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Zusammenfassung

Candida albicans gehért zu den dominantesten Pilzspezies im Mikrobiom gesunder

, QG LY L GiglH Qgleichzeitig aber auch eine der héaufigsten Ursachen fur
opportunistische Pilzinfektionen beim Menschen dar. Der Pilz hat sich tber sehr lang
=HLWUIXPH DQ GDV /HEHQ LP OHQVFKHQ DQJHSDVVW XQG 9L
ihm das Uberleben im Wirt sichern. Diese Faktoren kénnen auf verschiedenen Ebenen
DJLHUHQ XQG XPIDVVHQ XQWHU DQGHUHP 7UDQVNULSWLRC
sekretierte Proteine. Die Kenntnis Uber die molekularen Wirkmechanismen dieser
Virulenzfaktoren ist fir das Verstandnis der Pathogenitéat von C. albicans HVVHQWLHOO

und stellt zudem die Grundlage fir die Entwicklung zukinftiger Antimykotika dar.

Mit den sekretierten Glykoproteinen Rbelp und Rbt4p wurden vor kurzem zwei neue
Virulenzfaktoren in C. albicans EHV F K U L ld EikkQuiclEide Rolle bei systemischen
Infektionen zu spielen scheinen. Die Deletion beider Gene fuhrt synergistisch zu einem
9LUXOHQ]GHIHNW LQ HLQHP V\WWHPLVFKHQ ODXVLQIH
Hypersensitivitat des Pilzes gegenuber polymorphonuklearen Granulozyten in vitro.
Die molekularen Grundlagen dieser phéanotypischen Beobachtungen sind
ZHLWHVWJHKHQG XQYHUVWDQGHQ GDU+*EHUlbeK Ld@D XV 1HEk
grundlegenden molekularen und funktionellen Eigenschaften dieser Proteine in C.

albicans.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es Rbelp und Rbt4p auf molekularer und funktioneller
(EHQH XPIDVVHQG ]X FKDUDNWHULVLHUHQ XP LKGH %HGH
albicans besser zu verstehen. Zu diesem Zweck wurde sowohl ihre Rolle in C.
albicans D OV DeXdeKInteraktion PLW GHP PHQVFKOLFHKetQchtetUW QIKF
Hierbei konnten verschiedene neue molekulare Eigenschaften von Rbelp und Rbt4p
beschrieben werden. Entgegen friherer Annahmen zeigte sich GDVV HLQ VLJQLILNI
Anteil von Rbelp unter Hefewachstumsbedingungen Disulfidbriicken-abhéngig in der
Zellwand von C. albicans verankert ist. Massenspektrometrische Analysen konnten
auch QDFKZHLVHQ GDVV 5EH S LQ $EKIQJLIJNHLW GHU =HO
ordentlich stabile Homodimere bildet. Zudem war die Zellwandlokalisation von Rbelp
polar und trat selektiv an den chitinreichen Knospungsstellen von Hefezellen auf. All
diese Beobachtungen deuten auf eine bisher unbeschriebene Funktion von Rbelp in

der Zellwand hin.
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In dieser Arbeit konnte erstmals ge |[HLJW ZHUGHQ GDVV 5@&uB QG 5EW
/IDJH VLQG 6WHUROH ]Xdé&LZ8lle HBQexpdti€rerD B funktionellen
Implikationen dieser Eigenschaft fir den Virulenzphanotyp sind allerdings noch
unbekannt. Sie stehen aber moglicherweise auch im Zusammenhang mit der
Interaktion zwischen C. albicans und polymorphonukledaren Granulozyten. Diese
Zellen des angeborenen Immunsystems konnten in dieser Arbeit als Haupteffektoren
der Funktion von Rbelp und Rbt4p bei Blutstrominfektionen bestatigt werden. Dartber
hinaus lieferte eine globale Transkriptomanalyse Hinweise auf mdgliche molekulare
Targets von Rbelp und Rbt4p bei der Interaktion zwischen C. albicans und

polymorphonuklearen Granulozyten.
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Summary

Candida albicans is one of the most prevalent fungal species in the microbiome of
healthy i Q GLYLGXDOV EXW LW LV DOVR RQH RI WKH PRVW FR
fungal infections in humans. The fungus has adapted to life in the human host over
very long periods of timH GHYHORSLQJ YLUXOHQFH IDFWRUV WKDW I
factors can act at differentlevels DQG LQFOXGH WUDQVFULSWLRQ IDFWRL
secreted proteins. Detailed knowledge about the molecular mechanisms of action of
these virulence factors is essential for understanding the pathogenicity of C. albicans

and also provides the basis for the development of future antimycaotics.

5EH S DQG 5EW S WZR VHFUHWHG JO\FRSURWHLQV KDYH E
as virulence factors in C. albicans during systemic infections. The deletion of both

JHQHYV VI\QHUJLVWLFDOO\ OHDGV WR D YLUXOHRGH BEHOFW
as well as to the hypersensitivity of the fungus to polymorphonuclear granulocytes in

vitro. The molecular basis of these phenotypic observations is largely XQNQRZQ DQG
there is a lack of information on the basic molecular and functional properties of these

proteins in C. albicans.

