathione S-Transferase Aktivitét -1,231
€ (Cd36_.34530 0rf19.7308 TUB1  Alpha-Tubulin -1,197
Cd36_.52110 0rf19.4236 RET2 mogl. Vesikel-vermittelter Transport vom ER zu Golgi -1,125
Cd36_17870 0rf19.5788 EFT2 Elongationsfaktor 2 (eEF2); GTPase -1,043
Cd36_41520 0rf19.4632 RPL20B ribosomales Protein 1,010
Cd36_80690 0rf19.5379 ERG4 Ergosterolbiosynthese 1,059
« Cd36_28380 0rf19.2398 konserviertes hypothet. Protein, unbekannte Funktion 1,131
S pot. TU1 0rf19.6321 PGA48 mogl. GPI-Anker Protein mit unbekannter Funktion 1,228
§ Cd36_24720 0rf19.5341 RPS4a  mogl. ribosomales Protein 1,634
Cd36_42320 0rf19.2758 PGA38  GPI-Anker Protein, Funktion unbekannt 2,018
Cd36_62095 0rf19.687.1 RPL25 mogl. ribosomales Protein 2,447
Cd36_32760 0rf19.732 unbekannte Funktion, Homologie zu ScSPS19 4,958

1 Die Regulationswerte (mom1A4-Deletionsstamm/Wildtyp) sind als logz-Werte angegeben

Im Vergleich zu den differentiellen Genexpressionsstudien von efg14-Deletionsstdmmen von C.
albicans (HLC52) unter diesen Nahrstoffbedingungen (YPD) [Doedt, T et al. 2004], konnten in C.
dubliniensis kein grofder Einfluss des Mom1p auf den Kohlenhydratmetabolismus und die ATP-
Biosynthese beobachtet werden. Wahrend die Deletion dieses APSES-Proteins in C. albicans eine

Reduktion der glykolytischen Enzyme (z. B. ENO1, PFK1) und eine Induktion von einiger Genen
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des Citratzyklus sowie der ATP-Synthese (wie KGD1, FUM12, MDH1, STF2) als Folge hatte, war
dieser Effekt in C. dubliniensis mom1A-Deletionsstdmmen nicht zu beobachten. Obwohl die
stichprobenartige Identifizierung von 56 verschiedenen cDNA-Fragmenten aus den 2D-Gelen
keine umfassende globale Genexpressionsstudie darstellt, konnten trotzdem einige Transkripte
dieser Stoffwechselprozesse analysiert werden, die - verglichen mit dem Wildtypstamm- in YPD
keine Regulation aufwiesen. So zeigten Transkripte fiir CdPGK1 (Phosphoglyceratkinase) und
CdENO1 (Enolase) in beiden mom1A-Deletionsstimmen mit Regulationsfaktor 1,22 bzw. 1,56
keine Repression, auch einige identifizierten Enzyme des Citratzyklusses wie die beiden
Untereinheiten der Succinat-CoA Ligase CdLsc1lp und CdLsc2p (Regulationswerte von 1,01 bzw.
1,08), der Malatdehydrogenase CdMdh1l-1p (0,78) sowie des Regulationsfaktors der ATP-
Synthese CdStf2p (1,0) keine Induktion. Ob dieser Unterschied in der Genexpression tatsachlich
auf die beiden APSES-Proteine zuriickgefiihrt werden kann oder es sich um einen Spezies-
spezifischen Unterschied der beiden Pilze unter der nahrstoffreichen YPD-Bedingungen handelt,

kann aus den vorliegenden Daten nicht abschliefend beantwortet werden.

Unter der nahrstofflimitierenden Bedingung (Wasser + 10% FCS) konnte jedoch ein starker
Einfluss des Mom1p auf den Kohlenhydratmetabolismus bestatigt werden. Im Vergleich zur der
Genexpression im C. dubliniensis Wildtypstamm CD36 wiesen - wie bereits in C. albicans fir
efg1A-Deletionsstamm gezeigt werden konnte - Gene von glykolytischen Enzymen (z. B. PGK1,
ENO1) durch die Deletion von MOM1 einen starken Expressionsriickgang auf (vgl. Tab. 17).
Enzymkomponenten des Citratzykluses (z. B. Lsclp, Lsclp, Mls1p) waren dagegen unter diesen
Bedingungen in ihrer transkriptioneller Expression stark induziert. Da diese starke Induktion
dieser Gene auch wahrend der Hefe-Hyphe-Transition des Wildtypstammes CD36 unter diesen
nahrstofflimitierenden Bedingungen beobachtet wurde (vgl. Tab. 17; Abb. 18), konnte keine
Aussage getroffen werden, ob das APSES-Protein Moml1p oder der Morphologiewechsel die
transkriptionelle Repression von Citratzykluses-Genen bewirkt. Ahnliche Problematik galt auch
z.B. fiir die Gene CdPGA38, CdAMDH1-1, CdAERG4 oder CdRPLZ0B, die eine starke Expression in den
beiden MOM1-Deletionsstimmen zeigten, also unter Bedingungen unter denen die Stimme - im
Gegensatz zum Wildtyp - als Hefen wuchsen. Nichtsdestotrotz konnten durch diese Studie
potentielle Downstream-Faktoren von MOM1 identifiziert werden. Wie bereits fiir die YPD-
Bedingung gezeigt werden konnten, zeigten C. dubliniensis Gene wie CdECM4, CdEFT2,
Cd36_70563, CdPGA48, CdRPL16A oder CdRPL25 ein dhnliches Expressionsmuster auch unter
Wasser, supplementiert mit Serum oder konnten nur unter diesen Bedingungen in dem mom1A-
Deletionsstamm als differentiell reguliert (entweder reprimiert oder induziert) identifiziert

werden (vgl. Gene wie CdTUP1, CdATG15 oder CdTDH3).
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Tabelle 17: Differentielle Genexpression in H20 + 10% FCS.

Tabellarische Auflistung von Genen, die aus dem Vergleich zwischen dem mom1iA-Deletionsstamm und dem C.

dubliniensis Wildtyp-Stamm CD36 unter H20, supplementiert mit 10% FCS nach 6 h Wachstum bei 37°C, mit der

MESSAGE-Technologie als differentiell identifiziert worden sind.

Ident. ORF Homologie in Candida albicans Regulation?
Cd36.28770  0rf19.4384 HXT5  Zuckertransporter -5,690
Cd36_15230  0rf19.2107.1 STF2 ATP-Biosynthese -2,905
Cd36_27050  0rf19.2613 ECM4  pot. Glutathione S-Alkyl Transferase Aktivitit -2,879
Cd36.15930  0rf19.2021 HGT8  Zuckertransporter -2,597
Cd36_08010  Orf19.395  ENO1  Enolase -2,565
Cd36_22420 0rf19.1354  UCF1 Funktion unbekannt, cAMP-induziert (Filamentierung) -2,492
_, C€d36.03300  Orf19.3053 unbekannte Funktion -2,459
S €d36.10510  Orf19.2296 unbekannte Funktion -2,207
§ Cd36_00190  Orf19.6085 RPLI6A ribosomales Protein -2,080
Cd36_60670 0rf19.3651  PGK1 Phosphoglycerat Kinase (Glykolyse) -1,943
pot.TU2 pot. neue Transkriptionseinheit 2 -1,806
Cd36_72170  Orf19.6472  CYPI1 Peptidyl-propyl cis-trans isomerase (PPlase) -1,735
Cd36_17870 Orf19.5788  EFT2 Elongationsfaktor 2 (eEF2); GTPase -1,660
Cd36_00070  Orfl19.6109 TUP1  Transkriptioneller Corepressor -1,486
Cd36_72520  Orf19.5179  LIP5 sekretierte Lipase -1,402
Cd36_70560  Orf19.7085 unbekannte Funktion -1,236
Cd36.43910  0rf19.1426 nicht charakterisiert 1,101
Cd36_.32310  Orf19.1860 LSC2 beta-Untereinheit der Succinat-CoA Ligase 1,109
Cd36_80690 0rf19.5379  ERG4 Ergosterolbiosynthese 1,183
Cd36_61830  Orf19.3412 ATG15 mogl. Lipase 1,202
Cd36_52110 O0rf19.4236  RET2 mogl. Vesikel-vermittelter Transport vom ER zu Golgi 1,209
Cd36_50070 0rf19.5698 mogl. ribosomales Protein 1,296
Cd36_09130  Orf19.4833 MLSI  Malat-Synthase 1,310
Cd36_86830  Orf19.6814 TDH3  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1,391
Cd36.22240  0rf19.2179.2 RPS10  Einheit des Ribosoms 1,547
€d36.82300  Orf19.1613  ILV2 pot. Acetolaktat Synthase 1,562
:l pot. TU1 O0rf19.6321  PGA48  pot. GPI-Anker Protein mit unbekannter Funktion 1,578
'g Cd36_30720  Orf19.5285  PST3 mogliches Flavodoxin 2,269
£ (d36.24720  Orf19.5341 RPS4a  pot. ribosomales Protein 2,389
Cd36_01550  Orf19.3358  LSCI Untereinheit der Succinat-CoA Ligase 2,393
Cd36_62095  Orf19.687.1 RPL25 pot. Einheit des Ribosoms 2,425
Cd36_46390 Orf19.3117 CSA2 vorhergesagtes Zelloberflachen-Antigen 2,462
Cd36_25160  Orf19.7521  REPI1 konserviertes hypothetisches Protein 2,495
Cd36.83880  0Orf19.6925 HTB1  Histon H2B 2,594
Cd36.41520  Orf19.4632 RPL20B Einheit des Ribosoms 3,010
Cd36_30420  Orf19.638  FDH1  Formiatdehydrogenase 3,256
Cd36_41790 0rf19.4602 MDHI_1 mitochondrielle Malatdehydrogenase 3,263
Cd36.42320  0rf19.2758 PGA38  GPI-Anker Protein, Funktion unbekannt 3,922
Cd36_28380  Orf19.2398 konserviertes hypothet. Protein, unbekannte Funktion 4,715

1 Die Regulationswerte (mom14-Deletionsstamm/Wildtyp) sind als logz-Werte angegeben
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[1I. Weiterfiihrende, vergleichende funktionelle Charakterisierung der

Wildtyp- und Deletionsstimme

II1.1 Adhisionsverhalten von verschiedenen C. albicans und C. dubliniensis -

Stamme auf unterschiedlichen Oberflachen

Die Adhasion stellt eine der ersten Phase der Wirt-Pathogen-Interaktion dar und ist somit eine
kritische Voraussetzung fiir die spatere Invasion in das Wirtsgewebe und infolgedessen
entscheidend fiir die Virulenz. Im Allgemeinen haben zahlreiche humanpathogene Pilze wie z. B.
Histoplasma capsulatum oder einige Aspergillus-Arten die Fahigkeit an spezifische Epithelien zu
adhérieren [Mendes-Giannini, M] et al. 2005], jedoch nur Candida albicans ist in der Lage ein
breites Spektrum von verschiedenen Zell- und Oberfldchen-Arten zu besiedeln [Dieterich, C et al.
2002; Wiesner, SM et al. 2002; Sohn, K et al. 2006]. Dies kann eine Erklarung sein, weshalb
dieser Hefepilz diverse Nischen wie den menschlichen Darm, den Vaginaltrakt oder die
Mundschleimhaut kolonialisiert und diesen Organismus zum erfolgreichsten pilzlichen Pathogen
des Menschen macht [Sohn, K and Rupp, S 2009]. Inwiefern die Adhasions-Fahigkeit auch in
klinischen Isolaten von Candida dubliniensis sowie im mom1A-Deletionsstamm ausgepragt ist,
wurde mit Hilfe der quantitativen Adhéasionstests analysiert. Dazu wurden am IGVT/IGB-
entwickelten in vitro - Polystyrol-, Darm- und Vaginalmodelle verwendet (Dieterich et al., 2002;
Sohn et al. 2006; Sohn and Rupp, 2009]. Da die Mundhohle als biologische Nische von C.
dubliniensis angesehen wird, wurden die Untersuchungen auch auf das Mundschleimhautmodel
mit Wangenepithel-Zelllinie (TR146) erweitert. Die Adhdsionsexperimente wurden mit den
klinischen Isolaten von C. albicans SC5314 und von C. dubliniensis CD36 und Wii296 sowie mit
dem C. dubliniensis momlA-Deletions- und dem Reintegrationsstamm (momi1A/MOM1)
durchgefiihrt. Dazu wurden konfluent wachsende, humane Epithelzellen einer kolorektalen
Karzinomzelllinie (Caco-2), einer epidermoiden vulvo-vaginalen Zelllinie (A-431) sowie einer
Wangen-Plattenepithel-Zellline (TR146) bzw. eine reine Polystyroloberflache in 24-Well-Platten
mit ca. 3 x 102 Zellen einer exponentiell wachsenden Kultur infiziert und bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. Das Infektionsverhaltnis betrug dabei etwa eine Candida-Zelle auf 100 humane Zellen
(multiplicity of infection (MOI) = 0,01]. Zur quantitativen Bestimmung der Adhédsion wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten (0, 30, 60, 120 und 240 min] nicht-adharente Candida-Zellen im
Uberstand der Kultur auf YPD-Platten ausplattiert. AnschlieRend wurden die adhirent
wachsenden Hefezellen vom Plattenboden abgel6st und ebenfalls auf YPD-Platten ausplattiert.
Nach der 24 h Inkubation bei 30°C konnten die Kolonien auf allen Platten ausgezahlt und das
Verhaltnis von adhdrent zu nicht-adhdrent wachsenden Candida Zellen prozentual bestimmt
werden. Die Daten setzten sich aus den Werten von zwei unabhidngigen Experimenten mit

jeweils 2 biologischen Replikaten je Zeitpunkt zusammen (Abbildung 32). Je nach untersuchter
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Oberflache wiesen klinische Isolate von C. albicans und C. dubliniensis nicht nur grofe
Unterschiede in der Fahigkeit sondern auch in Adhasionskinetik {iber den Zeitverlauf auf.
Insbesondere auf der Polystyrol-Oberfliche zeigten iiber 80% - 90 % der Wildtypstimme
bereits nach 30 min ein adhdarentes Wachstum, wobei zu diesen kurzen Zeitpunkten zwischen
den einzelnen Candida-Arten kein grofier Unterschied bestand (Abb. 32A). Spatestens nach 120
min konnte jedoch fiir C. dubliniensis-Wildtypstamme (beim Wii296-Stamm bereits friither) eine
stetige Abnahme der Adhasion beobachtet werden, so dass nach 4 Stunden nur zwischen 55-
70% der Zellen auf der Kunststoff-Oberfliche ein adhdrentes Wachstum aufwiesen. Diese
Abnahme der Adhésion konnte auf der Polystyrol-Oberflache fiir den C. albicans Stamm SC5314
tiber den Zeitverlauf nicht beobachtet werden, es blieb bei den selben hohen Adhédsionswerten
von iiber 90%. Interessant war das Adhdsionsverhalten der klinischen Isolate auf verschiedenen
humanen Zellschichten /-monolayer. Zu fritheren Zeitpunkten war der Anteil adhdrenter Zellen
vergleichbar zwischen den beiden Candida-Arten, jedoch mit maximal 70% auf vulvovaginalen
Epithelzellen (A431) signifikant geringer als auf der Polysterol-Oberfliche. Auf anderen
Epithelien wie Caco-2 oder TR146 zeigten beide Hefepilze eine reduzierte Adhésion, so dass
kein Vorteil von C. dubliniensis-Zellen auf Mundschleimhautzellen erkennbar war. Nach 1 bis 2 h
Adhasionsdauer wurde jedoch der Unterschied zwischen C. albicans und C. dubliniensis
offensichtlich. Vergleichbar mit dem Adhasionsverhalten auf Polystyrol nahm die Anzahl
adhérenter Zellen von C. dubliniensis nach dieser Zeit auf allen untersuchten Zelloberflachen
signifikant ab, wahrend der C. albicans Stamm SC5314 entweder den Adhésionswert beibehielt
(so auf TR146, Abb. 32D) oder wie auf Caco-2 oder A-431 sogar auf 90% vergrofierte (Abb.
32B,C). Dieses Ergebnis zeigt, dass C. dubliniensis zwar grundsatzlich in der Lage ist adhéasiv zu
wachsen, jedoch dieser Prozess - im Gegensatz zu C. albicans - liber einen langeren Zeitrahmen
nicht mehr aufrecht erhalten werden kann. Eine mdgliche Erklarung fiir diese Beobachtung ist z.
B. die Tatsache, dass C. albicans in den ersten 2 h dieser Bedingung einen morphologischen
Wechsel von der Hefe- zur hyphalen Form vollzieht (Daten nicht gezeigt) und auf diese Weise
neben der Oberflichenvergrofierung auch hyphenspezifische Oberflichen-Proteine (u. a.
Hwplp, Als-Proteinfamilie oder Hyrlp usw.) ausbildet, die die Adhé&sionseigenschaft
beeinflussen oder sogar noch verstiarken. Im Gegensatz zum Wildtyp CD36 oder zum weiteren C.
dubliniensis Isolat Wii296 war der mom1A-Deletionsstamm zu keinem untersuchten Zeitpunkt
und auf keiner Oberfliche in der Lage adhdrent zu wachsen. Dieser Verlust der
Adhésionsfahigkeit konnte durch die Re-Integration von einem intakten MOM1-Allel wieder
aufgehoben werden. Unter allen analysierten Bedingungen zeigte der Reversionsstamm DGL122
(mom1A/MOM1) ein vergleichbares Verhalten sowie &dhnliche Adhédsionskinetik wie der C.
dubliniensis Ausgangsstamm CD36. Dieses Ergebnis zeigt, dass MOM1 einen grof3en Einfluss auf
die Zellwand/Zelloberfliche des Pilzes aufweist und die Expression von Adhdsionsproteinen

stark beeinflusst.
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IIL.2 Analyse des Invasionsverhaltens von unterschiedlichen C. albicans sowie

C. dubliniensis-Staimmen mittels xCelligence Real Time Cell Analyzer (RTCA).

Wahrend eines Infektionsprozesses findet nicht nur eine Interaktion des Pathogens mit der
Wirtszelle statt — wie z. B. bereits bei der Adhdsion beschrieben - sondern auch eine Reaktion
des Wirts auf den Pathogen. So kann je nach Virulenzeigenschaft der Candida-Stimme und der
entsprechenden Multiplicity of Infection (MOI) im verwendeten in vitro-System diese Reaktion
der Wirtszelle durch kontinuierliche Messung der elektrischen Impedanz mithilfe des
xCELLigence Real Time Cell Analyzers (RTCA) analysiert werden. Im Gegensatz zu anderen
Bestimmungsmethoden des Infektionsprozesses wie z. B. der Messung des von Humanzellen
sezernierenden Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH) oder der Beurteilung des Pilzbefalls
humaner Zellen durch histologische Prdparate zu einem definierten Zeitpunkt
(Endpunktmessung) erlaubt das xCelligence RTCA-System eine kontinuierliche Messung der
Zellreaktion. So konnen nicht nur die verschiedenen Candida-Stimme untereinander, sondern
auch die Reaktion der Epithelzellen auf die Infektion in Echtzeit gemessen und untereinander
verglichen werden.

Fiir die Analyse mit dem RTCA wurden sowohl die vulvo-vaginale (A-431) wie auch die
oropharyngeale Epithelzelllinie (TR146) im 96-well Format ausgesit und nach dem Erreichen
des konfluenten Wachstums (zum 24 h-Zeitpunkt) mit verschiedenen Candida-Stammen (MOI 1)
infiziert. Der Infektionsverlauf auf den beiden Epithelzellen wurde systematisch iliber 20 h

gemessen und in der Abbildung 33 dargestellt.

Die beiden Epithelzelllinien TR146 und A-431 zeigten wahrend der Infektion mit dem C.
albicans Wildtypstamm SC5314 ein unterschiedliches Reaktionsverhalten. Die oropharyngealen
TR146-Epithelzellen schienen bei gleichem MOI sensitiver auf die Infektion zu reagieren, da
bereits ab 3-5h nach Infektion die Impedanz kontinuierlich abnahm, was auf eine zunehmende
Zellzerstorung hindeutete. Die Infektion auf A-431-Zellen wies dagegen eine andere Kinetik auf.
Hier fand die Abnahme des Zellindexes erst zu deutlich spateren Zeitpunkten (nach 8 - 10 h)
statt, verlief jedoch dann sehr rapide. Zu beobachten war zusatzlich die Impedanz-Zunahme zu
fritheren Zeitpunkten der Infektion auf dem A431-Epithel, die moglicherweise auf die
Zellmorphologiednderung durch Actin- oder Tubulinmodifikationen hindeuten, durch die sich
humane Zellen vor der Candida-Infektion (z. B. der Adhdsion oder dem invasivem Wachstum) zu
schiitzen versuchten. Diese Ergebnisse zeigten, dass es bei der Candida-Infektion Zelltyp-
spezifische Reaktionsantworten auftraten, die mit dem xCelligence RTCA reproduzierbar und
sehr genau detektiert werden konnten. Nebenbei konnten auch Candida-Spezies-spezifische

Unterschiede gemessen werden. So zeigten die beiden Epithelien nach der Infektion mit dem C.



132 ERGEBNISSE

dubliniensis Wildtypstamm (CD36) eine andere Reaktionskinetik als beim klinischen Isolat von
C. albicans. Der Beginn der Zellindex-Abnahme und somit die Reduktion der elektrischen
Impedanz war bei C. dubliniensis - auf beiden Epithelzelllinien - erst nach 12h Infektion
detektierbar, verlief dann aber fiir beide Zelltypen dhnlich. Wahrend auf TR146-Zellen bereits
nach weiteren 8 h der Zellindex auf beinahe 10% und somit den C. albicans -Wert reduziert
wurde, stabilisierte sich der Zellindexwert innerhalb dieses Zeitabschnitts bei A-431-Zellen auf
ca. 60%. Auch die beiden efg14- und mom1A-Deletionsstimme hatten -jedoch erst zu spateren
Zeitpunkten - einen dhnlichen Infektionsverlauf. Auf beiden Epithelien fand eine Abnahme des
Zell-Index beim C. albicans HLC52-Stamm (efg14/efg14) etwa nach 13 h, beim C. dubliniensis
mom1A-Deletionstamm DBL64 nach 15 h der Infektion statt, verlief dann aber je nach Zelltyp

normalisierter Zell Index

Invasionsverhalten auf TR146

Abbildung 33: Messung des

Invasionsverhaltens mittels RTCA.

Echtzeit-Analyse der Reaktion von
oral-epithelialen (TR146) und vulvo-
vaginalen = (A431)-Zelllinien  auf

Infektion mit verschiedenen Candida

normalisierter Zell Index

20 . .
Stdmmen  gemessen ~mit dem
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ xCelligence Real Time Cell Analyzer
22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 ) _
Zeit [h] (RTCA), Roche. Fiir die Analyse
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a Ic,m,'s ; (efy14/efy14) u I,m,em,s 20000 humane Zellen ausgesdt und
—~— C.dubliniensis DBL64 (mom14/mom14) —— C.dubliniensis DGL122 (mom14/MOM1)
bei einem konfluenten Wachstum
Invasionsverhalten auf A431 nach 24 h mit einer MOI von 1:1
140 sowohl mit den Wildtyp-Stimmen

von C. albicans und C. dubliniensis wie

auch mit den momlA und efglA-
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einen Verlauf von 20 h durch die

kontinuierliche Messung der

elektrischen Impedanz (Angabe als

Zell Index-Wert) beobachtet.
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dhnlich. Eine Reintegration einer funktionellen Kopie von MOM1 in den mom1A4-Deletionsstamm
(Reversionsstamm DGL122) konnte die Verlaufskinetik zu 100% revertieren. Verglichen mit
dem Wildtypstamm zeigten beide Stdmme einen sehr reproduzierbaren Infektionsverlauf, was
fiir die hohe Zuverlassigkeit des RTCA bei der Detektion der Zellreaktion spricht.

Die scheinbar geringere Resistenz der oralen Plattenepithelzelllinie TR146 gegeniiber der
vulvo-vaginalen Zelllinie A431 konnte jedoch nicht ausschliefdlich auf die Pathogenitiat der
Hefestimme, sondern zu einem bestimmten Anteil auch auf die Limitierung der
Sauerstoffaufnahme der oralen Zellen durch das Bewachsen der humanen Zellschicht mit dem
Pilz oder durch die zusatzliche Reduktion der Nahrstoffe zuriickgefiihrt werden. Ohne Candida

zeigten beide Zelllinien diese zunehmende Zellzerstorung nicht.

Die RTCA-Daten bestétigten die Ergebnisse aus der Analyse des Adhdsionsverhaltens (vgl.
Ergebnisse, Abschnitt I1I.1) und der Literatur, die zeigen, dass C. dubliniensis Wildtyp-Stimme
verglichen mit C. albicans WT-Stamm SC5314 in in vitro- und in vivo-Studien eine signifikant
geringe Virulenz aufweist. Obwohl auch C. dubliniensis in der Lage ist humane Zellen zu
zerstoren, findet dies - verglichen mit dem C. albicans Wildtypstamm - eher zu spéateren
Zeitpunkten statt. Die Deletion der beiden APSES-Proteine Efglp und Mom1p fiihrte zu einem

weiteren signifikanten Verlust der Pathogenitat.

I11.3 Untersuchung der Zellwandstabilitat

Die Zellwand der Pilze ist ein essentielles Organell der Zelle und diejenige Komponente, die als
erstes mit den Wirtszellen in Kontakt tritt und die sowohl in der Adhdsionseigenschaft des Pilzes
sowie in der Wirt-Pathogen-Wechselwirkung eine entscheidende Rolle spielt. In ihrem Aufbau
ist die Zellwand eine Struktur aus kovalent und nicht-kovalent verkniipfter Bestandteilen, die
nicht nur eine Schutzbarriere gegen physikalische, chemische und biologische Eingriffe darstellt,
sondern die der Zelle auch ihre spezifische Form verleiht. Abhdngig von der Umweltbedingung
kann sowohl ihre makromolekulare Zusammensetzung wie auch die molekulare Organisation
beachtlich variieren. Ihre Biogenese bedarf aufierdem einer beachtlichen metabolischen
Investition und ist deshalb sowohl rdumlich wie auch zeitlich streng kontrolliert [Ram, AF and
Klis, FM 2006].

Die Hauptbestandteile der Zellwand sind Polysaccharide wie verzweigte 3-1,3- und [-1,6-
verkniipfte Glukosepolymere (B-Glukane) sowie aus N-Acetylglucosamin-Einheiten (GlcNAc)
zusammengesetztes Chitin. Zu weiteren Komponenten zahlen glykosylierte Zellwandproteine,
zu denen GPI-Ankerproteine oder andere kovalent-gebundene Mannoproteine zdhlen. Einen

geringen Anteil bilden die Lipide [Chaffin, 2008; Chaffin et al., 1998].
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I11.3.1 Einfluss zellwandspezifischer Substanzen auf das Wachstumsverhalten der

Candida WT-Stimme

Die Biogenese der Zellwand kann mithilfe von zwei miteinander verwandten anionischen
Farbstoffen Calcofluor White (CFW) und Congo Red (CR) analysiert werden, die sich jedoch in
ihrem Wirkungsort unterscheiden. Wahrend das Fluorochrom Congo Red durch seine
Interaktion mit dem f3-Glucan die Zusammenlagerung der Glukan-Mikrofibrillen behindert
[Kopecka, M and Gabriel, M 1992], stort Calcofluor White den Aufbau des Chitins [Elorza, MV et
al. 1983]. Je nach Zellwandbeschaffenheit verschiedener Stimme, kénnen unterschiedliche
Mengen des Farbstoffs in der Zellwand interkalieren bis ihre Funktionalitit deutlich
eingeschrankt wird und sich in einer (Hyper)sensitivitit der Stamme gegeniiber diesen
chemischen Substanzen bemerkbar macht.

Serielle Verdiinnungsreihen von unterschiedlichen klinischen Isolaten von C. albicans (SC5314
und WO-1) und C. dubliniensis (CD36, Wi284 und Wii296) wurden auf YPD-Agarplatten
supplementiert mit unterschiedlichen Konzentrationen Calcofluor White und Congo Red
ausplattiert und fiir mehrere Tage bei 30°C kultiviert. Das Ergebnis dieses Wachstums ist in der

Abbildung 34 zusammengestellt.

Congo Red

y

C. albicans W0-1

C. dubliniensis CD36

C. dubliniensis Wii284

C. dubliniensis Wii296

+ 25 pg/ml + 50 pg/ml

+ 25 pg/ml +250 pg/ml

Abbildung 34: Einfluss von Calcofluor White und Congo Red auf das Wachstumsverhalten von verschiedenen
C. albicans und C. dubliniensis-Stimme.

Serielle Verdiinnungen (105, 104, 103, 102 Zellen) unterschiedlicher Klinischer Isolate von C. albicans und C.

dubliniensis auf YPD-Platten ohne (A) und nach der Supplementierung mit verschiedenen Konzentrationen an

Calcofluor White oder Congo Red (B-E). Die entsprechenden Farbstoff-Konzentrationen sind unterhalb der Platten

angegeben. Die Inkubation der Stimme erfolgte fiir 2 Tage bei 30°C.

Die verschiedenen Candida-Arten zeigten unterschiedliche Sensitivitdt gegeniiber den beiden
Zellwand-interkalierenden Substanzen Calcofluor White und Congo Red. So zeigten die
untersuchten klinische Isolate von C. dubliniensis bereits bei niedrigen Konzentrationen von
Congo Red (ab 250 pg/ml) ein deutlich reduziertes Wachstum. Eine Konzentration von 500

pg/ml CR im Agar war fiir C. dubliniensis letal, wahrend die klinischen Isolate von C. albicans
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noch ein gutes Wachstum zeigen konnten (Daten nicht gezeigt). Insbesondere hat scheinbar
der C. albicans WO-1-Stamm Mechanismen entwickelt, diesen Farbstoff entweder zu zersetzen
oder es nicht in die Zellwand einzubauen. Dies wird durch die signifikant geringere
Pigmentierung der Zellen und durch eine verstirkte Hofbildung um die Kolonien sichtbar.
Verglichen mit Congo Red zeigten die C. dubliniensis Wildtyp-Stimme auf Agar-Platten mit
Calcofluor White einen noch signifikanteren Wachstumsunterschied gegeniiber C. albicans.
Bereits sehr niedrige Konzentrationen dieses Agents (25 pg/ml) hatten auf das
Wachstumsverhalten von den meisten C. dubliniensis Stimmen subletale Auswirkungen. Bei 50
pg/ml CFW konnten im Gegensatz zu C. albicans kein C. dubliniensis Wildtyp-Stamm mehr

wachsen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die beiden Candida-Arten unterschiedliche Sensitivitat
gegeniiber den Zellwand-interkalierenden Substanzen aufweisen. Die Tatsache, dass C.
dubliniensis-Stamme bereits bei niedrigen Konzentrationen an Congo Red und Calcofluor White
einen letalen Wachstumseffekt zeigten, lasst darauf schliefden, dass signifikante Unterschiede in
der Zellwandzusammensetzung der beiden Candida-Arten beziiglich 3-Glukan und Chitin
bestehen. Vorldufige Daten aus der Analyse der Kohlenhydratzusammensetzung bestétigen
diese Ergebnisse. So weisen die Zellwdnde von zwei unabhdngigen C. dubliniensis Isolaten CD36
und Wii296 mit 4,71% im Vergleich zu den beiden C. albicans Stimmen SC5314 und WO-1
(3,08%) etwa 50% mehr Chitin auf (Daten nicht gezeigt, Analyse durch Dr. P. de Groot,

University of Castilla-La Mancha, Spanien).

I11.3.2 Einfluss zellwandspezifischer Substanzen auf das Wachstumsverhalten der

mom1A- und efg1A-Deletions- und ihren Reintegrationsstimmen

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass die Deletion des APSES-Proteins Efglp einen
grofden Einfluss auf die Zellwandzusammensetzung von C. albicans hat [Sohn et al., 2003]. Als
Transkriptionsfaktor hat Efglp eine entscheidende Rolle auf die Induktion und Repression von
Zellwandgenen sowohl wahrend des hyphalen wie auch hefeférmigen Wachstums. So konnte z.
B. gezeigt werden, dass GPI-verankerte Zellwandproteine wie Hwplp, Hwp2p, Ywp1l oder das
Adhesin Eaplp in Abhangigkeit von Efglp reguliert waren [Sharkey, LL et al. 1999; Li, F and
Palecek, SP 2003; Sohn, K et al 2003]. Die Transkriptom-Analyse mittels der MESSAGE-
Technologie zeigte, dass MOM1 in C. dubliniensis ebenfalls die Expression von zahlreichen
Zellwandproteinen regulierte, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die beiden

homologe APSES-Proteine dhnliche Funktion in der Zellwandbiogenese aufweisen.
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Inwieweit die beiden APSES-Proteine auch die Sensitivitdt gegen CFW und CR beeinflussen,
wurde im folgenden Abschnitt anhand des Wachstumsverhaltens verschiedener Stamme
analysiert. Dazu wurden neben den entsprechenden Wildtyp-Stdimmen, sowohl die jeweiligen
Deletions-und die MOM1 oder EFG1-Reintegrationsstimme in einer seriellen Verdiinnungsreihe
auf YPD-Agarplatten supplementiert mit 25 pg/ml CFW oder 175 pg/ml CR aufgetropft und iiber
mehrere Tage bei 30°C inkubiert (vgl. Abbildung 35).

Zellzahl

C. albicans SC5314 7

C. albicans HLC52 (efg1A)

C. dubliniensis CD36

C. dubliniensis DBL64 (mom1A)

C. dubliniensis DBL275 (mom1A)

C. dubliniensis DGL122 (mom1A/MOM1)

C. dubliniensis DKEFG12 (mom1A/EFG1Pr-ORF)

C. dubliniensis DSEFG104 (mom1A/EFG1- ORF) .

YPD +25 ug/ml CFW  +175 pg/ml CR

Abbildung 35: APSES-Proteine und ihr Einfluss auf die Zellwand.

Einfluss der APSES-Proteine Efglp und Mom1p auf das Wachstumsverhalten der Stimme auf Vollmedium (YPD) (A)
suppplementiert entweder mit 25 pg/ml Calcofluor White (CFW, B) oder 175 pg/ml Congo Red (CR, C). Die
Inkubation der Platten erfolgte fiir 2 Tage bei 30°C. Verdiinnungsreihe entspricht 105-, 104-, 103-, 102 -Zellen.