The aim of this work was to comprehensively characterize Rbelp and Rbt4p at the

molecular and functional level in order to better understand their relevance for the

virulence of C. albicans )RU WKLV SXUSRVH ERWdtnsWRNLIUHOROMV LIQQ
WKH LOQOWHUDFWLRQ ZLWKstWdisdd KXPDQ KRVW ZHUH

Various new molecular properties of Rbelp and Rbt4p could be described. Contrary
WR SUHYLRXV DVVXPSWLRQV LW KDV EHHQ VKRZQ WKDW D
anchored to the cell wall of C. albicans in a disulfide bridge dependent manner under
yeast growth conditions. Mass spectrometric analysis has also shown that Rbelp
forms extraordinarily stable homodimers dependent on this cell wall association. In
DGGLWLRQ WKH FHOO ZDOO ORFDOL]DWLRQ RI 5BW SVRERBV S
chitin-rich budding sites of yeast cells. All these observations point to a previously

undescribed function of Rbelp in the cell wall.

In this work it was shown for the first time that Rbelp and Rbt4p are able to bind and
export sterols from the cell. The functional implications of this property for the virulence
SKHQRW\SH DUH VWLOO XQN Qe Fe@atedt®RtAcHNeddtioVb&weerP D \
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C. albicans and polymorphonuclear granulocytes. ,Q W KL Vh&sR ldiite iMmune
cells could be confirmed as the main effectors of the function of Rbelp and Rbt4p
during EORRGVWUHDP LQIHFWLRQV ,Q DGGLWLRQ D JOREDO
evidence for possible molecular targets of Rbelp and Rbt4p during the interaction

between C. albicans and polymorphonuclear granulocytes.
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Einleitung

1 Humanpathogene Pilze

Pilze sind ubiquitar auftretende heterotrophe (XNDU\RWHQ GLH VLé&#erYRU XQJ
Milliarde Jahren vom Reich der Tiere abgespalten haben und seitdem eine

beachtliche Diversitat entwickelt haben [1]. Unter den schatzungsweise 3 - 6 Millionen

Pilzspezies auf der Erde [2] finden sich interessanterweise nur sehr wenige
humanpathogene Vertreter (150-300 Spezies wahrend Pilze bei Pflanzen ,QVHNWHQ
oder Amphibien weitaus haufiger mit Pathogenitat assoziiert sind > . @e hohe

Resistenz von Saugetieren gegeniber Pilzinfektionen korreliert wahrscheinlich direkt

mit der Korpertemperatur und dem komplexen Immunsystem dieser Tierklasse [4].

Trotz dieser intrinsischen Resistenz JLEW HV YHUVFKLHGHQH 3LO]VSH]I
Menschen ,QIHNWLRQHQ KHUY Rndhigsohbie@® béj @rihbinQupprimierten

Individuen.

Eine Infektion mit humanpathogenen Pilzen findet entweder tGber die Umwelt oder das
wirtsassoziierte Mykobiom statt. Die meisten humanpathogenen Pilzspezies kommen

in speziellen Umweltnischen PHLVW LP (UG & GeHdgen 2URleh Gattungen
Cryptococcus Histoplasma Blastomyces Pneumocystis und Aspergillus [5]. Diese

Organismen sind haufig REOLJDW SDWKRJHQ XQG EHVLW]HQ (LJHQ
sowohl das Uberleben in ihrem naturlichen Habitat als auch in einem
immunsupprimierten  Wirt ermdglichen. "LHVH D X % HU JH Z2yKlQienare K H
Anpassung beruht ZDKUVFKHLQOLFK GsP BiRexduchaikrstr ratiitichen

Umgebung zumindest temporar wirtsdhnlichen Bedingungen ausgesetzt sind [4].

Dies ist ein grundlegender Unterschiedzu ZLUWVDVVR]LLHUW ¢ QcRBIb&¥ KRIJHQH
lange evolutiondre Zeitraume an das Leben im Wirt anpassen konnten.
Wirtsassoziierte Pathogene lassen sich grob in zwei Klassen einteilen: obligate und
opportunistische Pilze. 2EOLJDWH 3DWKRJHQH ZLiHfizigred RIcW RS K\WH
LPPXQNRPSHWHQWH ,QGLYLGXHQ ZIKUHQG RE&BRIAWXQLVW
albicans QRUPDOHUZHLVH 7HLO GHV NRPPHQVDOHQ OLNUREI

pradisponierenden Bedingungen Infektionen ausldsen.

Das haufigste Krankheitsbild im Zusammenhang mit humanpathogenen Pilzen ist die

oberflachliche Mykose. 25% der Weltbevolkerung zeigt Infektionen von Haut oder
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Nageln durch Dermatophyten [6]. Oberflachliche Pilzinfektionen der Mundhohle treten

KIXILJ EHL .OHLQNLQGHUQ 3DWLHQWhth@nseppvimierénde@ SURW KH
Behandlungen wie Steroidinhalation oder Radiotherapie auf [3]. Zudem leiden

zwischen 50 — 75% aller Frauen weltweit zumindest einmal im Leben an vulvovaginaler

Candidose [7].

Im Gegensatz zu oberflachlichen Mykosen sind invasive Pilzinfektionen sehr viel
VHOWHQHU DXIJUXQG LKUthd MORRaKt&i<pat® &lerdngs Lo hahst

klinischer Relevanz. Die Anzahl systemischer Pilzinfektionen hat aufgrund steigender
PHGL]JLQLVFKHU ,QW HABY AQbistikR @t & ERHRRWKHUDSLH ]JZLVF
1979 und 2000 um 207% zugenommen [8]. 90% aller dokumentierten Todesfélle durch

systemische Pilzinfektionen gehen auf Spezies der Gattungen Candida
Cryptococcus Aspergillus und Pneumocystis zurick [3]. Candida Spezies sind

gleichzeitig die vierthaufigste Ursache fir nosokomiale Blutstrominfektionen[9] ZREHL
Candida albicans mit 42% hierbei die am haufigsten identifizierte Candida Spezies

darstellt [10].

2 Candida albicans

Candida albicans gehort zum Stamm der Schlauchpilze (Ascomycota) und wird
aufgrund seiner alternativen Codon usage der CTG-Klade innerhalb der Ordnung
Saccharomycetales zugeordnet. Die Mitglieder dieser Klade zeichnen sich durch die
ungewohnliche Translation des CUG-Codons in die Aminosdure 6 HULQ DXsk XQG
haben sich vor ca. 170 Millionen Jahren von der Familie der Saccharomycetaceae
JHWUH Q Q Wie BAck&rhtteé Saccharomyces cerevisiae gehoért [11]. C. albicans

wurde lange Zeitalsobligat GLSORLGHU 2UJDQLVPXV DQJHVHKHQ QHXH
haben jedoch E HV W ldAsk ai¢h ein lebensfahiger haploider Zustand existiert [12].

C. albicans EHVLW]W &KURPRVRPHQ bb0rdétdJkBrisGhe&Msolaid J H Q
haufig eine J U R %akHabilitat im Karyotyp [13]. Die genomische Variabilitat entsteht

unter anderem durch stressinduzierte chromosomale Rearrangements oder loss of
heterozygosity (LOH)-Events > . AX % HUGHP Whara3dakueHer Qyklus zur
genomischen Diversifizierung in C. albicans Populationen bei [16].
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Die Ubertragung von C. albicans auf den Menschen findet wahrscheinlich bereits

wahrend oder kurz nach der Geburt statt und eine Besiedelung von epithelialem
Wirtsgewebe 'DUP +DXW O0XQG *HYVF Kasdt Bishwbei R0 3@ Qddr

gesunden Bevolkerung nachweisen [17]. Normalerweise verlauft die Besiedelung mit

C. albicans DV\PSWRPDWLVFK DOOHUGLQJVY N|QQHQ 6W|UXQJHC
epithelialen Barrierefunktion oder des lokalen Mikrobioms [X 9HUIQGHUXQJHQ L
Wachstum bzw. der Physiologie von C. albicans l*KUHQ GLH D QdéRr R®tL H % HQ G
schadigen. 'DV $XVPD% GLHVHU 63t staBLvbd Qnigkt@nsort und der
Immunreaktion des Wirts selbst abhéngig. Aufgrund des Infektionsorts unterscheidet

man z.B. zwischen oralen JDVWURL® WMX WY RDDIAIQIPsiERiischen

Candidosen. Die Voraussetzungen fur die Entwicklung der verschiedenen
Auspragungen XQWHUVFKHLGHWo #Wdét Kmax WrBlé) Bandidosen meist

D XV V F K O Ligi%i@mimnkupprimierten ,Q GLY L G X H @IDS-Rdtienten oder

Empfangern von Chemotherapie [18] wahrend systemische Candidosen auch bei

Individuen mit relativ stabilem Immunsystem DXIWUHWHQ N|QQHQ ZHQQ GHL
chirurgische Eingriffe oder vaskulare Katheter direkt in den Blutstrom gelangt [19].

Die Fahigkeit von C. albicans VLFK DQ GLYHUVH :LUWVQLVFKHQ DQ]XS
grundlegenden Eigenschaften wie pH-:HUW IDKUXQJVDQJHERW THP
Sauerstoffverfigbarkeit oder der Immunreaktion X QW H U V F kKidthérH @ie
Einzigartigkeit dieses opportunistischen Pathogens aus. Die funktionellen und

molekularen Eigenschaften oder Komponenten G il die Anpassung und das

Uberleben von C. albicans LP :LUW EHQ|WLJW ZHUGHQ XQG KLHUGXU
GHV :LUWYV K Hod2¢iehdet ixamdals Virulenzfaktoren [5].
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2.1 Virulenzfaktoren von Candida albicans

Virulenzfaktoren spielen bei der Interaktion von C. albicans mit dem menschlichen Wirt
auf verschiedenen Ebenen eine wichtige Rolle (Abb. 1). Einige der wichtigsten

Virulenzattribute von C. albicans werden im Folgenden naher erlautert.