Verglichen mit dem klinischen Isolat CD36 von C. dubliniensis zeigten die beiden mom1A4-
Deletionsstdimme DBL64 und DBL275 sowohl bei der Supplementierung mit Congo Red wie
Calcofluor White signifikante Wachstumsdefekte. Die Reintegration einer funktionellen MOM1-
Kopie konnte diesen Wachstumseffekts vollstindig aufheben, was darauf hindeutet, dass der
Transkriptionsfaktor Mom1p sowohl die f3-Glukan- wie auch die Chitinaufbiogenese reguliert.
Diese Funktion ist vergleichbar mit der von Efgl. Auf den gleichen Agar-Platten zeigte auch der
efg1A-Deletionsstamm im Gegensatz zum C. albicans Wildtyp-Stamm SC5314 eine hohere
Sensitivitdit gegeniiber diesen beiden Zellwand-interkalierenden Farbstoffen, wobei die
scheinbar hohere Resistenz des efg14-Stammes HLC52 verglichen zur mom1A-Deletion eher auf

den oben beschriebenen Spezies-Unterschied zuriickzufiihren ist.



ERGEBNISSE 137

Interessant war das Wachstumsverhalten von mom1A4-Deletionsstimmen nach heterologer
Expression des C. albicans EFG1-Gens, anstelle von MOM1. Wie bereits bei der Reintegration von
MOM1 konnte auch die Expression des EFGI-ORFs den signifikanten Wachstumsdefekt auf
Platten mit CFW und CR zum grofien Teil aufheben und die Resistenz im grofien Umfang
revertieren. Auch in dieser Funktion scheinen die beiden APSES-Proteine dhnliche Downstream-
Faktoren zu regulieren, obwohl minimale Unterschiede zwischen Momlp und Efglp unter
diesen Bedingungen bestehen. Noch deutlicher war diese Differenz bei der zusatzlichen
Integration des EFG1-Promotors anstelle vom MOM1-Promotor ersichtlich. Sowohl auf CFW- wie
auch CR-Platten, zeigten die Stimme eine erhohte Sensitivitit gegeniiber diesen Farbstoffen
verglichen mit dem mom1A4-Deletionstamm bei dem lediglich der EFG1-ORF reintegriert wurde.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass sich die beiden Promotoren in cis-regulatorischen

Elementen unterscheiden.

Beide APSES-Proteine Moml1p und Efglp haben jedoch eine konservierte Funktion in der
Zellwandbiosynthese, sowohl in der Expression von Zellwandproteinen wie auch in der

Aufrechterhaltung der Stabilitat des Kohlenhydratgeriistes.

I11.4 Unterschiede in der transkriptionellen Regulation von EFG1 und MOM1

Frithere Untersuchungen der EFGI1-Expressionskinetik in C. albicans konnten zeigen, dass die
Expression dieses Gens durch das Uberimpfen aus einer logarithmisch-wachsenden Kultur in ein
frisches, hypheninduzierendes Medium der morphologischen Transition im voraus signifikant
runterreguliert wurde. Bereits nach 10 min Inkubation konnte aufgrund der negativen
Autoregulation vom EFG1 kein mRNA-Transkript nachgewiesen werden, und das vor der
beginnenden Hyphenausbildung. Somit existierte eine klare Korrelation zwischen der Abnahme
des EFG1-Transkriptniveaus und nachfolgender hyphalen Entwicklung in C. albicans [Stoldt, VR
et al. 1997; Tebarth, B et al. 2003]. Inwiefern eine Wechselbeziehung zwischen der MOM1-
Expression und der morphologischen Differenzierung in C. dubliniensis bestand, wurde im
Folgenden mithilfe der quantitativen RT-PCR untersucht und mit C. albicans verglichen.

Dafiir wurden die im Vollmedium (YPD) stationdr-wachsenden {iN-Vorkulturen der beiden
klinischen Isolate von C. albicans und C. dubliniensis auf eine optische Dichte (ODsoonm) von 0,1
sowohl in einer YPD-Fliissigkultur supplementiert mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS) oder
unter den ndhrstofflimitierenden Bedingungen des Wassers supplementiert mit 10 % FCS
angeimpft und iliber einen Zeitverlauf von 6 h bei 37°C inkubiert. Da der C. dubliniensis Wildtyp-
Stamm unter diesen beiden Bedingungen unterschiedliche morphologische Formen annimmt,

konnte so der Zusammenhang zwischen MOM1-Expression und Hyphenausbildung analysiert
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werden. Die Bestimmung des EFGI- und MOMI1-Transkriptniveaus erfolgte zu den
entsprechenden Zeitpunkten (5, 15, 30, 50, 90, 180 und 360 min) der Inkubation iiber den
relativen Vergleich der EFG1- bzw. MOM1- Expression zur iiN-Kultur als Oh- Wert (Abb. 36).
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Abbildung 36: Kinetik der relativen Expression von EFG1 und MOM1 in den entsprechenden Wildtypstimmen.
Mit gqRT-PCR bestimmter zeitlicher Verlauf der EFG1 bzw. MOM1-Expressionskinetik nach dem Uberimpfen des
C. albicans SC5314 bzw. C. dubliniensis CD36-Wildtyps von der Ubernachtkultur YPD (0 h-Wert) ins frische YPD-Medium
(A) oder H20 (B), beides supplementiert mit 10% FCS bei 37°C. Unter beiden Bedingungen zeigten die C. albicans
Stamme Hyphenausbildung, wahrend der C. dubliniensis Wildtypstamm unterschiedliche Morphologien aufwies und
entweder echte Hyphen ausbildete (H20 + Serum) oder in der Hefeform wuchs (YPD + Serum). Referenzgen fiir die

Normalisierung war das Ca/CdRDN18.
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Zunachst bestétigten die transkriptionellen Analysen die beschriebene rasche Repression von
EFG1 wahrend der zunehmenden Hypheninduktion des C. albicans Wildtypstamms SC5314 in
den beiden untersuchten Bedingungen. Die EFGI-Transkriptmenge war - verglichen mit dem
EFG1-Transkriptniveau der stationdren Blastosporen-Kultur - bereits nach 5 min Inkubation
signifikant (um das 11 - 19-fache) reduziert, nahm jedoch anschliefdend stetig zu, so dass zu
dem Zeitpunkt 90 min beinahe der gleiche Ausgangswert erreicht werden konnte. Von
besonderem Interesse war der Verlauf der MOM1-Expression im C. dubliniensis Stamm CD36. Im
Gegensatz zur EFG1-Expressionsabnahme konnte zu ganz frithen Zeitpunkten der Inkubation
(bereits 5 min nach dem Uberimpfen) unter den beiden so morphologisch unterschiedlichen
Bedingungen in C. dubliniensis eine Steigerung des MOMI-Transkriptniveaus auf das 2- bis 4-

fache beobachtet werden, wobei sich nach 50 min wieder das Ausgangsniveau einstellte.

Diese Daten stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen aus C. albicans, so dass zumindest fiir
C. dubliniensis dieser positive Zusammenhang zwischen transkriptioneller Repression des
APSES-Proteins Mom1p und der morphologischen Transition von der Blastospore zur hyphalen
Wachstumsform nicht bestatigt werden kann. Im Vergleich zu der stark konservierten Funktion
der beiden homologen APSES-Proteine Efgl und Mom1p von C. albicans und C. dubliniensis, zeigt
sich in der transkriptionellen Expression der beiden Gene ein entscheidender Spezies-

spezifische Unterschied.

Um den transkriptionellen Unterschied in der Expression der beiden APSES-Proteine
verstehen zu konnen, wurde mithilfe der gRT-PCR die Regulationskinetik des heterolog
exprimierten EFG1-ORFs mit EFG1-Promotor im mom1lA-Deletionsstamm unter YPD-Medium
supplementiert mit 10% FCS bei 37°C analysiert. Wie bereits beschrieben, konnte der Stamm
unter diesen Bedingungen kein filamentdses Wachstum ausbilden (vgl. Abb. 10C). Interessant
war jedoch die Tatsache, dass alleine iiber diesen Austausch der gesamten MOMI1-
Promotorregion durch den EFGI-Promotor die Kinetik der C. albicans EFGI1-Induktion in C.
dubliniensis beobachtet werden konnte. Zwar konnte das Transkriptionsniveau des
heterozygoten C. albicans Stammes HLC37 mit einer beinahe 22-fachen Repression des EFGI-
Transkripts nicht ganz erreicht werden, hatte jedoch verglichen mit dem MOM1-
Reversionsstamm DGL122 eine entgegengesetzte Tendenz (vgl. Abb. 37). Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass die antagonistische transkriptionelle Expression der beiden APSES-
Proteine hauptsichlich auf unterschiedliche cis-regulatorische Elemente im Promotorbereich
der Gene zuriickgefiihrt werden kann, die fiir die differenzielle Induktion von EFG1 bzw. MOM1

verantwortlich sind.
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Zeitlicher Verlauf der EFG1 - oder MOM1 -Expression in YPD+10% FCS Abbildung 37: Kinetik der
EFG1-Regulation nach hetero-
6 loger Expression des EFG1 (mit
24 Promotor und ORF) im mom1A-

‘ ‘ e ‘ Deletionsstamm.
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I11.4.2 Unterschiedliche Morphologie der efg14- und mom1A-Deletionsstimme auf

Festmedien mit Protein als Stickstoffquelle

Auf Agarplatten aus Hefe-Kohlenstoff (YCB) supplementiert mit Protein (z. B.
Rinderserumalbumin, BSA) als einzige Stickstoffquelle und saurem pH (pH 4,0) zeichnete sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Deletionsstimmen ab (vgl. Abbildung 38).
Unter diesen Bedingungen bildeten nur die C. dubliniensis mom1A-Deletionsstimme radiar-
symmetrische Koloniefortsitze aus besonders langen Hyphen, wihrend sowohl die C. albicans
efg1A-Deletionsstdmme, aber auch die beiden Wildtypstimme als Blastoporen wuchsen und
dadurch glatte Kolonierdnder ausbildeten. Dieser Phinotyp war auch durch andere
Proteinquellen wie z.B. Hamoglobin oder Casein induzierbar. Durch Zugabe von Hefeextrakt
wurde dieser Effekt zusdtzlich verstirkt. Die momlilA-Deletionsstaimme bildeten
dreidimensionale hyphale Strukturen (,Lufthyphen®) aus, die nicht-invasiv wuchsen. Eine pH-
Zunahme zum neutralen Bereich fiihrte zur Reduktion dieser hyphaler Strukturen. Auch das
Wachstum in Flissigkultur und Schiitteln (160 rpm) hemmte die Ausbildung dieser Strukturen.
Durch das Abstellen des Schiittlers konnten zunehmend hyphale Strukturen nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).
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C. dubliniensis CD36 C. dubliniensis CD36

YCB+BSA, pH 4,0 YCB+BSA+Hefeextrakt, pH 4,0

Abbildung 38: Unterschiedliche Morphologie der Deletionsstimme auf Agarplatten mit Hefe-Kohlenstoff
(YCB) supplementiert nur mit Rinderserumalbumin (BSA) oder zusitzlich mit Hefeextrakt bei
saurem pH.

Koloniemorphologie des C. albicans und C.dubliniensis WT- verglichen mit den entsprechenden efgIA-und mom1IA-

Deletionsstimmen auf YCB, supplementiert entweder nur mit Rinderserumalbumin (BSA) (A-D) oder nach Zugabe

von BSA und Hefeextrakt (E-H), nach 1 Woche Wachstum bei 30°C. Die Platten hatten einen pH-Wert von 4,0.

Dieser Phanotyp deutete darauf hin, dass das Mom1p unter diesen hochmolekularen Stickstoff
- Bedingungen eine reprimierende Funktion aufweist oder nicht benétigt wird.
Interessanterweise konnte durch die funktionelle Komplementierung des C. albicans EFG1 in
den momlA-Deletionsstimmen eine Reduktion dieser hyphalen Morphologie beobachtet
werden, die in ihrer Auswirkung mit dem MOM1-Reintegrationsstamm vergleichbar war, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass diese reprimierende Fahigkeit auch im Efglp erhalten
ist.

Fir C. albicans ist bekannt, dass bei der Verwertung von Proteinen (z.B. BSA) unter diversen
Nahrstoff- und pH-Bedingungen unterschiedliche sekretorische Aspartatproteinasen (sog. SAPs)
exprimiert werden, die extrazellulir das Protein abbauen kdénnen. Die Expression von
homologen C. dubliniensis SAP-Genen (CdSAP1; 2; 3; 4-6; 7) unter diesen Bedingungen wurde
mittels quantitativen RT-PCR iiberpriift. Dazu wurde die Gesamt-RNA aus den Lufthyphen der
beiden momi1A-Deletionsstimme, sowie zum Vergleich vom Wildtyp und dem MOMI-
Reversionsstamm isoliert und die Expression der einzelnen SAP-Gene bestimmt. Zur
Normalisierung wurden die beiden Referzgene CdRPPO und CdTUB1 verwendet. Das Ergebnis
zeigte eine signifikante Reduktion nur von CdSAPZ in den Deletionsstimmen (0,47-fache
Deregulation), alle anderen SAPs waren in den Lufthyphen nicht differentiell reguliert (Daten

nicht gezeigt).
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IV.Identifizierung einer Schliisselfunktion der APSES-Proteine in der

Verwertung von Stickstoffverbindungen

IV.1 Einfluss unterschiedlicher Stickstoffverbindungen auf das Wachstums-

verhalten von C. albicans und C. dubliniensis Wildtypstimmen

Wie bereits gezeigt, hatte die MOM1-Deletion in C. dubliniensis einen grofden Einfluss auf die
Ausbildung von Hyphen auf Agarplatten bestehend aus Hefe-Kohlenstoff (YCB), einem
synthetischen Medium mit einer definierten Kohlenstoffquelle, supplementiert entweder nur
mit Protein wie Rinderserumalbumin (BSA) oder mit Hefeextrakt als zusatzliche Stickstoffquelle
(vgl. Abb. 38). Diese Morphologie zeigten die beiden Wildtyp-Stimme sowie der efgl4-
Deletionsstamm von C. albicans nicht. Welchen Einfluss unterschiedliche Stickstoffverbindungen
auf das Wachstumsverhalten und Morphologie der Stimme hatte, wurde im Folgenden
untersucht. Dazu wurde eine Wachstumskinetik der beiden klinischen Isolate von C. albicans
SC5314 und C. dubliniensis CD36 in YCB-Flissigkulturen supplementiert entweder mit einer
hochmolekularen (z. B. BSA) oder einer niedermolekularen Stickstoffquelle (z. B.
Ammoniumchlorid) sowie einer Kombination aus den beiden Stickstoffverbindungen ermittelt
(vgl. Abbildung 39). Die abgebildeten Graphen stellten das Wachstumsverhalten der
Wildtypstamme bei 30°C aus jeweils 3 unabhingigen Experimenten dar.

Beide Candida-Arten zeigten auf diesen Medien eine dhnliche Proliferationskinetik, die sich je
nach Stickstoffquelle unterschieden. Im Gegensatz zu Proteinen stellen Ammonium-
Verbindungen eine bevorzugte, sog. primare Stickstoffquelle dar, da Ammonium-Ionen (NH4*)
von der Zelle sofort aufgenommen und verwertet werden kénnen, so dass bereits nach einer
sehr kurzen lag-Phase (5 h) unter Amminumchlorid bei beiden Wildtypstimmen ein
exponentielles Wachstum zu beobachten war. Im Gegensatz dazu muss die Zelle beim Protein als
einzige Stickstoffquelle im Medium sowohl ihr Transkriptom wie auch ihre katabolische
Aktivitat umstellen und zuerst die notwendigen sekretorischen Proteinasen (sog. Saps) und
Oligopeptidtransporter (Opt-Transporter) exprimieren, die das vorliegende Protein
extrazellular zu Peptiden abbauen und iiber die Transporter in die Zellen aufnehmen kénnen
(Banerjee et al.,, 1991; Martinez & Ljungdahl, 2005]. Diese Verzogerung war auch an der sehr
langen Adaptationsphase der Stdmme ersichtlich. Der Beginn des exponentiellen Wachstums
fand bei dieser sog. ,sekundaren” Stickstoffquelle erst nach 50 — 60 h statt, wobei - verglichen
mit C. dubliniensis - der C. albicans Stamm etwas frither die Proliferation induzierte. Ein weiteres
charakteristisches Wachstumsmerkmal im YCB-Medium mit Protein (z. B. BSA) als einzige

Stickstoffquelle war, dass trotz des sehr spaten Beginns die stationdre Phase doppelt so hohe
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OD-Werte und somit eine grofdere Zelldichte erreicht wurde, als unter Ammoniumchlorid. Diese
Wachstumskinetik deutet darauf hin, dass fiir die Verwertung von komplexen Stickstoffverbin-
dungen der Metabolismus der Zelle zuerst umgestellt werden muss, jedoch anschlief3end fiir die

Zelle langerfristig und effektiver zur Verfiigung steht.