Morphologiewechsel
Phinotypische Plastizitit

— N Proteinsekretion

Adhdsion/Biofilmbildung

Metabolische Flexibilitat
Sequestrierung von Spurenelementen

Immunevasion
Uberleben in Phagozyten

Abb. 1: Virulenzfaktoren, die C. albicans das Uberleben im menschlichen Wirt ermoglichen

2.1.1 Morphologiewechsel

Als polymorpher Pilz nimmt C. albicans in Abh&angigkeit von exogenen Stimuli

verschiedene Wachstumsformen an. Neben der einzelligen Hefeform (Blastospore)

die sich durch Sprossung W HUil@WC. albicansa XFK ILODPHQW|VH 6WUXNWXU

in echte Hyphen und Pseudohyphen unterteilt werden (Abb. 2). Pseudohyphen bilden

VLFK GXUFK SRODU L \hietbel BldhgierdnOsizhditLt€ilXn@eh Hefezellen
7RFKWHU]H O O Hfach dReKAtbkinesd-won der Mutterzelle abzulésen. Echte

Hyphen werden hingegen GXUFK DSLNDOHV :DFKVWXP PLW DC

6HSWHQELOGXQJ JHELOGHW ZREHD ZélkétnebVvoseidander GLH HL

trennen.
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Diese morphologische Plastizitat wird haufig als einer der wichtigsten Virulenzfaktoren
von C. albicans angesehen [20]. Beide Wachstumsformen stehen im Zusammenhang
mit Pathogenitdt und werden in infiziertem Gewebe gefunden [21]. Die kleineren
+HIHIJHOOHQ VFKHLQHQ HLQH 5ROOH EHL GHU 'LWQHPLQD'
wahrend Hyphenzellen mit invasivem Wachstum und Gewebeschadigung assoziiert

werden > . @

Abb. 2: Verschiedene Wachstumsformen von C. albicans . Oben links: Hefezellen; oben rechts:
HFKWH +\SKHQ E]Z ILODPHQW|VH .RORQLH XQWHQ @IDENAE DIO/NHKG R K \R5 K|
ZHL% HU OD%VWDEVEDONHQ h:[28P ORGLIL]ILHUW QDF

Ein Wechsel zwischen den verschiedenen Wachstumsformen kann in vitro gezielt

durch die Wahl der Umgebungsbedingungen gesteuert werden. Hyphenwachstum

ZLUG ] % LQ $QZHVHQK HAcayl-B-R Q X6HRUNOP LD 2-3D&JIWLDOGUXFN
neutralem pH oder unter mikroaerophilen Bedingungen induziert [23]. Zudem ist meist

eine Umgebungstemperatur von 37°C fur Hyphenwachstum Q|WLJ Addn@hirhe

bildet die Filamentierung in einer festen Matrix oder unter mikroaerophilen
%HGLQJXQJHQuUCZIIREK auftreten kann [24].
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Die unterschiedlichen Wachstumsstimuli aktivieren den cAMP/Proteinkinase A oder
MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signalweg und fihren so zur Expression
von Transkriptionsfaktoren wie Efglp oder Cphlp Z H O Rypken-assoziierte Gene
meist positiv regulieren > . [@e negative Regulation des Hyphenwachstums wird
von einem Komplex aus dem Transkriptionsfaktor Tup1p und den DNA-Bindeproteinen
1UJ S 0LJ S RG bbdrmommen > . @

Hyphen-assoziierte Gene sind generell nicht nur far die Ausbildung und
Aufrechterhaltung YRQ ILODPHQW|VHP :DFKVWXP HVVHQWLHOO VR
9LUXOHQ]IDNWRUHQ G Lah Wirszellen etmp@hidhen.L R Q

2.1.2 Adhéasion

'LH $GKIVLRQ DQ :LUWV]HOOHQ DQRK’BUBEQLRNVUR/FAWHD DENB HA
ist sowohl fir den Kommensalismus als auch fur die Pathogenese von C. albicans von

J U R Badduitung. Fir all diese Adhéasionsprozesse ist die molekulare Konstitution der

Zellwand DX%HURUGHQWOLFK ZLF K\albitandist emelr@e@rZchicht®eY R Q
Struktur mit einer inneren Schicht aus Chitin und - -Glucan XQG HLQHU [IX% HUF
Schicht aus - -Glucan und mannosylierten Proteinen. Diese mannosylierten

Proteine sind die fur Zelladhas L R€@wie die Biofilmbildung und Virulenz essentiell >