Bei einer Kombination sowohl der nieder- wie auch hochmolekularen Stickstoffquelle (bei
gleichen Konzentrationen wie oben beschrieben: 234 mM Ammoniumchlorid bzw. 58 uM BSA
sowie pH 4,0) zeigten beide Candida-Stimme einen interessanten Mittelweg in ihrer
Proliferationskinetik. Trotz des Vorhandenseins einer ,primaren“ Stickstoffquelle im Medium
verzogerte sich die lag-Phase etwa um das 4-fache, so dass der Beginn der exponentiellen Phase
bei beiden Candida-Arten erst nach 20 - 30 h nach dem Animpfen detektiert werden konnte.
Auflerdem wurde mit einem OD-Maximum von 9 eine deutlich hohere Biomasse als beim
Ammoniumchlorid alleine erreicht. Verglichen mit Protein im Medium als einzige

Stickstoffquelle war die Zelldichte jedoch signifikant geringer.

A Candida albicans SC5314 B Candida dubliniensis CD36
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Abbildung 39: Wachstumsverhalten der Wildtypstimme aus unterschiedlichen Stickatoffquellen.
Proliferationskinetik der Wildtypstdmmen von C. albicans (A) und C. dubliniensis (B) in Fliissigkulturen (pH 4,0) aus
Hefe-Kohlenstoff-Basis (YCB) supplementiert entweder mit 234 mM Ammoniumchlorid (NH4Cl), 58 puM
Rinderserumalbumin (BSA) oder einer Kombination aus den beiden Stickstoffverbindungen (gleiche
Konzentrationen). Alle Stimme wurden im Schiittelkolben nach dem zweimaligen Waschen der UN-Vorkultur zu einer
ODsoonm von 0,1 angeimpft. Thr Wachstumsverhalten wurde zu den entsprechenden Zeitpunkten iiber die

Extinktionsmessung ermittelt.

Diese Wachstumsstudie zeigt, dass die beiden Kklinischen Isolate von C. albicans und C.
dubliniensis die verschiedenen Stickstoffquellen unterschiedlich verwerten koénnen. Der
Stickstoffmetabolismus scheint speziesiibergreifend konserviert zu sein und unterliegt einer
komplexen transkriptionellen Regulation. Inwiefern APSES-Proteine in dieser Regulation eine

wichtige Rolle spielen, wurde im Folgenden analysiert.
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IV.2 Essentielle Funktion der APSES-Proteine bei der parallelen Verwertung von

zweil Stickstickstoffverbindungen

Wie bereits in dieser Arbeit und in der Literatur gezeigt werden konnte, haben APSES-Proteine
Efglp und Momlp - je nach vorliegender Wachstums- und Morphologiebedingung - einen
starken Einfluss auf den Kohlenhydratmetabolismus der Zelle. In dieser Arbeit konnte zum
ersten Mal auch eine essentielle Funktion der beiden Proteine im Stickstoffmetabolismus gezeigt
werden, die in dieser Form weder flir das Efgl-Protein von C. albicans noch fiir ein weiteres
Mitglied der APSES-Proteinfamilie beschrieben worden ist (Abbildung 40).

Ein Vergleich des Proliferationsverhaltens der efg14- und mom1A- Deletionsstimme mit den
entsprechenden Candida-Wildtypstimmen zeigt, dass je nach vorliegenden Stickstoffquelle sich
das Wachstum signifikant unterscheidet. Wahrend bei niedermolekularen Stickstoffverbin-
dungen wie Ammoniumchlorid oder Ammoniumsulfat zwischen den Stimmen kein Wachstums-
unterschied zu beobachten war (vgl. Abb. 40A), dnderte sich das Verhalten im Medium mit
hochmolekularer Stickstoffquelle. Durch die Deletion der beiden APSES-Proteine verlangerte
sich die Adaptationsphase der Deletionsstimme nach dem Uberimpfen ins Hefe-Kohlenstoff -
Medium mit dem Protein BSA als einzige Stickstoffverbindung gegeniiber den Wildtyp-Stammen
mit 100-120h auf das Doppelte (Abb. 39 und Abb. 40B). Nach der exponentiellen Phase wurde
dann beinahe dieselbe Zelldichte erreicht. Wurden jedoch im Medium die beiden nieder- und
hochmolekularen Stickstoffquellen zur gleichen Zeit und in gleicher Konzentration wie unter
Einzelbedingungen kombiniert, zeigte sich eine essentielle Funktion der beiden APSES-Proteine,
die fiir diese Proteinfamilie bisher noch nicht publiziert worden ist. Im Gegensatz zu den beiden
klinischen Isolaten von C. albicans und C. dubliniensis konnten die Deletionsstimme aufgrund
des fehlenden Efglp- oder Mom1p-Proteins nicht wachsen, auch nicht, wenn die Stdmme tiber 3
Wochen bei 30°C inkubiert wurden und eigentlich ein Uberschuss an Stickstoffverbindungen
vorliegt (Abb. 40C). Dieser Effekt wurde nicht nur in Fliissigkulturen, sondern auch auf YCB-
Agarplatten unter sauren Bedingungen (pH 4,0) beobachtet, die neben dem
Rinderserumalbumin entweder mit Ammoniumchlorid oder -sulfat als niedermolekulare
Stickstoffquelle supplementiert worden sind. Eine Letalitit der Zellen konnte dabei
ausgeschlossen werden, da durch die Zugabe einer Kkonzentrierteren BSA- oder
Ammoniumchloridlésung zu den eine Woche stagnierenden Fliissigkulturen wieder ein

Wachstum induziert werden konnte (Daten nicht gezeigt].
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Dieses Wachstumsverhalten fithrt zu der Annahme, dass in beiden Candida-Spezies zwei

konservierte Stoffwechselprozesse existieren, um entweder niedermolekulare, leichtzugéngliche

Stickstoffquelle oder komplexe Stickstoffverbindungen (z. B. in Form von Proteinen) aufnehmen

und

metabolisch verwerten zu konnen.

Die gegenseitige Regulation dieser beiden

Stoffwechselwege scheint streng kontrolliert zu sein, wobei das Efglp in C. albicans, wie auch

das Mom1p in C. dubliniensis, einen zentralen Schalter in dieser Regulation darstellt.
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IV.3 Spezielle Morphologie der mom1A-Deletionsstimme in YCB-NH4CI-BSA

Neben der Wachstumsstagnation auf Hefe-Kohlenstoff-Fliissigmedien mit Ammoniumchlorid
und Rinderserumalbumin zeigten insbesondere die mom14-Deletionsstdimme DBL27 und DBL4
eine interessante Morphologie, die sowohl im C. dubliniensis und C. albicans-Wildtyp- sowie beim
efg1A-Deletionsstamm nicht zu beobachten war. Unter diesen sauren Bedingungen (pH 4,0)
bildeten die Stimme bereits nach 30 h-Inkubation eine Mischpopulation aus normalen
elongierten und kreisrunden, stark lichtbrechenden Zellen, die Ahnlichkeiten mit den
Chlamydosporen aufwiesen (vgl. Abb. 41). Im Gegensatz zur Chlamydosporenproduktion auf
den speziellen Nahrbedingungen wie Staib- oder SSH-Fliissigkultur/Agar konnte jedoch weder
pseudohyphale Strukturen noch die Ausbildung von Progenitorzellen beobachtet werden, so

dass noch zu Kklaren ist, ob es sich bei diesen Strukturen wirklich um Chlamydosporen handelt.

v

J |
C. albicans SC5314 ’:/

C. dubliniensis CD36 C. dubliniensis mom1A

Abbildung 41: Spezielle Morphologie des mom1A4-Deletionsstammes in YCB-NH4Cl-BSA.
Morphologie der verschiedenen Candida-Stdmme nach 30h Inkubation im Hefe-Kohlenstoff- (Yeast Carbon Base,
YCB) Fliissigmedium supplementiert sowohl mit Rinderserumalbumin (BSA, als hochmolekulare N-Quelle) und

Ammoniumchlorid (NH4Cl, als niedermolekulare N-Quelle) bei pH 4,0.

Da dieser Phanotyp nur in C. dubliniensis-Stimmen mit MOM1-Deletion und nicht im C. albicans
efg1A-Deletionsstamm zu beobachten ist, ist davon auszugehen, dass diese Morphologie -
dnhlich wie die Lufthyphenausbildung auf definiertem Hefe-Kohlenstoff (YCB)-Medium,
supplementiert mit Protein als einzige Stickstoffquelle - einen Spezies-spezifischen Unterschied

zwischen den beiden Candida-Arten darstellt.
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IV.4 Relative Expressionsanalyse einiger ausgewahlter Gene unter verschiedenen

Stickstoffbedingungen

Um aufkldren zu konnen, weshalb die efglA- und momilA-Deletionsstaimme trotz des
Stickstoffiiberschuss unter diesen komplexen Stickstoffbedingungen nicht wachsen kdnnen und
wie diese Gene unter Wachstumsbedingungen reguliert sind, die jeweils nur eine
Stickstoffquelle aufweisen, wurde die Genexpression einzelner, ausgewdahlter Transkripte
mithilfe der quantitativen Real Time PCR (qRT-PCR) bestimmt. Fiir die Analysen wurden YCB-
Fliissigkulturen des C. albicans Wildtyp- und efg14 -Deletionsstammes verwendet, die entweder
mit 234 mM Ammoniumchlorid, mit 58 pM Rinderserumalbumin sowie mit beiden
Stickstoffverbindungen supplementiert und 24 h bei 30°C inkubiert worden sind. Fiir diese
Transkriptionsanalysen wurden Gene ausgewdhlt, deren molekulare Funktion im
Stickstoffmetabolismus bekannt war. Dazu gehorten Gene, die fiir die beiden
Ammoniumpermeasen (MEP1, MEP2) sowie die spezifischen Transkriptionsfaktoren (STP1,
STP2) kodieren, die fiir die Degradation und Aufnahme von extrazelluliren Proteinen
verantwortlich sind. Zusatzlich wurde auch die Genexpression von EFGI unter diesen drei
Bedingungen im C. albicans Wildtypstamm SC5314 untersucht. Abbildung 42 zeigte die relative
Expressionswerte der einzelnen Gene in den beiden Stimmen unter den untersuchten
Bedingungen, stets bezogen auf das Transkriptionsniveau des C. albicans SC5314-Stammes
unter der YCB-NH4CI-BSA-Bedingung. Verglichen mit diesen komplexen Stickstoffbedingungen
zeigten insbesondere die Wildtypstdamme von C. albicans unter YCB-Fliissigkulturen mit BSA als
einzige Stickstoffquelle eine besonders starke Induktion von Genen fiir die beiden
Ammoniumpermeasen MEP1 und MEPZ, sowie eine hohe STPI-Expression. Eine verstirkte
Stp2p-Induktion, die fiir die transkriptionelle Regulation von Oligopeptid- und
Aminosdurentransporter kodiert, war jedoch zu diesem Zeitpunkt noch nicht aktiviert. YCB-BSA
war auch die einzige Bedingung, unter der das EFGI1-Gen die 2-fache Expression zeigte. Im
Vergleich zum SC5314 zeigte der efg14-Deletionsstamm eine signifikant reduzierte Expression
dieser Gene, was wahrscheinlich darauf zuriickgefiihrt werden kann, dass die Deletionsstamme
viel spater zu proliferieren beginnen. Eine weitere Besonderheit dieser Studie konnte unter
Ammoniumchlorid als einzige Stickstoffquelle gezeigt werden. Verglichen mit dem
Wildtypstamm waren unter der EFGI-Deletion sowohl MEP1, MEP2, STP1 wie auch STP2
verstarkt exprimiert und dies trotz des analogen Wachstumsverhaltens der untersuchten
Stdmme unter dieser Bedingung. Fir komplexe Wachstumsbedingungen mit zwei
unterschiedlichen Stickstoffverbindungen konnte jedoch durch diese Transkriptionsstudie die
signifikanten Unterschiede in der Genregulation zwischen dem C. albicans Wildtyp- und dem

efg1A-Deletionsstamm leider nicht geklart werden, die diesen Phanotyp erklaren wiirden. Kein
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Gen dieser Studie zeigte ein besonderes Expressionsverhalten. Dies kann dadurch erklart
werden, dass die Regulation der Stoffwechselprozesse eventuell auf posttranskriptioneller

Ebene stattfindet oder andere - hier nicht analysierte Gene - eine entscheidende Rolle spielen.
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Abbildung 42: Relative Genexpression einiger ausgewihlter Gene unter unterschiedlichen stickstoffhaltigen
Wachstumsbedingungen.

Untersuchung der relativen Expression von ausgewdahlten Genen (MEP1, MEP2, STP1, STP2 und EFG1) in C. albicans
Wildtyp- und efg14-Deletionsstamm (HLC52) nach 24 h Wachstum in Flissigmedium auf Hefe Kohlenstoff (YCB)
supplementiert entweder mit Rinderserumalbumin (BSA), Ammoniumchlorid (NHs*) oder einer Kombination von
beiden Stickstoffverbindungen (BSA/NH4*). Die Analyse erfolgte in jeweils zwei unabhdngigen biologischen
Replikaten. Normalisiert wurde mit den beiden Referenzgenen RDN18 und SOD2, die unter allen Bedingungen
konstitutiv exprimiert waren. Wildtypstamm unter BSA/NH4* diente als die Bedingung, auf die alle Werte bezogen

worden sind.

Problematisch war bei dieser Analyse, dass die Deletionstimme unter der YCB-Fliissigkultur
supplementiert sowohl mit einer hoch- wie auch niedermolekularen Stickstoffverbindung von
Beginn an nicht wachsen konnten und dadurch insgesamt eine Repression ihrer Genaktivitat
zeigten. Um dies umgehen zu kénnen, wurden Wachstums - und Genexpressionsanalysen unter

denen das Wachstum nach der Induktion wieder reprimiert werden konnte, durchgefiihrt.
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IV.5 Analyse des Wachstumsverhalten der Stimme nach spaterer Zugabe einer

zweiten Stickstoffquelle

Um zu identifizieren, worauf die Wachstumshemmung der beiden Deletionsstimme in YCB-

BSA-NH.CI zuriickgefiihrt werden kann, wurde der C. albicans Wildtyp- und der efg14-Deletions-

stamm zunichst in YCB-Medium und mit einer Stickstoffquelle (entweder NH4Cl oder BSA)

angeimpft. Erst nach dem Anwachsen der Zellen erfolgte die Konfrontation der Kultur mit der

zweiten Stickstoffquelle. Der Zeitpunkt fiir die Zugabe der zweiten Stickstoffquelle erfolgte
anhand der in der Abbildung 43 gezeigten Wachstumskinetik: fiir YCB-BSA nach 24 h und fiir
YCB-NH4Cl nach 5 h Inkubation.
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Abbildung 43: Wachstumskinetik der

Stimme, nach und ohne Zugabe einer

zweiten Stickstoffquelle.

Der C. albicans Wildtyp Stamm SC5314
und der Deletionsstamm HLC52 wurden
bei 30 °C kultiviert. (A): YCB-BSA-
Medium mit und ohne Zugabe der 10-
fach konzentrierten Ammoniumchlorid-
Losung zu einer Endkonzentration von
2,34 M nach 24 h nach der Inkubation.
(B): Proliferationskinetik im YCB-NH4Cl-
Medium nach und ohne Zugabe von BSA
nach 5 h nach der Inkubation. Alle
Stimme wurden mit einer ODesoonm vON
0,1 angeimpft und die Wachstumskinetik

iiber einen Zeitverlauf analysiert.
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Die Abbildung 43A stellt das Proliferationsverhalten der Stimme unter YCB-BSA dar,
nachdem die 10-fache Konzentration der Ammonimchloridlosung zu der Kultur zugegeben
wurde (Endkonzentration 2,34 M). Wie bereits unter der komplexen YCB-BSA-NH4Cl-Kultur
gezeigt, konnte nur durch die NH4Cl-Zugabe in den efgiA-Deletionsstimmen ein
Wachstumsarrest induziert werden. Im Gegensatz dazu wachst der Wildtypstamm mit und ohne
Supplementation von Ammoniumchlorid, ebenso wie der Deletionsstamm, bei dem kein NH4Cl
zugegeben wurde.

Eine besondere Anomalie zeigte der C. albicans Wildtypstamm SC5314 nach Zugabe einer BSA-
Losung zur Wachstumskultur, die im YCB-NH4Cl-Medium 5 h vorinkubiert worden ist
(Endkonzentration an BSA: 58 uM) (Abb. 43B). Im Gegensatz zu allen Erwartungen, konnte
unter diesen Bedingungen ein Wachstumsstopp fiir den Wildtypstamm beobachtet werden, der
ohne BSA-Zugabe nicht induziert werden kann. Wachstumsdefekte von efg14-Deletionsstimmen
konnten unter diesen Wachstumskonditionen (mit und ohne BSA-Zugabe) nicht beobachtet
werden. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zur bereits beschriebenen Wachstumskinetik der
Wildtyp - und Deletionsstimmen unter Bedingungen, in der von Anfang an die nieder- und
hochmolekulare Stickstoffverbindung im Medium vorlagen. Um dies weiter aufklaren zu kénnen,
wurden zwei Kriterien analysiert, die in diesem Zusammenhang fiir das Wachstum des C.

albicans Wildtypstammes SC5314 eine wichtige Rolle spielen.

IV.5.1 Zeitpunktabhingigkeit der BSA-Zugabe zu YCB-NH,Cl-Fliissigkulturen

Inwiefern der Zeitpunkt der BSA-Zugabe einen Einfluss auf die Induktion des
Wachstumsarrests im C. albicans Wildtypstamm SC5314 hatte, wurde im Folgenden analysiert.
Hier wurde der Wildtypstamm unter YCB- Ammoniumchlorid-Medium zu einer optischen Dichte
von 0,1 angeimpft und zu bestimmten Zeitpunkten des Wachstums mit Rinderserumalbumin
(BSA) versetzt (Endkonzentration: 70 uM). Ob ein nachfolgendes Wachstum maoglich war oder
nicht, wurde durch die OD-Messung bestimmt (Abb. 44). Es zeigte sich, dass der Zeitpunkt der
BSA-Zugabe ein entscheidendes Kriterium ist. Fand die Supplementation zu fritherem Zeitpunkt
- bis 3,4 h nach dem Animpfen - der Adaptationsphase an Ammoniumchlorid statt, konnte kein
Wachstumsarrest induziert werden. Die Stimme zeigten nach weiteren 22 h der Inkubation mit
dem Protein im Medium eine hohe Wachstumsrate. Wurde die BSA-Stammlosung erst zu
spateren Zeitpunkten - nach iiber 5 h der Adaptation (und somit zu hoheren OD-Werten) -
zugegeben, zeigten die Wildtypstdimme einen sofortigen Wachstumsstopp. Dieser
Wachstumsstopp war sehr effizient und erfolgte sofort nach der BSA-Zugabe, die
moglicherweise sofort einen Zellzyklusarrest induzierte, da in der Kultur nicht einmal eine

Zellteilung beobachtet werden konnte.
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Zeitpunktabhingige Induktion des Wachstumsstopps in C. albicans SC5314
(nach Zugabe von BSA zu YCB+NH,Cl)

Abbildung 44: Einfluss
4] — des Zeitpunkts der
BSA-Zugabe auf das
37 Wachstumsverhalten

in C. albicans.
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Es existiert also eine Korrelation zwischen der beginnenden Wachstumsphase im YCB-
Ammoniumchlorid-Medium und anschlieRendem Wachstumsarrest bei BSA-Zugabe. Es ist
davon auszugehen, dass im Wildtypstamm - moglicherweise EFGI-abhangig - wahrend der
NH4Cl-Inkubation Faktoren induziert werden, die eine reprimierende Wirkung auf die Induktion

des Proteinstoffwechsels hatten.

IV.5.2 Abhidngigkeit des Wachstums von unterschiedlichen BSA-Konzentrationen

Ein weiteres Kriterium fiir die Analyse des Proliferationdefekts im C. albicans Wildtypstamm
SC5314 war fiir den Wachstumsarrest notwendige Endkonzentration von BSA im Medium. Dazu
wurde der C. albicans-Stamm SC5314 unter YCB-NH4Cl angeimpft und nach 5 h Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen an BSA versetzt (Abbildung 45). Unter diesen bestimmten
Bedingungen existiert offensichtlich ein enges Fenster an BSA-Endkonzentrationen im Medium
(zwischen 58 - 100 uM), in dem direkt nach der Zugabe ein Wachstumsarrest der Zellen
stattfindet, der iiber 136 h aufrecht erhalten werden kann. Unter einer Konzentration von 58 uM
BSA bzw. iiber 120 pM BSA im YCB-NH4Cl-Medium findet dagegen ein Wachstum der Zellen
statt, wobei der jeweilige Proliferationsverlauf der entweder der -charakteristischen
Wachstumskinetik unter niedermolekularen (z. B. Ammoniumchlorid) bzw. der hochmoleku-

laren Stickstoffverbindungen (wie z. B. BSA) entspricht (vgl. Abb. 40).
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Abbildung 45: Wachstumskinetik des C. albicans Wildtypstammes SC5314 in YCB-NH4Cl nach Zugabe von
unterschiedlichen BSA-Konzentrationen.
Die Zugabe von BSA erfolgte nach 5 h Inkubation unter YCB-Ammoniumchlorid. Uber einen Zeitverlauf von 136 h

wurde die Proliferation liber die OD-Messung bei 600 nm bestimmt.

Diese Ergebnisse deuten auf die Existenz von zwei unabhangigen Stoffwechselwegen hin, die in
Abhangigkeit von EFG1, die Verwertung von nieder- und hochmolekularen Stickstoffver-
bindungen regulieren. Eine geringere Endkonzentration von BSA (unter 58 uM) reichte fiir die
Repression des Ammonium-Stoffwechselwegs nicht aus, so dass in reziproker Proportionalitat
zur BSA-Konzentration eine Inhibierung dieses Signalweges ersichtlich war. Dagegen reichte
wahrscheinlich eine iiberwiegend hohe NH.*-Konzentration im Medium nicht aus, um den
Proteinstoffwechsel induzieren zu konnen. Mit steigender BSA-Konzentration im Medium nahm
auch das Wachstum des Wildtypstammes zu. Halten sich die beiden Stickstoffkonzentrationen
die Waage, kann der BSA-Stoffwechselweg nicht induziert werden, wihrend der NHs*-
Stoffwechselweg gleichzeitig reprimiert worden war. Dies hatte trotz eines Stickstoffiiberflusses

einen Wachstumsdefekt zufolge.
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IV.6 Expressionskinetik ausgewdhlter Gene im C. albicans Wildtyp- und 4defg1-
Deletionsstamm unter YCB-NH4Cl-Medium nach Zugabe von BSA

Um molekularbiologisch aufkldren zu kénnen, weshalb die Zugabe von BSA zu einer YCB-
NH4Cl-Kultur des C. albicans Wildtypstammes SC5314 sofort einen Wachstumsstopp nach sich
zieht, wahrend die Deletion von EFG1 keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten des Stammes
hatte, erfolgte mit qRT-PCR die Expressionsanalyse einzelner Gene. Hierfiir wurden sowohl der
C. albicans Wildtyp Stamm SC5314 wie auch der efg14-Deletionsstamm HLC52 mit einer ODgoonm
von 0,1 im YPD-NH4Cl-Medium (234 mM NH4Cl-Konzentration) angeimpft und bis zur
Wachstumsinduktion fiir 5 h inkubiert. AnschliefSend erfolgte die Zugabe von BSA zu den
Kulturen (Endkonzentration: 58uM). Jeweils 15 min und 24 h nach der BSA-Zugabe, erfolgte die
Kulturentnahme fiir die RNA-Praparation. Zum Vergleich und als Referenzbedingung wurden
die Genexpression der beiden Stdamme vor der BSA-Zugabe (also nach 5 h-Wachstum) und
zusatzlich der 24 h-Wert ohne BSA im Medium analysiert. Fiir die Auswertung der qRT-PCR
wurde alle Expressionswerte auf das Expressionsniveau des Wildtypstammes SC5314 nach 5 h-
Wachstum im YCB-NH4Cl-Medium (vor der BSA Zugabe) bezogen. Die Ergebnisse sind in der
Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Untersuchung der Expressionskinetik von ausgewéihlten Genen im YCB-NH4Cl-Medium vor und
nach der BSA-Zugabe (15 min und 24 h).

Untersucht wurde der zeitliche Verlauf der Expression einiger Gene des C. albicans Wildtypstammes SC5314 und des
efg1A-Deletionsstamm (HLC52) nach Zugabe von BSA ins Medium, sowie zum Vergleich die Kulturen nach 24 h im
YCB-NH4Cl ohne BSA-Zugabe. Als Referenzbedingung wurde das Expressionsniveau des Wildtypstammes nach 5 h
Wachstum im YCB-NH4Cl-Medium verwendet. Die Normalisierung erfolgte mit CaRDN18.
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Verglichen mit der Genexpression im YCB-NH4Cl-Medium zeigte der C. albicans-Wildtypstamm
SC5314 bereits 15 min nach der BSA-Zugabe eine mind. 2 fache-Repression der
Phosphatidylinositolkinase Torlp (-2,12) und des Transkriptionsfaktors Stplp (-2,77), das
interessanterweise sowohl die Expression der Proteinase Sap2p und einiger Peptidtransporter
wie Optlp und Opt3p reguliert. Dieses inhibierende Expressionsverhalten konnte in dem efg14-
Deletionsstamm nur fiir TOR1 (2,2-fach Repression) beobachtet werden, jedoch nicht fiir STPI.
Dies dnderte sich jedoch nach 24 h. Wahrend die Deletionsstimme die Expression von STP1
nach 24 h Wachstum im YCB-NH4CI - unabhdngig von BSA - stark induzieren konnten (bis ca. 4-
fach), blieb in den Wildtypstdmmen die Expression dieses fiir die Verwertung von BSA wichtigen
Gens weiterhin stark reprimiert. Ein dhnliches Expressionsmuster zeichnete sich auch fiir einen
weiteren Transkriptionsfaktor des Proteinmetabolismus Stp2p nach 24 h ab, welches die
Expression von Aminosdurenpermeasen reguliert. Dies fithrt zu der Annahme, dass die
transkriptionelle Expression sowohl von STP1 wie auch von STPZ in Gegenwart von Efglp
unterdriickt wird. Dieser Repressionseffekt konnte jedoch nicht 100% auf das EFG1
zuriickgefiihrt werden, da die Expression von EFG1 selbst unter diesen Bedingungen etwa um
das 2-fache runterreguliert wurde. Bei dieser Repression von STP1 und STPZ spielen
moglicherweise die beiden GATA- Transkriptionsfaktoren Gatlp und GIn3p in der Interaktion
mit Efglp eine entscheidende Rolle. Verglichen mit dem Expressionsniveau vor der BSA-Zugabe
konnte nach 24 h Wachstum unter BSA im YCB-NH4Cl-Medium im efg14-Deletionsstamm - im
Gegensatz zum Wildtypstamm - eine starke Induktion von TOR1 (ca. +16-fach) und von
Zellzyklus-regulierenden Gi-Zyklin Cln3p beobachtet werden. Die fehlende Expression dieses
Gens bestdtigt die Annahme, dass in den Wildtypzellen ein Zellzyklusarrest und somit ein
Proliferationsstopp induziert werden konnte.

Ein weiteres interessantes Expressionsmuster konnte fiir die Ammoniumpermease Mep2p
beobachtet werden. Bereits nach 15 min BSA-Prdasenz im Ammoniumchlorid-Medium erfolgte
im Wildtypstamm eine extrem starke Abschaltung des Gens auf transkriptionellen Ebene (iiber
12-fach). Dies dnderte sich nicht nach 24 h-Wachstum im YCB-NH4Cl, supplementiert mit BSA,
da die Expression weiterhin - verglichen mit dem Niveau vor der BSA-Zugabe - mit -6,7-fach
stark runterreguliert worden ist. Dagegen wurde die Expression von MEP2 im efglA-
Deletionsstamm nach 24 h-Wachstum um das 4-fache induziert. Diese Repression der Mep2-
Ammoniumpermease konnte erkldren, weshalb die Zellen das vorliegende Ammoniumchlorid

nicht mehr verwerten konnen. Dies wurde im Folgenden naher untersucht.
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IV.7 Einfluss des Mep2p auf den Wachstumsarrest

Welchen Einfluss Mep2p auf den Wachstumsstopp des C. albicans Wildtypstammes SC5314 in
YCB-NH4Cl-Medium nach Zugabe von BSA hatte und ob eine Wachstumsinduktion durch eine
gezielte MEPZ-Expression unter diesen Bedingungen erreicht werden konnte, wurde im
Folgenden analysiert. Die MEPZ2-Expression erfolgte entkoppelt von den Wachstumsbedin-
gungen entweder mittels der konstitutiven Expression dieses Gens vom ACTI-Promotor nach
Integration des Konstrukts in den ACT1-Genlokus oder durch die induzierbare Expression vom
Tetrazyklin-abhdngigen Promotor nach der Integration der modifizierten Expressionskassette

pNIM6 in den CaADH1-Genort (vergleiche Abb. 26) durch die Zugabe von 50 pg/ml Doxycyclin.

Das Wachstumsverhalten der Stdimme ist in der Abbildung 47 dargestellt. Obwohl mittels der
gRT-PCR-Analyse nachgewiesen werden konnten, dass die untersuchten Stimme in beiden

Fallen eine 2-3-fach stiarkere Expression von MEP2 unter den verwendeten Bedigungen -
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Abbildung 47: Wachstumsverhalten der C. albicans Wildtypstimme mit ektopischer MEP2-Expression unter
YCB-NH4Cl ohne oder nach Zugabe von BSA.

(A) Analyse des Proliferationsverhaltens des C. albicans-Wildtypstammes EMEP22 (mit MEP2-Expression unter
einem Doxycyclin-abhdngigen Promotor Prer) zu bestimmten Zeitpunkten (6,15; 19,5 und 24,5 h) nachdem BSA in
einer 70 uM Endkonzentration ins YCB-NH4Cl-Medium zugefiihrt worden ist. Die Induktion von MEPZ2 erfolgte durch
Zugabe von 50 pg/ml Doxycyclin. Zur Kontrolle wurden sowohl die Stimme HLC52 (C. albicans efg14) und EL142 (C.
albicans Wildtypstamm mt GFP-Expression) verwendet. Der Einfluss von Doxycylin auf das Wachstumsverhalten der
Stamme wurde jeweils durch die Zugabe oder das Weglassen des Antimycotikums bestimmt.

(B) Wachstumskinetik der C. albicans Stimme 14AMEP25 und 14AMEP167 mit konstitutiver MEP2-Expression unter
dem ACTI1-Promotor im Genlokus von Aktin nach Zugabe von 70 uM BSA oder zum Vergleich ohne Zugabe von BSA in
YCB-NH4Cl-Medium. Als Kontrolle wurde der Wildtypstamm SC5314 verwendet.
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verglichen mit dem Wildtypstamm - zeigten (Daten nicht gezeigt), konnte trotzdem der
Wachstumsstopp des C. albicans Wildtypstammes SC5314 in YCB-NH4Cl-Medium nach
Supplementation mit BSA nicht aufgehoben werden. Unter beiden Fillen zeigten die Stimme
einen Wachstumsarrest, kurz nachdem das Protein dem Medium zugefiigt worden ist. Inwiefern
die Funktionalitit der Ammoniumpermease Mep2p von posttranslationellen Modifikation des
Proteins und nicht mittels der transkriptionellen Regulation bestimmt wird, soll in weiteren

Experimenten naher untersucht werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Arbeit zum ersten Mal eine Schliisselfunktion
der beiden APSES-Proteine im Stickstoffmetabolismus beschrieben worden ist, die in beiden
Candida-Arten konserviert ist. Die molekulare Aufklarung ihrer Funktion muss jedoch in
weiteren Studien (sowohl auf globaler Genexpressions- wie auch der Proteinebene) weiter

untersucht werden.
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DISKUSSION

Was bestimmt die Pathogenitit einiger Hefepilze der Gattung Candida und weshalb sind
phylogenetisch sehr nah verwandte Arten unterschiedlich virulent?

Fiir die Beantwortung dieser Fragen existieren mehrere Losungsansitze. So besteht ein
moglicher Ansatz in der Deletion einzelner Gene und der nachfolgenden Charakterisierung der
Stamme auf den Verlust oder die Beibehaltung der Virulenzeigenschaft. Dieser Ansatz kann
jedoch auch - wenn das entsprechende Gen keinen Einfluss auf die Virulenz hat - zu keinem
Ergebnis fiihren. Werden jedoch unterschiedlich pathogene Arten durch einen systematischen
Vergleich miteinander untersucht (z.B. anhand ihrer phanotypischen Eigenschaften, ihres
Genoms oder des Transkriptoms), konnen so potentielle Virulenzfaktoren effizienter
identifiziert werden.

So konnten durch einen umfassenden Vergleich des human-pathogenen Pilzes Candida
albicans und dem avirulenten Hefepilz Saccharomyces cerevisiae bereits zahlreiche Faktoren
identifiziert und charakterisiert werden, die heute mit der Pathogenese von C. albicans in
Verbindung gebracht werden. Obwohl zwischen beiden Arten viele Stoffwechselprozesse
konserviert zu sein scheinen, sind beide Organismen phylogenetisch sehr weit voneinander
entfernt. Beide Pilze teilten vor 300 - 900 Millionen Jahren denselben Vorfahren [Pesole, G et al.
1995; Hedges, SB 2002], so dass insbesondere ihre Genome so verschieden sind wie die von
Fisch und Mensch [Dujon, B et al. 2004]. Viele evolutionsbedingte Adaptationen verdnderten

auch die funktionelle Aktivitat zahlreicher Gene.

Mit der Identifizierung von C. dubliniensis im Jahr 1995 konnte dagegen ein sehr naher
Verwandter von C. albicans beschrieben werden, der sich jedoch erheblich in seiner
Pathogenitdt unterscheidet. Was macht den Unterschied zwischen den Candida-Arten aus? Um
diese Frage beantworten zu koénnen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit ein systematischer
Vergleich der beiden Organismen insbesondere im Bezug auf die Regulation von
morphogenetischen Differenzierungsprozessen, u.a. auch durch die Analyse der differentiellen
Genexpression unter verschiedenen morphologischen Bedingungen. Da zu Beginn dieser Studie
solche Genexpressionsanalysen von C. dubliniensis nur begrenzt moglich waren, erfolgte mit der
Entwicklung von MESSAGE eine Etablierung einer neuen Technologie, die globale

Transkriptomanalysen an beliebigen Eukaryonten ermdoglicht.
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I. MESSAGE - eine neue Technologie fiir Genexpressionsanalysen

Als (differenzielle) Genaktivitit wird die spezifische und komplexe Regulierung des
Transkriptions- sowie des Translationsprozesses bezeichnet, die sowohl raumlich (zelltyp-,
gewebe- und organspezifisch) wie auch zeitlich begrenzt ist, jedoch signifikant u. a. die
metabolische Aktivitdt, Funktion, Struktur oder den Differenzierungsprozess einer Zelle, einer
Zellpopulation, eines Gewebes oder Organs beeinflusst. Die Genaktivitit ist ein dynamischer
Prozess, bei dem sich das Expressionsmuster eines Genoms je nach Umwelteinfluss spezifisch
andert. So losen z. B. bestimmte Umweltsignale (Nahrstofflimitation, Komponenten des Serums
usw.) grofle Anderungen in der Expression spezifischer Gene aus, durch die ein
Morphologiewechsel einer Hefezelle induziert wird. Mithilfe von Genexpressionsanalysen ist es
moglich, diese qualitativen und quantitativen Anderungen der Aktivitit entweder eines
einzelnen Gens oder des gesamten Genoms einer einzelnen Zelle oder eines Organismus zu

definierten Zeitpunkten zu bestimmen und sie analysieren zu kénnen.