29]. Zellwandproteine besitzen neben komplexen N-Glykanen auch einfache lineare

O-*\ O N D @dide Glykosylierungsvarianten spielen eine wichtige Rolle bei der

Erkennung von C. albicans durch das angeborene Immunsystem [30]. $X % HUGHP
tragen die Phosphodiesterbindungen der N-glykosylierten Zellwandproteine zur

negativen Ladung der Zellwand bei [31]. Die Verankerung von Proteinen in der

Zellwand erfolgt entweder Uber kovalente Bindungen (Glykosylphosphatidylinositol

(GPI)-Anker D OldiileD 1% L Q G X QDistiif)dbricken) oder udber nichtkovalente
"HFKVHOZLUNXQJHQ :DVVHUVWRIIEU - Fibris¢he Weéechs¢eRSKREH

wirkungen).
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o]

| I
— Asn=X-Ser/Thr —, ~—Ser/Thr—,

e===o Mannan ’ N-Acetyl-Glucosamin () B-(1.2)-Mannose
e Zellwandprotein (ZWP) . a-(1,3)-Mannose () B-(1,4)Mannose
B-(1,6)-Glucan o a-(1,2)-Mannose O B-(1,6)-Mannose

amm (3-(1,3)-CGlucan

O a-(1,6)-Mannose o B-(1,3)-Mannose

ez Chitin

Abb. 3: Molekularer Aufbau der Zellwand von  C. albicans . Die innere Schicht der Zellwand ist

KD XSWVIFKQ L F KGIDcdrvund Chitin (Poly- - -N-Acetyl-*OXFRVDPLQ DXIJHEDXW 'LH I
6FKLFKW EHVWHKWXRPD/Q XQG =HOOZDQGSURWHLQHQ =:3MbileGLH HQW
%LQGXQJHQ PRGIM¢an oder tber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-$QNHU -PLW

GlucDQ YHUNQ-+SIW VLQG $X%HUGHP N|QQHQ 3URWHL®@ GEHWHUDLYNXBUMS E
werden (nicht in der Abbildung dargestellt) 'LH PHLVWHQ =HOOZDQGSURWHLQH VLQG
ZRGXUFK HLQH |X%&8Ehitht gedld@Onird) Das Anhangen der Mannose-Reste an die ZWPs

erfolgt entweder tber die Aminogruppe (NH) eines Asparaginrests (Asn) oder Uber die Hydroxylgruppe

(OH) eines Serin- bzw. Threoninrestes (Ser/Thr). Modifiziert nach: [32].

Der initiale Kontakt zwischen Wirtszellen und C. albicans wird durch passive
Interaktionen (Van-der-:DDOV .UIIWH XQG LRQLVFKH :HFKV#@®© ZLUNXCQ
stabile Adhasion an Wirtszellen benétigt hingegen eine direkte Interaktion von

Adhasionsmolekilen mit Wirtsrezeptorproteinen [33].

Die am besten charakterisierte Gruppe von Adhasionsmolekilen in C. albicans sind
die Proteine der Als (agglutinin-like sequence)-Familie. Diese GPIl-verankerten
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Proteine werden primar in Hyphen exprimiert und vermitteln unter anderem die

Adhasion an Wirtszellen > . AB3p bindet an E-Cadherin auf Epithelzellen und N-

Cadherin auf Endothelzellen und stimuliert so auch die Endozytose von C. albicans

durch diese Zelltypen [36]. Ein anderes wichtiges C. albicans Adhasin ist das hyphal

wall protein 1 (Hwplp ZHOFKHV DOV 6XEVWUDW |IeU HSLWKHOLDOH
wodurch eine Glutamin-abhéngige kovalente Kreuzvernetzung von Hwplp mit den
Epithelzellen entsteht [37].

Die stabile Adhasion auf abiotischen und biotischen Oberflachen ist auch eine wichtige
Vorrausetzung fir die Bildung von Biofilmen. Biofilme sind oberflachenassoziierte

mikrobielle Gemeinschaften mit einer charakteristischen Struktur und einer eigenen
extrazellularen Matrix. Die Biofilmbildung lauft bei C. albicans generell in 4 Stufen ab:

(i) Oberflache QDG KIVLR Q Y R Q (i)RidliferhtbOdieQer Zellen zu einer diinnen

6 F K L Kii Reifung des Biofilms durch Bildung von Hyphen und einer extrazellularen

Matrix und (iv) Ausbreitung des Biofilm durch sich ablésende Hefezellen [38]. C.

albicans % LRILOPH VLQG YRQ KRKHU N O LeQgich Fraufiy asfHO HY D Q
PHGL]JLQLVFKHQ 2EHUIOIFKHQ nZLHHU]% FK ULW MEEYD IF K H U

Zahnprothesen bilden und besonders resistent gegeniiber Antimykotika sind > . @

Der Aufbau und die SK\VLNDOLVFKHQ (LJHQV FKunhdWarmh)awildie =HOOZD
=HO O D GKIV inRNalban® §ark von den Umweltbedingungen abhéngig. Zum

Beispiel hat die verfigbhare .RKOHQVWRIITXHOOH HLQHQ VHKU JUR %ot
Zellwandaufbau in C. albicans und beeinflusst so die Adhasion und Biofilmbildung >

42].