Zu Beginn dieser Arbeit war das Genom von C. dubliniensis weder vollstandig sequenziert noch
annotiert. Mithilfe der so genannte Comparative Genomic Hybridization (CGH)-Methode war es
anhand von C. albicans spezifischen DNA-Mikroarrays mdoglich, die beiden Genome von C
albicans und C. dubliniensis zu vergleichen [Murray, AE et al. 2001; Moran, G et al. 2004].
Dagegen war die Erstellung (globaler) Transkriptionsprofile speziell fiir C. dubliniensis nur
eingeschrankt, bis gar nicht moglich.

Obwohl im Laufe der letzten Jahre mit Methoden wie Differential Display (DD, 1992), Serial
Analysis of Gene Expression (SAGE, 1995) oder DNA-Mikroarrays (1995) zahlreiche Verfahren
etabliert und weiterentwickelt worden sind, hatte jede dieser Technologien bestimmte Nachteile
und Limitationen [Liang, P and Pardee, AB 1992; Schena, M et al. 1995; Velculescu, VE et al.
1995]. So bestand ein grofler Bedarf an neuen, universellen Technologie-Plattformen, mit dem
die Nachteile der bereits etablierten Verfahren umgangen werden konnten. Eines dieser
alternativer Verfahren ist MESSAGE (Multidimensional Electrophoretic System of Separation for
the Analysis of Gene Expression). In seinen Grundprinzipien wéahrend der Diplomarbeit am
Fraunhofer Institut fiir Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik entwickelt [Lindemann, E
2006], war die Weiterentwicklung der Technologie insbesondere hinsichtlich der verbesserten
Reproduzierbarkeit und Durchsatzsteigerung ein wichtiges Ziel dieser Arbeit. Die MESSAGE-
Technologie basiert auf einer hochauflosenden, zweidimensionalen, elektrophoretischen
Auftrennung von definierten 3’-terminalen ds-cDNA-Fragmenten (Abbildungen 7, 11). Es stellt
eine offene Technologieplattform dar, die weder ein vollstindig sequenziertes Genom noch

aufwendige Annotation des Genoms voraussetzt. Dadurch unterscheidet sich MESSAGE
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erheblich von der DNA-Mikroarray-Technologie, die bis heute eine Kerntechnologie fiir
Hochdurchsatz-Transkriptionsanalysen ist. Aufgrund von charakteristischen Merkmalen wie
Miniaturisierung, Automatisierung und Parallelitit koénnen innerhalb eines Experiments
gleichzeitig Tausende von Transkripten analysiert werden [Kuhn, E and Schaller, A 2004].
Aussagen iliber die Genexpression erfolgen iliber die Messung der relativen Intensitit der
wahrend der reversen Transkription der RNA in cDNA kovalent eingebauten Farbstoff-Molekiile,
die mit der Menge des Probenmaterials korrelieren. Die Zuverlassigkeit der Technologie war
aufgrund von unterschiedlichen Probenvorbereitungsprotokollen und zahlreichen Array-
Plattformen lange Zeit umstritten. Obwohl Publikationen - wie die von Tan et al. - zeigten, dass
unterschiedliche Mikroarray-Plattformen widerspriichliche Ergebnissen liefern [Tan, PK et al
2003], konnten Untersuchungen des MicroArray Quality Control (MAQC)-Konsortiums eine
hohe Reproduzierbarkeit der Daten sowohl innerhalb eines und zwischen unterschiedlichen
Array-Technologien zeigen, insbesondere dann, wenn wahrend der Probenvorbereitung und
Daten-Auswertung Qualitiatskontrollen durchgefiihrt werden [Canales, RD et al. 2006; Shi, L et
al. 2006].

Im ibergreifenden Vergleich mit unabhdngigen Methoden wie quantitative RealTime-PCR
(gqRT-PCR) und Northern Blot Techniken zeigen DNA-Mikroarrays fiir manche Expressionsdaten
eine relativ schlechte Korrelation. Dies kann z. B. fiir Gene mit niedriger Expressionsstiarke oder
fiir Transkripte innerhalb von stark konservierten Genfamilien zutreffen, bei denen mogliche
Kreuzhybridisierungen zu einer Verfalschung der Daten beitragen [Kothapalli, R et al. 2002;
Yuen, T et al. 2002]. Eine Technologien-libergreifende Validierung wurde im Rahmen dieser
Arbeit auch fiir das MESSAGE-Verfahren durchgefiihrt, bei dem Expressionsdaten von
ausgewahlten Transkripten sowohl unterschiedlicher Abundanzklasse als auch von
differenziell-regulierten Genen den Ergebnisse von DNA-Mikroarrays und der gqRT-PCR
gegeniibergestellt worden sind. Der Korrelationskoeffizient dieser Datensitze zeigt mit 0,87
bzw. 0,94 eine hohe Ubereinstimmung zwischenden verschiedenen Technologie-Plattformen, so
dass eine hohe Qualitit der quantitativen Daten und somit eine hohe Zuverlassigkeit der

MESSAGE-Technologie gewahrleistet werden konnte.

Diese hohe Qualitdt der MESSAGE-Daten kann u. a. auf die definierte Probenvorbereitung
zuriickgefiihrt werden, die eine hohe Spezifitidt, Selektivitit und eine Regulierung der
Probenkomplexitit erlaubt. In ihrer Probenvorbereitung beruht MESSAGE auf der Technologie
von Ordered Differential Display (ODD), die im Jahr 1997 als eine Weiterentwicklung von
Differential Display zum systematischen Vergleich von Genexpressionsprofilen beschrieben
worden ist [Matz, M et al. 1997]. Beginnend mit polyadenylierten mRNA-Molekiilen werden mit
Hilfe der SMART-Technologie zuerst doppelstrangige cDNA-Molekiile (ds-cDNA) generiert, die
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eine vollstindige Lange der mRNA-Matrize aufweisen und im Anschluss fiir eine definierten
Anreicherung von 3’-terminalen Fragmenten verwendet werden. Die Synthese dieser definierten
Fragmente wird durch zwei selektive Amplifikationsschritte (Suppressions- und Spezifische
PCR) erreicht. Diese Probenvorbereitung ermdglicht nicht nur eine definierte Amplifikation des
Probenmaterials, sondern bietet auch die Moglichkeit zur kontrollierten Variation der
Probenkomplexitidt. Bei diesem Probenvorbereitungsprozess ist es entscheidend, dass die
relativen Haufigkeiten der mRNA-Transkripte untereinander nicht verschoben werden. In
diesem Punkt wird der Schritt der exponentiellen Amplifikation haufig als kritisch angesehen, da
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange und Sequenzzusammensetzung wahrend einer PCR-
Reaktion mit unterschiedlichen Effizienzraten vervielfiltigt werden koénnen, was dann zur
Verschiebung der Haufigkeiten und somit zu einer erhohten Fehlerrate fiihrt. Untersuchungen
von N. Iscove et al. zeigen dagegen, dass wihrend einer exponentiellen Phase der PCR-Reaktion
diese Verschiebung der relativen Abundanzen vernachladssigbar ist, selbst wenn bis zu 3 x 1011-
fach amplifiziert wird [Iscove, NN et al. 2002]. Dies kdnnen wir mit unseren Probenvorbereitung
und quantitativen Daten bestdtigen, da technische Replikate bei identischer Ausgangsmenge an
RNA Korrelationskoeffizienten zwischen 0,980 und 0,995 lagen (Daten nicht gezeigt). Um eine
exponentielle Phase der Reaktion zu gewihrleisten und keine Uberamplifikation zu generieren,
war sowohl wahrend der Suppressions- wie auch der spezifischen PCR iiber eine
Zyklenoptimierung eine Kontrolle der exponentiellen Reaktion entscheidend. Im Allgemeinen
ermoglichen die beiden Amplifikationschritte wahrend der Probenvorbereitung einen weiteren
Vorteil der MESSAGE-Technologie gegentliber anderen Genexpressionsverfahren wie z. B. DNA-
Mikroarrays, da dadurch die Sensitivitit des Systems deutlich erh6ht werden kann. Wahrend fiir
die Probenvorbereitung bei DNA-Mikroarrays fiir eine Analyse 10 - 25 pg Gesamt-RNA
gebraucht werden, kann die notwendige Gesamt-RNA-Konzentration bei MESSAGE auf 10 ng
reduziert werden, ohne dass die Qualitit der Ergebnisse darunter leidet. Diese geringen
Ausgangsmengen, die fiir eine zuverlassige Probenvorbereitung gebraucht werden, erlauben die
Anwendung der MESSAGE-Technologie z. B. fiir Biopsie-Materialien oder fiir Analysen der

Embryonalentwicklung oder von Entwicklungsprozessen.

Obwohl die zweidimensionale, elektrophoretische Auftrennung von Proteinen eine
Kerntechnologie fiir Proteomanalysen ist, wurde die mehrdimensionale Separation von
Nukleinsduren nur fiir den Vergleich von bakteriellen Genomen oder fiir die Detektion von
Polymorphismen und des lateralen Gentransfers verwendet [Malloff, CA et al. 2001; Malloff, CA
et al. 2002; Malloff, C et al. 2003]. Analog zu der 2D-Polyacrylamidgelelektrophorese von
Proteinen erfolgt die Separation von Nukleinsduren in diesen Verfahren wie auch bei der
MESSAGE-Technologie nach zwei unabhingigen physikalisch-chemischen Kriterien von

Nukleinsiduren, die miteinander kombiniert werden koénnen: in der 1. Dimension nach dem
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Molekulargewicht unterschiedlicher Fragmente, in der 2. beziiglich ihrer jeweiligen
Basenzusammensetzung (GC-Gehalt). Andere Gel-basierte Verfahren zur Genexpressions-
analysen - wie Differential Display (DD), Ordered Differential Display (ODD) oder die RLCS
(Restriction Landmark cDNA Scanning)-Methode - nutzen fiir ihre Auftrennung von cDNA-
Fragmenten die Kombination dieser Kriterien nicht [Liang, P and Pardee, AB 1992; Suzuki, H et
al. 1996; Matz, M et al. 1997]. Im Gegensatz zur MESSAGE-Technologie erfolgt z.B. bei RLCS die
Identifizierung von differentiell regulierten Transkripten nur iiber zwei nacheinanderfolgenden
Grofdenseparationen der radioaktiv markierten cDNA-Fragmente, die mit mehreren
Restriktionsendonukleasen gespalten werden. Es findet keine Separation nach GC-Gehalt im
denaturierenden Polyacrylamidgel statt. Dies fiihrt dazu, dass die Auflésung der 2D-cDNA-Gele
der RLCS-Technologie eine deutlich niedrige Auflésungskapazitat haben, so dass nur etwa 500 -
1000 verschiedene Spots in einem einzigen Gel separiert werden konnen [Suzuki, H et al. 1996].
Dies ist fiir eine Abdeckung des Transkriptoms nicht ausreichend. Weitere Nachteile der RLCS
sind die hohe Ausgangsmenge an poly(A)+-RNA (einige Mikrogramm!) sowie die Notwendigkeit
von mind. zwei Konsensussequenzen im Transkript flir die Spaltung mit Restriktionsenzymen.
Auch die Probenvorbereitung von MESSAGE ist abhingig von Restriktionsendonukleasen. Es
kann nur dann ein Transkript detektiert werden, wenn es in der Sequenz mindestens eine
Konsensussequenz fiir das verwendetet Restriktionsenzym hat. Mittels einer in silico Analyse
konnten wir zeigen, dass 84,79% der annotierten ORFs (6107) im C. albicans-Genom mindestens
eine Rsal-Restriktionsschnittstelle aufweisen. Mit der Annahme, dass jedes Transkript noch eine
untranslatierte, jedoch transkribierte Upstream- und Downstream-Region von 50 - 300 bp
besitzt, konnte mit dieser zusatzlichen Sequenzlange die Abdeckung auf 94,91% erhoht werden
(Daten nicht gezeigt). Um das gesamte Transkriptom moglichst vollstdndig abdecken zu kénnen,
sollte daher - falls notwendig - die Probenvorbereitung mit verschiedenen Restriktionsenzymen

stattfinden.

Wie bereits erwdhnt, sind auch Differential Display und Ordered Differential Display Gel-
basierte Genexpressionsverfahren, bei denen - im Gegensatz zu RLCS und MESSAGE - die
Auftrennung der cDNA-Fragmente nur in einer Dimension nach der Fragmentgrofie erfolgt. Die
Komplexitit des Probematerials und die eingeschrankte Auflosungsfiahigkeit von
eindimensionalen Gelen fiihrt beim DD zu der Identifizierung einer groféen Anzahl von so
genannten ,falsch-positiven“ Transkripten, die insbesondere beim DD etwa 50 -75% aller als
differentiell-regulierten Fragmenten ausmacht. Die Probenvorbereitung von ODD erlaubt zwar
eine Regulation der Probenkomplexitiat wahrend des selektiven Anreicherungsprozess, kann
jedoch die Limitationen einer eindimensionalen Gelauftrennung nicht beheben. In diesem Punkt
kombiniert MESSAGE die Vorteile dieser Probenvorbereitung mit den hohen

Auflésungskapazitidten des mehrdimensionalen Gelsystems.
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Wie bereits beschrieben, ist die Abhdngigkeit von einer annotierten Genomsequenz ein
zentraler Nachteil von DNA-Miroarrays. Etablierte sequenzunabhdngige Technologieplattformen
wie SAGE, sind auf der anderen Seite - insbesondere im Bezug zu den generierten quantitativen
Daten - nicht so leistungsfahig wie die MESSAGE-Technologie. So basiert z.B. die SAGE-Methode
(und ihre Weiterentwicklungen zu Long- oder SuperSAGE) auf der Herstellung von bis zu 26 bp-
kurzen cDNA-Abschnitten (,tags“), die in Konkatemeren sequenziert werden [Velculescu, VE et
al. 1995; Matsumura, H et al 2008]. Die Haufigkeit ist ein ,digitales* Mafd fiir das
Expressionsniveau des Transkripts. Jedoch ist die zuverlassige Zuordnung dieser sehr kurzen
Fragmente auf ein komplexes Transkriptom sehr schwierig und fehleranfillig. Die
Verlasslichkeit der Daten ist somit auch abhangig von der Sequenzqualitit, obwohl die
Probenvorbereitung bei SAGE per se ,offen“, also Sequenz-unabhangig ist. Im Vergleich dazu
werden mit der MESSAGE-Technologie Fragmente mit einer durchschnittlichen Lange von 50 bis
1000 bp generiert, die - falls notwendig - eine eindeutige Zuordnung zum Genom oder
Transkriptom ermdoglichen, oder zur Identifikation von Homologen verwendet werden konnen,

wenn fiir die Organismen keine Sequenzinformation vorliegt.

Zeitgleich zu dieser Dissertationsarbeit wurde mit RNA-Seq eine dufierst leistungsfihige
Technologie etabliert, die - dhnlich wie SAGE - auf der Sequenzierung einzelner Transkripte
basiert. Dabei werden alle umgeschriebenen cDNA-Molekiile gleichzeitig {iber eine
Hochdurchsatz-Parallelsequenzierung detektiert und nach bioinformatischen Auswertung
einzeln gezdhlt [Nagalakshmi, U et al. 2008; Sultan, M et al. 2008; Wilhelm, BT et al. 2008]. Die
Anwendungsfelder von sog. Next Generation Sequenzier -Technologieplattformen, die seit ihrer
Einfithrung im Jahr 2004 die Molekularbiologie revolutionierten, sind enorm und reichen z. B.
von der (Re)Sequenzierung von Genomen und Metagenomen zu globalen Genexpression-
analysen oder sogar Metatrankriptomanalysen [Huber, JA et al. 2007; Stark, A et al. 2007]. Noch
ist die Technologie keine Routineanwendung, da sie dufderst kostspielig ist und neben der
apparativen Ausstattung (Sequenziergerit) auch einer hohen bioinformatische Infrastruktur
bedarf. Trotz der konstant fallenden Sequenzierkosten bleibt die Anwendung dieser Technologie
heute noch wenigen spezialisierten Laboren und Einrichtungen vorbehalten. Obwohl dieser
hohe Grad an Automatisierung und Durchsatz bei MESSAGE nie erreicht werden kann, bedarf die
MESSAGE-Technologie dagegen nur einen geringen apparativen Aufwand und kann mit
Laborgerdten durchgefiihrt werden, die auch fiir die zweidimensionale Auftrennung von
Proteinen verwendet werden (2D-Elektrophoreseapparatur sowie CCD-Kamerasystem mit UV-

Anregung).
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Zusammenfassend ldasst sich sagen, dass die MESSAGE-Technologie einen neuartigen
elektrophoretischen Ansatz fiir Genexpressionsanalysen darstellt, der eine universelle
Anwendung dieser Technologie fiir jeden eukaryontischen Organismus ermdéglicht und bei dem
zuverlassige quantitative Daten generiert werden. Diese Technologie kann - und wurde bereits
- fiir Transkriptionsprofile von weniger gut charakterisierten Organismen wie beispielsweise C.

dubliniensis verwendet.

[I. Systematischer Vergleich der Morphogenese-Regulation in C. albicans

und C. dubliniensis durch die APSES-Proteine Efglp und Mom1p

Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von C. albicans ist die Fahigkeit unter bestimmten
aueren Umwelteinfliissen (u. a. einer Temperaturerhéhung auf 37°C oder pH-Anderung) einen
reversiblen morphologischen Wechsel von der spharischen Hefe- (Blastospore) zur
filamentosen Zellform (echte Hyphen) einzugehen [Cutler, JE 1991]. Diese Befahigung zur
morphologischen Transition wurde bis zur Identifizierung von C. dubliniensis im Jahr 1995 als
das Alleinstellungsmerkmal von C. albicans angesehen, da echte Hyphen in anderen, sowohl mit
der Pathogenitat assoziierten als auch avirulenten Pilzen (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis
bzw. S. cerevisiae), nicht ausgebildet werden. Das gleiche gilt auch fiir eine weitere
morphologische Zellform, die Chlamydospore. Vergleichende, phanotypische Charakterisierung
der Zellmorphologien unter verschiedenen morphologischen Bedingungen konnten sowohl in
dieser Arbeit, wie auch in weiteren Studien von O’Connor et al oder Stokes et al. zeigen, dass die
Induktion dieser morphologischen Transitionsprozesse in beiden Candida-Arten unterschiedlich
reguliert ist [Stokes, C et al. 2007; O'Connor, L et al. 2010]. So wird eine fast 100%ige
Hyphenausbildung in C. dubliniensis nur unter aufderst nahrstofflimitierten Bedingungen (z.B.
Wasser supplementiert mit Serum) induziert. Genexpressionsanalysen mittels der MESSAGE-
Technologie von C. dubliniensis Hefe- und Hyphe-Zellen konnten zeigen, dass der Hauptanteil der
differentiell regulierten Gene dem Energie- und Kohlenhydratmetabolismus zugeordnet werden
konnte, so dass davon ausgegangen werden kann, dass in C. dubliniensis in erster Linie die
Nahrstofflimitation - und nicht Serum (ein wichtiger Induktor des filamentésen Wachstums von
C. albicans)- die Morphogenese induziert. Dass die Serum-Induktion in C. dubliniensis der
Néahrstoff-vermittelten Regulation untergeordnet ist, zeigt sich unter anderem auch dadurch,
dass unter nahrstoffreichen Bedingungen (z.B. YPD- oder RPMI-Medium) supplementiert mit
Serum kein oder nur ein geringer Anteil der Zellen eine Filamentierung (hauptsachlich zu

Pseudohyphen) eingehen kann.
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Wahrend der morphogenetischen Transition von der Blastospore zur Hyphe findet
offensichtlich in den Zellen eine Umstellung des Metabolismus statt. Nahrstoffmangel fiihrt in C.
dubliniensis zur Induktion der Acetyl-CoA-Biosynthese, entweder durch oxidative
Decarboxylierung des Pyruvats (liber den mitochondriellen Pyruvatdehydrogenase-Komplex)
oder iiber den zytosolischen Fermentationsprozess, das dann dem Citrat- und Glyoxylatzyklus,
zur Verfiigung steht. Die Induktion dieser Stoffwechselwege dient der Zelle zur
Kohlenhydratbiosynthese wie auch zur Energieproduktion. Dagegen sind anabolische Prozesse
wie Protein-, Zellmembran-, oder Aminosdurenbiosynthese aufgrund des hohen Energiebedarfs
runterreguliert.

Dass wahrend der Hyphenausbildung zwischen den C. albicans und C. dubliniensis -Stammen
auch signifikante, metabolische Unterschiede existieren, zeigt die entgegengesetzte Regulation
der zytosolischen Pyruvatdecarboxylase Pdcl1l. Wahrend die Expression dieses Enzyms in
hyphalen Zellen von C. dubliniensis signifikant runterreguliert wird, belegen zahlreiche
Literaturquellen eine induzierte Expression von Pdcllp in C. albicans [Crespo-Diaz, R et al
2010; Synnott, JM et al. 2010; Taylor, JP et al. 2010].

Insgesamt zeigt sich, dass die Zellantwort von C. dubliniensis auf die morphologische Transition
mit der von C. albicans insgesamt relativ vergleichbar ist [0'Connor, L et al. 2010]. Obwohl mit
MESSAGE nur eine dufderst geringe Anzahl von Transkripten identifiziert worden ist, konnten
aus den Genexpressionsstudien der Hefe-Hyphe-Transition von C. albicans sowie von C.
dubliniensis mit Genen wie FDHI1, RBT5 und HGT8 die entsprechend homologe Transkripte
identifiziert werden, die dhnlich reguliert werden und damit auf phylogenetisch konservierte

Regulationen hindeuten.

Zellulare Differenzierungsprozesse unterliegen in Pilzen - je nach Induktionssignal - einer
komplexen Regulation durch unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, die iiber Signaltrans-
duktionskaskaden aktiviert werden kénnen. Zu den wichtigsten Regulationsfaktoren, die mit der
Morphogenese in Verbindung gebracht werden, sind Cphl (MAP-Kinase-), Efgl (RAS-cAMP-
PKA-) und der Nrgl-Tupl-Signalweg [Biswas, S et al 2007]. Serum ist in C. albicans
beispielsweise  als ein  starker Induktor der  Efgl-vermittelten = cAMP-PKA-
Signaltransduktionskaskade beschrieben. Mittels differentieller Transkriptionsprofile fiir die
Hefe-Hyphe-Transition in C. dubliniensis konnten mit CYR1 (kodierend fiir die Adenylatcyclase)
und UCF1 zwei Transkripte identifiziert werden, die dem cAMP-PKA-Signaltransduktionsweg
zugeordnet wurden. In C. albicans fiihrt eine Aktivierung der Adenylatcyclase zu einer
verstarkten cAMP-Synthese. Die Erhéhung des intrazelluliren cAMP - Spiegels bewirkt eine
Induktion der Proteinkinase A-Aktivitat, die liber eine Phosphorylierung die Aktivitdt von Efgl
reguliert [Rocha, CR et al 2001]. Der Transkriptionsfaktor Efgl, der aufgrund seiner

charakteristischen basischen Helix-Loop-Helix DNA-Bindedomaéne zu einer konservierten Klasse
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der sog. APSES-Proteinfamilie zugeordnet wird, ist in C. albicans als der zentrale Regulator der
Morphogenese beschrieben worden [Stoldt, VR et al. 1997]. Inwiefern die unterschiedliche
Induktion von morphogenetischen Differenzierungsprozessen (insbesondere beziiglich der
Seruminduktion) zwischen den beiden Candida-Spezies auf die Unterschiede der
entsprechenden APSES-Proteine in C. albicans (Efglp) und C. dubliniensis (Momlp)
zurlckgefiihrt werden kann, wurde mittels einer vergleichenden, funktionellen Charakterisie-

rung untersucht.

Die beiden APSES-Proteine Efglp und Mom1p weisen mit 79%-Identitit (insbesondere in der
APSES-Domaine) eine stark konservierte Proteinsequenz auf, was wahrscheinlich darauf
zurlckgefiihrt werden kann, dass sie auch funktionell stark konserviert sind. In Analogie zu der
Efglp-Funktion in C. albicans hat auch das Momlp von C. dubliniensis einen signifikanten
Einfluss auf die Zellmorphologie. So fiihrten Deletionen des Momlp zu einer elongierten
Zellmorphologie, die auch fiir EFG1-Deletion beobachtet werden konnte. Generell kann gesagt
werden, dass durch den Verlust des APSES-Proteins Efglp oder Mom1p die charakteristische,
physiologische, ovale Form nicht mehr aufrechterhalten erhalten werden kann [Sonneborn, A et
al. 1999]. Es ist jedoch unklar, worauf dieser Phanotyp zurtickgefiihrt werden kann. Als zentrale
Regulatoren der Morphogenese haben beide Gene einen grofien Einfluss (sowohl direkt als auch
indirekt) auf den Metabolismus der Zelle, die Zellwandzusammensetzung, einige Cyclin-
abhingige Gene wahrend des Zellzykluses, so dass eine genaue Aussage, weshalb diese

Zellformen ausgebildet werden, noch spekulativ bleiben muss.

Ahnlich dem EFGI1-Deletionsphdnotyp hat auch eine Deletion des Mom1p in C. dubliniensis
einen grofden Einfluss auf die Morphogenese des Pilzes. Wie fiir das Efglp-Protein angenommen,
scheint auch Mom1p ein Aktivator Hyphen-spezifischer Gene zu sein, wenn Zellen bestimmten
Umweltsignalen - entweder Serum oder einer Nahrstofflimitation - ausgesetzt werden [Lo, HJ et
al. 1997; Stoldt, VR et al. 1997]. Unter anderen Bedingungen (SSH- oder Staib-Medium; YCB-BSA
(mit und ohne Hefeextrakt) konnten dagegen extrem lange Hyphen ausgebildet werden, so dass
ein vollstandiger Verlust hyphaler Strukturen durch MOM1-Deletion nicht angenommen werden
kann. Wie bei C. albicans triggern auch in C. dubliniensis andere Transkriptionsfaktoren (z.B. das
Nrglp oder das Czflp) unter bestimmten Umweltsignalen Efgl- bzw. Mom1p-unabhangig die
Hyphenausbildung [Staib, P and Morschhauser, ] 2005; Moran, GP et al. 2007].
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Viele Virulenzeigenschaften von C. albicans (z.B. Adhasion, Invasion) sind mit der
Hyphenausbildung assoziiert, da diese Faktoren (beispielsweise Hwp1 oder Mitglieder der ALS-
Familie) nur wahrend dieser morphologischen Transition exprimiert werden [Filler SG, Plos
Pathogen, 2006; Chaffin WL, 2008]. So ist die reduzierte Pathogenitit einiger avirulenter C.
albicans Stamme (z.B. von efgl1A4- und/oder efg14/cphlA-Stamme) neben dem Verlust der
Hyphenbildung, auf die Nichtexpression dieser Faktoren zurlckzufiihren [Staib, P et al. 2002].
Wahrscheinlich ist die reduzierte Hyphenausbildung einer der Griinde, weshalb C. dubliniensis in
den meisten klinischen Studien eine so geringe Virulenz aufweist. Dies konnten wir
entsprechend fiir den mom1A4-Deletionsstamm bestdtigen, der in in vitro Infektionsassays eine
verminderte Adhdsion und Invasion zeigte. Die im Vergleich zum C. albicans Wildtypstamm
geringere Adhéasionseigenschaft von C. dubliniensis (zumindest auf Epithelzellen) kann in diesem
Zusammenhang sowohl auf die reduzierte Filamentierung, sowie auch auf die Unterschiede
mancher virulenzassoziierter Proteine (z.B. CaHwpl und CdHwpl) zurilickgefiihrt werden,
dhnliches gilt auch fiir die Invasionstudien. Ahnlich wie bei C. albicans, wird auch in C.
dubliniensis Mom1p als ein positiver Regulationsfaktor fiir die Ausbildung der Chlamydosporen
bendétigt [Sonneborn, A et al. 1999]. Ebenfalls analog zu der Efgl-Funktion [Sohn et al.,, 2003; Li
and Palacek, 2003] hat auch das Mom1lp einen grofien Einfluss auf die Zellwandbiogenese
(sowohl auf die f3-Glukan und Chitin-Zusammensetzung, wie auch auf die Expression von

Zellwand-assoziierten Proteinen).

Mittels differentieller Genexpressionstudien von mom1A4-Deletionsstimmen und C. dubliniensis
Wildtyp-Stdmmen unter ndhrstofflimitierenden Wachstumsbedingungen in Wasser,
supplementiert mit Serum, konnte ein starker Einfluss des Mom1lp auf den Kohlenhydrat-
metabolismus gezeigt werden. Wie bereits fiir den C. albicans efglA-Deletionsstamm gezeigt
werden konnte [Doedt, T et al. 2004], waren Gene von glykolytischen Enzymen durch die MOM1-
Deletion stark reprimiert, wiahrend Enzyme des Citratzykluses in ihrer transkriptionellen
Aktivitit induziert waren.

Uberraschenderweise konnte unter nihrstoffreichen Wachstumsbedingungen dieser Einfluss
von Mom1p auf den Kohlehydratmetabolismus nicht beobachtet werden, wahrend es fiir Efglp
in C. albicans bereits - sogar unter denselben Wachstumsbedingungen (YPD) - beschrieben

wurde [Doedt, T et al. 2004].



DISKUSSION 167

Die konservierte Funktion von Efglp und Momlp wurde auch durch Komplementations-
experimente (sowohl durch eine ektopische Expression von MOM1 in dem efglA4-Deletions-
stamm, sowie die heterologe Expression von EFGI in dem mom1A4-Deletionsstamm) bestatigt.
Was jedoch nicht beobachtet werden konnte, war eine induzierte Filamentierung von C.
dubliniensis- mom1A-Deletionsstimmen durch Integration des EFGI1-ORFs, selbst wenn der
endogene MOM1-Promotor zusatzlich durch einen heterologen EFGI-Promotor ausgetauscht
wurde. Dieses Ergebnis erlaubt die Schlussfolgerung, dass in den beiden Candida-Spezies
unterschiedliche Signalwege (oder vielleicht nur ein spezifischer Signalweg in C. albicans, der in
C. dubliniensis fehlt) angeschaltet werden, und so in C. albicans spezifisch die Filamentierung
induzieren kénnen. In nachfolgenden Studien kénnten so durch die heterologe Expression von
potentiellen Regulationsfaktoren aus C. albicans in C. dubliniensis diese unterschiedlichen

Regulationswege u.U. bestimmt werden.

Signifikante Unterschiede zwischen den Stimmen zeigten sich auch in der Regulation der
beiden APSES-Proteine. Wie in der Literatur bereits beschrieben wurde, nimmt die
transkriptionelle Expression des EFGI-Gens nach dem Uberimpfen ins hypheninduzierende
Medium aufgrund von negativer Autoregulation (in Verbindung mit dem Sin3p-abhingigen
Histon-Deacetylase-Komplex) rapide ab [Tebarth, B et al. 2003], wahrend unter identischen
Bedingungen die Expression von MOM1 induziert wird. Da eine transkriptionelle Repression des
Mom1p weder unter der nicht-hypheninduzierten Bedingung noch zu hypheninduzierenden
Bedingungen beobachtet werden konnte, kann der in der Literatur beschriebene positive
Zusammenhang zwischen transkriptioneller Repression und morphologischer Transition

zumindest fiir das APSES-Protein Mom1p nicht bestéatigt werden.

Eine adhnliche antagonistische Regulation homologer Proteine in beiden Candida-Spezies,
konnte bereits fiir einen weiteren wichtigen Regulationsfaktor der Morphogenese, dem Nrglp,
beschrieben werden [Staib, P and Morschhauser, ] 2005; Moran, GP et al 2007]. Der
Transkriptionsfaktor Nrglp reprimiert die Chlamydosporen-Entwicklung, sowohl in C. albicans,
wie auch in C. dubliniensis. Dabei sind jedoch Spezies-spezifische Unterschiede der
Chlamydoporen-Entwicklung im Staib-Agar nur auf die unterschiedliche Regulation der Nrgl-

Expression zurtckzufithren [Staib, P and Morschhauser, ] 2005].
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III. Regulation des Stickstoffmetabolismus und die Rolle der APSES-Proteine

Dass APSES-Proteine als zentrale Regulatoren der Morphogenese auch im
Kohlenhydratmetabolismus eine wichtige regulatorische Funktion einnehmen, war bereits fiir
Efglp in C. albicans bekannt [Doedt, T et al. 2004] und konnte auch im Rahmen dieser Arbeit fiir
Momlp in C. dubliniensis gezeigt werden. Die Tatsache, dass Metabolismus und Morphologie
innerhalb einer Zelle von den gleichen Regulationsfaktoren eng miteinander verkniipft sind,
zeigt wie wichtig es fiir die Zelle ist, sich schnell auf Veranderungen der dufieren Umgebung
anpassen zu konnen. Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal auch einen essentiellen Zusammenhang
zwischen APSES-Proteinen und Stickstoffmetabolismus, der sowohl in C. albicans wie auch C.
dubliniensis konserviert ist. Die Verwertung des Stickstoffs spielt in allen Lebewesen eine
entscheidende Rolle, da Stickstoff als Hauptkomponent zahlreicher Verbindungen (u. a.
Proteinen, Purinen, Pyrimidinen) zum Uberleben der Zelle benétigt wird. Um die Versorgung der
Zelle mit Stickstoff unter einer moglichst breiten Vielfalt von Umweltbedingungen gewahrleisten
zu konnen, haben Hefepilze komplexe Regulationsmechanismen entwickelt, die eine
kontrollierte Aufnahme von primiren (bevorzugten) oder sekundiren Stickstoffverbindung
gewdhrleisten. In diesem Regulationsprozess spielen APSES-Proteine offensichtlich auch eine

entscheidende Rolle.