2.1.3 Proteinsekretion

Ein weiterer wichtiger Virulenzmechanismus von C. albicans ist die Sekretion von
SBURWHLQHQ GLH GXUFK $EEDX XQG 6FKIGLJXQJ YRQ :LUW
.RPSRQHQWHQ GHV ,PPXQV\VWHPV GDV hEHUOHEHQ LP :LU\

Die Sekretion von Proteinen in C. albicans HUIROJW ZLH LQ DOOHQ HXN
Organisme Q primar ctEHU GHQ VHNUHW Reherr HKahsQortsystem aus
membrangebundenen Kompartimenten und Vesikeln. Die Prasenz einerN-WHUPLQDOHQ

hydrophoben Signalsequenz entscheidet Gber den Eintritt in den sekretorischen Weg
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und das C. albicans Genom besitzt ca. 283 open reading frames (ORFs) mit einer
solchen Signalsequenz [43]. Proteine mit Signalsequenz werden entweder ko-
translational oder post-translational ins endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert
XQG GXUFKODXIHQ GRUW HLQH 5HLKH Y Ri®ABIp&tlirp\MESL HU X Q J V
6 LJ QD O S NSwmHL@>®lykosylierungen das Anhangen eines GPI-Anker oder die
Ausbildung von Disulfidbricken [44]. Richtig gefaltete und prozessierte Proteine
gelangen dann Uber Transportvesikel zum Golgi-ApparaW XQG HUIDKUHQ EHLP 7
vom cis- zum trans-Golgi weitere Modifikationen ZLH G teblytth&Prozessierung

durch das Enzym Kex2p und die Reifung der Kohlenhydratstrukturen [44].

Losliche SURWHLQH GLH GHQ *ROJL YHUODVVHQ KDEKMQ JHOD
Fusion von post-Golgi-Vesikeln mit der Plasmamembran an die Zelloberflache und
werden entweder in den extrazellularen Raum entlassen oder durch verschiedene

Mechanismen in der Zellwand zurtickgehalten (s. Abschnitt 2.1.2).

Proteinsekretion ist ein rdumlich und zeitlich startk UHJXOLHUWHU 3UR]JHVV D
unterscheidet sich der Sekretionsapparat von C. albicans zwischen Hefe- und
Hyphenzellen. In Hefezellen ist der Golgi eher zufallig im Cytoplasma YHUWHLOW ZIKUH
er in Hyphenzellen an der wachsenden Spitze lokalisiert ist [45]. Besonders in
Hyphenzellen ist die Proteinsekretion stark auf diH +\SKHQVSLW]H EHVFKUIQNW
werden Proteine in Hefezellen auch haufig an Knospungsstellen (bud tips) sekretiert

> . @

C. albicans VHNUHWLHUW HLQH 5HLKH YRQ +\GURODVHQ
3KRVSKROLSDVHQ /LSDVHQ XQG (VWHUDVHQ GLHvgd % %LQ
Proteine des Wirts abbauen > . 8D spalten einige sekretierte Aspartylproteasen

(SAPs) zum Beispiel Komponenten des Komplementsystems und wirken so
immunevasiv [48]. *"OHLFK]J]HLWLJ GLHQHQ GLHVH SURWHRO\WLVFKH
von Nahrungsbestandteilen. .«U]J]OLFK ZXUGH DX%HUGHP HLQ VHNUHWL
Peptd QDPHQV &DQGLGDO\VLdas -epitheli@ewWMémbiaried Wdurch
PermeabilisieUXQJ GLUHNW VFKIGLJWine XgQitkeliakeL Ishbh@Gxntive i

hervorruft [49].
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2.1.4 Evasion des angeborenen Immunsystems

Das angeborene Immunsystem ist fur die Gewebehomdostase essentiell und beseitigt
QHEHQ YHUIQGHUWHQ RGHU EHVFKIGLJWHQ :LUWV]JHOO
Mikroorganismen. 1HEHQ GHU PHFKDQLVFKHQ %DUUL KHaizHsichkQNW LR Q
das angeborene Immunsystem DXV GUHL JUR%HQ (IIHNWRUNRBSRQHQW
den antimikrobiellen Peptiden (i) dem Komplementsystem und (iii) verschiedenen

Immunzelltypen.

Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMPs) werden von verschiedenen Humanzellen produziert
und wirken aufgrund von Membranpermeablisierung oder Inaktivierung cyto-
plasmatischer Komponenten fungizid bzw. fungistatisch [50]. $X%HUGHP N|QQHQ VI
zusatzliche immunmodulatorische Funktionen haben. Aktive AMPs sind zwischen 10
— 50 Aminoséauren lang und entstehen durch proteolytische Spaltung eines inaktiven
Vorlaufers. AMPs werden aufgrund von Sekundéarstrukturelementen verschiedenen
Klassen zugeordnet [50]. Zu den wichtigsten AMPs im Zusammenhang mit C. albicans
JHK|UHQ 'HIHQVLQH +LVWDWLQH3IXQG GDV &DWKHOLFLGLQ /

'HU OHQVFK EHVLW]W .ODVVHQ aulgrnd ' Hhigs QDisuI@IH GLH
brickenmusters L Q- .X Q G-Defensine unterteilt werden. Bislang hat man beim

Menschen sechs .-'"HIHQVLQH X Qiefeldind Wbentifiziert [51]. .-Defensine

ILQGHW PDQ SULPIU LQ GHQ *UDQXOD YRDefedlsHXWURSKIL
hauptsachlich von Epithelien gebildet werden. Beide Klassen fuhren zur

Permeabilisieung der Zellmembran von C. albicans und Freisetzung von ATP > . @

C. albicans KDW YHUVFKLHGHQH 6WUDWHJLHQ HQWZLFNHOW XI
AMPs |X VFKeW]HQ KdnH®JK PIKOWUHWLRQ YRQ 3H@&MtdrkdeH I IHNWR
Expression von Effluxpumpen oder die veranderte Regulation kompensatorischer
Signalwege. Konkrete Beispiele hierfir sind der Abbau und die Bindung von
YHUVFKLHGHQHQ $03V GXUp#eroa@/E S 6®DHBU F[SRUW YRQ +LV!
durch den Polyamin-Transporter Flulp oder die Induktion des kompensatorischen

high osmolarity glycerol (HOG) Signalweg dur F K-Defensine [54-57].
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Komplementsystem

Das Komplementsystem besteht aus verschiedenen Plasmaproteinen GLH GLYHUVH
LPPXQUHJIJXODWRULVFKH )XQNWLRQHQ KDEHQ XQG OHW]WC
3DWKRJHQHQ GXUFK (IIHNWRUPROHNO®K DZIXH) & HRQD$ QIHIK \
Opsoninen C3b/iC3b oder dem terminalen Komplement- . RPSOH|[ | pE8JUBLEH

C3b/iC3b opsonisierte Pathogene werden von Zellen des angeborenen
,PPXQV\VWH RMB. Makrbphagen oder Neutrophilen erkannt und durch eine

Reihe von Effektormechanismen beseitigt. Gleichzeitig wird durch die Aktivierung des
Komplementsystems DXFK HLQH JHLWOLRARKIYHA&N] YIHIPLWWAHOWH DGLEL

Immunantwort eingeleitet.

UndiH $NWLYLHUXQJ GHV .RPSOHPHQWV\VAV &licdns) XBX P JHKH QG
verschiedene Negativregulatoren des Komplements an seine Oberflache [58].

Zusatzliche immunevasive Funktionen werden durch sekretierte Proteine wie SAPs

RGHU 3UD S YHUPLWWHOW GLH .RPSRQHQWHQ GHV .RPSC
binden > . @

Phagozyten

Wahrend virale Infektionen primar von T-=HOOHQ EHNIPSIW ZHUGHQ VLQG
bei oberflachlichen und systemischen Candidosen ein essentieller Teil der humanen
Immunabwehr [61]. Eine besonders wichtige Rolle spielen hierbei Neutrophile und
ODNURSKDJREQalbiGhdHZellen durch extra- und intrazellulare Mechanismen

effektiv beseitigen kdnnen.

Neutrophile sind relativ kurzlebige polymorphonukledre Leukozyten und machen den
* U R %o WeH Ekiulierenden Leukozyten in humanem Blut aus. Sie sind fir die
Eliminierung von C. albicans im Blutstrom essentiell und bestimmen die fungale
Transkriptomantwort in Vollblut > . Emtsprechend gilt Neutropenie als Risikofaktor

fur systemische Candidosen [64].

Bei einer Infektion mit C. albicans migrieren zirkulierende Neutrophile durch
chemotaktische Stimuli sehr schnell zum Infektionsort und |6sen dort eine erste
Immunantwort aus. Die direkte Erkennung von C. albicans durch Neutrophile erfolgt
Uber Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors PRRs) VRZLH
Rezeptoren fur opsonisierende Antikorper und Komponenten des Komplement-
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systems [32]. Ein zentraler Rezeptor scheint hierbei der complement receptor 3 (CR3)

]X VHLQ GHU GDV RSpatRrQuuhit iCAH hHf QB Glberflache von C. albicans

erkennt X QG D X % H U@EuUddh iDd@r Zellwand binden kann [65]. Andere wichtige

PPRs GLH YRQ 1HXWURSKLOHQ H[SURdzéptbteurdHbIGIkEQ VLQG
Rezeptoren [66].