I11.1 Proliferationsverhalten auf unterschiedlichen Stickstoffverbindungen als

einzige N-Quelle

Ammonium stellt - neben Aminosduren wie Glutamat oder Glutamin - fiir die Hefezelle eine
,bevorzugte“ Stickstoffquelle dar. Im Gegensatz zu Proteinen bedarf die Ammoniumaufnahme
bei hohen extrazelluliren Konzentrationen keiner Aktivierung von katabolischen Enzymen, die
Proteine als Stickstoffquelle erst abbauen miissen, sondern kann iiber unspezifische Transporter
oder durch die Diffusion in die Zelle gelangen [Morschhéauser, ] 2011]. Dieses bevorzugte
Verhalten ist u. a. in der Abb. 39 dargestellt. Wahrend beide Candida-Wildtypstimme unter
Ammoniumchlorid als einzige Stickstoffquelle bereits zu sehr fritheren Zeitpunkten eine
Proliferation eingehen, verschiebt sich der Beginn der exponentiellen Phase unter YCB-BSA
deutlich zu spateren Zeitpunkten, da die Expression von proteinabbauenden Enzymen (Sap-
Proteine) sowie Oligopeptidtransportern erst induziert werden muss. Der im Vergleich zu C.
albicans verzogerte Beginn der Proliferationsphase in C. dubliniensis kann dadurch erklart
werden, dass dieser Pilz nur ein geringeres Repertoire an sauren Aspartylproteinasen (SAPs) fiir

den Abbau von Proteinen (BSA) aufweist. Sap-Proteine sind proteinabbauende Enzyme, die von
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der Zelle fiir eine extrazellulare Degradation des Proteins zu Oligopeptiden sezerniert werden.
Die entsprechenden Peptide werden anschliefdend iiber die Oligopeptidtransporter (wie Optlp
oder Opt3p) in die Zelle aufgenommen [Martinez, P and Ljungdahl, PO 2005]. Wahrend C.
albicans 10 Mitglieder der Sap-Proteinfamilie aufweist, sind homologe Proteine von CaSap4p,
CaSap5, und CaSap6p in C. dubliniensis auf ein urspriingliches Sap4-6-Protein reduziert [Moran,
G et al. 2004]. Die Deletionen der beiden APSES-Proteine Efglp in C. albicans sowie von Mom1p
in C. dubliniensis fithren unter Fliissigbhedingungen, in denen BSA als einzige Stickstoffquelle
vorliegt, zu einer doppelt so langen lag-Phase, als es fiir die Wildtypstdimmen beobachtet
werden konnte (Abb. 40). Obwohl nicht unter diesen Bedingungen analysiert, konnten eine
Studie zeigen, dass die transkriptionelle Expression von SAP5 Efglp-abhingig reguliert wird
[Staib, P et al. 2002]. Es ist anzunehmen, dass durch das Fehlen des APSES-Proteins Efglp in C.
albicans die Expression dieser Proteinase nicht gewahrleistet wird, was zur verzogerten
Bereitstellung von Nahrstoffen fithrt. Da ein direktes Homolog des Sap5-Proteins dieser
Unterfamilie in C. dubliniensis fehlt, zeigen sowohl die Wildtypstdmme, wie auch die mom1A4-
Deletionsstimme einen verlingerten Wachstumsarrest, der auf einen verstdrkten
Hungerzustand der Zelle hindeutet. Welche Rolle das Sap5p von C. albicans beim BSA-Abbau
unter diesen in vitro Bedingungen einnimmt, muss jedoch noch umfassend analysiert werden. In
dieser Arbeit wurde jedoch mit Sap2p die Regulation einer weiteren Aspartylproteinase
untersucht. Unter in vitro Bedingungen mit Proteinen als einzige Stickstoffquelle wird fiir das
Wachstum von C. albicans insbesondere die proteolytische Aktivitit des Sap2-Proteins
gebraucht, da sapZA-Deletionsstimme unter diesen Bedingungen nicht wachsen kénnen [Hube,
B et al. 1997; Staib, P et al. 2002; Staib, P et al. 2008]. Die Induktion des SAP2-Promotors ist
abhingig von dem Transkriptionsfaktor Stplp, der in Anwesenheit von mikromolaren
Konzentrationen von extrazelluliren Aminosduren - die aufgrund basaler Sap-Aktivitit
freigesetzt werden - iiber den SPS-Sensor nach einer proteolytischen Spaltung im Zellkern
transkriptionell aktiv wird [Martinez, P and Ljungdahl, PO 2005]. Genexpressionsanalysen des C.
albicans Wildtypstammes SC5314 zeigen bereits nach 24 h Wachstum in Flissigkulturen mit
BSA als einzige Stickstoffquelle eine hohe Expression des STP1-Gens (Abb. 42), was unter diesen
Bedingungen eine starke Induktion des Sap2p-Proteins nach sich zieht (Daten nicht gezeigt).
Verglichen mit dem Wildtypstamm war die STP1-Expression im efglA-Deletionsstamm HLC52
auf ein Viertel reduziert. Wenn man jedoch in diesem Zusammenhang die Expressionsdaten der
Sap-Proteinfamilie beim Lufthyphen-Phénotyp der mom1A-Deletionsstimme auf Agarplatten
mit BSA als einzige Stickstoffquelle aufgreift (Abb. 38), zeigen die mom1A-Deletionsstimme von
C. dubliniensis gegeniiber dem Wildtypstamm dementsprechend eine signifikant reduzierte

SAP2-Expression.
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Neben STP1 und SAPZ scheint die Deletion des APSES-Proteins Efglp in C. albicans auch auf die
Expression der beiden Ammoniumpermease-Gene MEP1 und MEP2 einen grofden Einfluss zu
haben. Im Vergleich zum Wildtypstamm SC5314 sind diese Gene in den Deletionsstimmen mit
BSA als einzige Stickstoffquelle signifikant runterreguliert, wohingegen unter Ammoniumchlorid
sowohl die Expression der beiden Ammoniumpermeasen wie auch die der beiden
Transkriptionsfaktoren STP1 und STPZ - gegeniiber dem Wildtypstamm SC5314 - deutlich
induziert ist. Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal eine Efglp-abhédngige Regulation der fiir
den Stickstoffmetabolismus zentralen Gene in C. albicans. Unter sauren Bedingungen, in der BSA
in mikromolaren Konzentrationen als einzige Stickstoffquelle vorliegt, scheint das Efglp -
entweder lber eine direkte oder indirekte Beteiligung einen positiven Einfluss auf die
Expression von stickstoffabhdngigen Genen zu haben. Wird jedoch das Protein als
Stickstoffquelle durch hohe Konzentrationen des Ammoniumchlorids /oder -sulfats ersetzt,
unterliegen diese Gene einer negativen Regulation in Abhdngigkeit durch das APSES-Protein

Efglp.

Zahlreiche Regulationssysteme werden in Pilzen wie S. cerevisiae oder C. albicans mit der
Stickstoffverwertung in Verbindung gebracht werden. Wie bereits durch zahlreiche Studien
gezeigt werden konnte, unterliegt die trankriptionelle Regulation dieser Stickstoff-abhadngigen
Gene (STP1, STP2, MEP1 und MEPZ2) in C. albicans einer zentralen Kontrolle durch die beiden
GATA-Transkriptionsfaktoren Gatlp und GIn3p. Es sind Mitglieder einer konservierten
Proteinfamilie in Pilzen, die iiber die DNA-bindende Zinkfingerdomane die 5’-GATA-3’
Nukleotidsequenz in der Promotorregion ihrer Zielgene erkennen [Marzluf, GA 1997; Wilson, RA
and Arst, HN, Jr. 1998]. Wenn primaére Stickstoffquelle limitierend oder nicht vorhanden ist, wird
die Expression von Stickstoff-abhangigen Genen induziert, was im Allgemeinen als Nitrogen
Catabolite Repression (NCR) bezeichnet wird [Marzluf, GA 1997]. In S. cerevisiae erfolgt diese
Regulation mithilfe von verschiedenen GATA Transkriptionsfaktoren, von denen zwei (Gatlp
und GIn3p) die Transkription aktivieren und zwei andere (Dal80p und Gzf3p/Nil2p) - aufgrund
einer antagonistischen Funktionsweise - sich dagegen negativ auf die Expression auswirken
[Coffman, JA and Cooper, TG 1997]. Andere Pilze wie Aspergillus nidulans und Neurospora crassa
besitzen einen einzigen GATA-Transkriptionsfaktor AreAp bzw. Nit2, der die Expression NCR-
sensititver Gene aktiviert. Thre Homologe NmrAp bzw. Nmrlp wirken der AreA und Nit2-
Funktion entgegen, in dem sie mit der Zinkfinger-Domane interagieren und dadurch keine
Genexpression ermoglichen [Marzluf, GA 1997]. Fiir C. albicans konnten dagegen bislang noch
keine funktionellen Proteinhomologe fiir diese negative Regulation beschrieben werden. Da die
beiden APSES-Proteine Efglp und Mom1p auch die Expression ihrer Zielgene sowohl positiv wie
auch negativ beeinflussen kénnen [Sohn, K et al. 2003] und der Tatsache, dass durch ihr Fehlen

die Expression der NCR-sensitiver Gene in Abhdngigkeit von der vorliegenden Stickstoffquelle
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entgegengesetzt reguliert wird (s.0.), ist es vorstellbar, dass die Genexpression der GATA-
Transkriptionsfaktoren entweder EFG1-abhangig induziert (bei BSA/Proteinen als sekundare N-
Quelle) oder reprimiert werden kann (bei Ammonium als primdre N-Quelle). Inwieweit diese
Hypothese wirklich zutrifft, muss mittels der quantitativen RealTime-PCR gezeigt werden. Ein
anderer Erkldrungsansatz ist der, dass APSES-Proteine in der Regulation des
Stickstoffmetabolismus mit den GATA-Transkriptionsfaktoren interagieren. Auch dieser Ansatz
muss in weiterfiihrenden Analysen z. B. durch Protein-Protein-Interaktionsstudien naher

untersucht werden.

IIL.2. Proliferationsverhalten der Staimme unter Bedingungen in denen

unterschiedliche Stickstoffverbindungen vorliegen.

Wie wichtig die APSES-Proteine Efglp und Momlp fiir die Regulation des Stickstoff-
metabolismus in den jeweiligen Candida-Arten sind, zeigt sich dadurch, dass eine Deletion dieses
Genprodukts einen Wachstumsstopp nach sich zieht, wenn Zellen von Beginn an unter
Bedingungen gebracht werden, in der beide Stickstoffquellen (sowohl BSA, wie
Ammoniumchlorid) gleichzeitig vorliegen. Dieser Wachstumsdefekt der Deletionsstimme ist
faszinierend und zeigt zum ersten Mal eine essentielle Funktion der APSES-Proteine, die bisher
weder fiir das Efglp von C. albicans, noch filir ein anderes Mitglieder der APSES-Proteinfamilie
beschrieben worden ist. Obwohl beide Stickstoffquellen (Ammoniumchlorid und BSA, in
denselben Konzentrationen wie unter den Einzelbedingungen) den Deletionsstimmen zur
Verfligung stehen, zeigen diese von Beginn an keine Proliferation (Abb. 40). Dieser
Wachstumsdefekt ist nicht letal, da ein Zellwachstum durch eine weitere Zugabe einer der
beiden Stickstoffquellen wieder induziert werden konnte. Dieses Wachstumsverhalten fiihrt zu
der Annahme, dass neben den GATA-Transkriptionsfaktoren auch APSES-Proteine eine zentrale
Schalterfunktion im Stickstoffmetabolismus einnehmen und fiir den Entscheidungsprozess der
Zelle notwendig sind, ob entweder niedermolekulare, leichtzugidngliche Stickstoffquellen
(Ammonium) oder komplexe Stickstoffverbindungen (z. B. in Form von Proteinen) von der Zelle
aufgenommen und metabolisch verwertet werden sollen. Dieser Regulationsmechanismus ist in
beiden Candida-Arten konserviert und scheint nicht nur dann eine wichtige Rolle zu spielen,
wenn sich die Hefezelle in ihrer Umwelt einer Vielfalt von unterschiedlichen
Stickstoffverbindungen ausgesetzt ist, sondern auch, wenn sich die Umweltbedingungen sehr
schnell dndern. Nur eine schnelle Reaktion und Adaptation der Zelle auf sich dndernde dufdere
Lebensbedingungen ermoglicht der Zelle eine Bereitstellung von Nahrstoffen und dadurch ein

Aufrechterhalten des Zellwachstums. Wie wichtig z.B. APSES-Proteine im  Stick-
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stoffmetabolismus fiir die Regulierung von solchen Adaptionsprozessen sind, zeigen Versuche,
in der die Zellen zuerst einer Stickstoffquelle ausgesetzt worden sind und anschliefiend eine
weitere Stickstoffverbindung zugegeben wurde. So konnten wir iiberraschenderweise in dem
unter Ammoniumchlorid wachsenden Zellen des Wildtypstamms von C. albicans - nicht des
efg1A-Deletionsstamms - direkt nach der BSA-Zugabe einen Proliferationsstopp induzieren.
Dieser Phinotyp war abhidngig von dem Zeitpunkt, wann und in welcher Konzentration die
sekundare Stickstoffquelle zugegeben worden ist. Durch die Deletion von EFG1 konnte unter
keinen diesen Bedingungen einen Wachstumsstopp ausgelost werden. Diese Ergebnisse
bestitigen wieder die bedeutende Regulationsfunktion der APSES-Proteine in der Verwertung
von unterschiedlichen Stickstoffverbindungen. Genexpressionsstudien zeigten, dass
insbesondere 24 h nach der BSA-Zugabe die NCR-sensitiven Gene wie STP1, STP2, MEP1 und
MEPZ2 im Gegensatz zum efg1A-Deletionsstamm - in den Wildtypstdmmen nicht induziert waren.
Da durch die BSA-Zugabe auch das Expressionsniveau von EFGI in den Wildtypzellen
runterreguliert war, kann dieser Phanotyp nicht direkt auf das APSES-Protein zuriickgefiihrt
werden, sondern wahrscheinlich auf zusatzliche Regulationsfaktoren wie beispielsweise die
GATA-Transkriptionsfaktoren Gatlp und Gln3p, die ebenfalls fiir diesen Prozess wichtig sind.
Wie dies jedoch genau reguliert wird, muss noch durch weiterfiihrende Studien untersucht

werden.

Die Tatsache, dass zahlreiche zelluldre Prozesse innerhalb einer Zelle eng miteinander verkniipft
sind, erschwert ganz erheblich die Beantwortung der Frage, was den Unterschied, zwischen
zwei nah verwandten, sich jedoch in der Pathogenitdt unterschiedlichen Pilzen ausmacht. Aus
allem, was man heute aus der Literatur und dieser Arbeit weif3, sind es zahlreiche Faktoren, die
in einem komplexen Wechselspiel miteinander interagieren. So kdnnen es neben einzelnen
Proteinen auch ganze Proteinfamilien sein, die sich im Laufe der unterschiedlichen adaptiven
Entwicklung in beiden Pilzarten sich unterschiedlich entwickelt haben. Andere Mechanismen
zeigen dagegen trotz einer konservierten Funktion einen erheblichen Unterschied in der
transkriptionellen Regulation von bestimmten Regulationsfaktoren. Wir haben aufderdem
Hinweise, dass auch unterschiedliche Induktionen von regulatorischen Signaltransduktions-
wegen zu diesem Spezies-spezifischen Unterschied beitragen konnen.

In diesem Zusammenhang konnte mit der Identifizierung und funktionellen Charakterisierung
der APSES-Proteine Efglp und Mom1p hoffentlich ein signifikanter Beitrag zum molekularen
Verstandnis der Regulation der Morphogenese und des Metabolismus in C. albicans und C.

dubliniensis geleistet werden.
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Trotz einer sehr nahen phylogenetischen Verwandtschaft und ihrer Fahigkeit zur Ausbildung von

ahnlichen morphologischen Strukturen, unterscheiden sich die beiden humanpathogene Hefepilze
Candida albicans und Candida dubliniensis deutlich in ihrer Pathogenitat. Ein Vergleich der beiden
Candida-Arten im Hinblick auf die Induktion und Regulation von morphologischen Differenzierungs-
prozessen sollte zur Aufklarung beitragen, weshalb C. albicans gegenuber C. dubliniensis besser an den
Wirt Mensch adaptiert ist und welche Mechanismen und Virulenzfaktoren zu dieser unterschiedlichen
Pathogenitat beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde in C. dubliniensis ein zentraler Morphogeneseregulator funktionell
charakterisiert und mit dem orthogonalen Protein in C. albicans verglichen. Neben der Morphologie
haben beide Proteine einen groBen Einfluss auf den Zellwandaufbau, den Kohlenhydrat- und Stickstoff-
metabolismus, sowie das Adhasions- und Invasionsverhalten des Pilzes. Der signifikante Unterschied
zwischen den beiden so nah verwandten Arten scheint jedoch in der unterschiedlichen Expression dieser

Gene und der Aktivierung von unterschiedlichen Signaltransduktionswegen zu liegen.
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