Nach Rezeptorbindung werdenin 1IHXWURSKLOHQ YHUVFKLHGHQH 6LJQDC
DQVFKOLH%HQG ]XU )UHL V Hohj&ArPhagoytdseWrr Béseitidgqhg

von C. albicans fuihren. Neutrophile sekretieren nach Kontakt mit C. albicans eine

Reihe VRQ &\WRNLQHQ ZLH ] %,Q\WMWUHUIBIKINEQ GLH XU
Rekrutierung und Aktivierung weiterer Neutrophilen filhren und die generelle

Immunreaktion koordinieren [67].

Nach Kontakt mit Neutrophilen werden C. albicans Zellen phagozytiert und das

HQWVWDQGHQH 3KDJRVRP IXVLRQLHUW PLW LQWUD]JHOOXO

Phagolysosom zu bilden. Im Phagolysosom werden die Pilzzellen DQV FK O ldurée H Q G

oxidative und nicht-oxidative Mechanismen abgetétet. Die nicht-oxidativen Effektoren

ZHUGHQ LQ GUHL XQWHUVFKLHGOLFKHQ 1HXWURSKLOHQJ

sekundare tertidre bzw. Gelatinase-Granula) gespeichert. Sekundéare und tertiare

*UDQXOD HQWKDOWHQ KDXSWVIFKOLFK DQWLPLNURELHOC

*HODWLQDVH I\VR]\P RGHU OHWDOORSURWHDVHAQ ZIK

O\HORSHUR[LGDVH DQWLPLNMUREGVHQW H6BIBYIWEGELQH RGHU
&DWKHSVLQ * (ODVWI[B8Y Her HaatikeD Eif@kidrgaechanismus von

Neutrophilen (respiratory burst) basiert auf der NADPH-abhangigen Reduktion von

molekularem Sauerstoff zu Hyperoxid-AQLRQHQ ZHOFKH DQVFKOLH%HQG

reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species 526 ZLH :DVVHUVWRIISHL

Hydroxylradikale und K\SRFKORULJH 61Xlg HEntsEeh@ ¢ Peroxinitrit-

Anions durch Hydroxid-$QLRQHQ XQG GLH )UHLVHW]XQJ YRQ 6WLFN

antimikrobielle Funktionen die im Zusammenhang mit dem oxidativen Mechanismus

stehen [69].

1HEHQ GLHVHQ LQWUD]H O CefraurieréenqNedtrbpHl®@ albi¢ahs@uch
durch die Freisetzung von neutrophil extracellular traps (NETs) [70]. NETs bestehen
DXV ]JHOOXOIUHP &KURPDWLQ KDXSWVIFKOLFK "'"1$ XQG
antimikrobiellen Granulaproteinen und Peptiden bedeckt ist [71]. Die Freisetzung von
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NETs ist eine effektive 6 W U D WurhJ Mikroorganismen zu immobilisieren und

abzutoten.

Welcher dieser verschiedenen Effektormechanismen letztendlich fiir das Abtdéten von
C. albicans ]| XVWIQGLJ LVW LVW DNWXHOO QRFK QLFKWWROOV\
eine Kombination unterschiedlicher Stressoren fir die Sensitivitdt von C. albicans

gegenuber Neutrophilen ausschlaggebend > . @

9LUXOHQ]!I DI WissUBberleben von C. albicans gegeniiber Neutrophilen
beeinflussen wirken sich meist entweder auf die Erkennung des Pilzes oder das
Uberleben im Phagolysosom aus. (LQ :HJ GLH (UNHQQXQJ ]XieXPJHKHC
Abschirmung von zellularen Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-
associated molecular patterns PAMPs XP GLH %LQGXQJ GXUFK 355V X Y
C. albicans Hyphenzellen besitzen ] % NHLQ REHUIOIFKHOGXEFRQLHUW
wodurch die Bindung durch den Rezeptor Dectin-1 erschwert ist und eine
proinflammatorische Reaktion unterdrickt wird [74]. $X%HUGHP LQ@KLELHUW
sekretierte Protein Pralp die Erkennung und Phagozytose von C. albicans durch
Bindung an den CR3-Rezeptor [75]. Das Uberleben von C. albicans im Phagolysosom
wird z.B. durch die Expression von Superoxid-Dismutase Q .DWDODVHQ RGF
Flavohdmoglobin-Proteinen Y H U E HV V H U Wreakiive OFaldrstoffspezies bzw.
Stickstoffoxide neutralisieren > . @ X % HU @ddd? sich C. albicans an die
nahrstoffarmen Bedingungen im Phagoslysosom durch einen Wechsel von der
Glykolyse zur Gluconeogense und einer verstarkten Expression von Genen der

Aminosauresynthese an [78].

ODNURSKDJHQ VLQG JHZHEHVWIQ G Ldliigh 3etdehietieh@/FiQuli GLH VLF
aus zirkulierenden Monozyten im Blut differenzieren. 6W XGLHQ KDEHQ JH]HLJW
Makrophagen wahrend systemischer C. albicans Infektionen besonders zu friihen

Zeitpunkten eine wichtige Rolle spielen [79] D X %o H WiBdH$e in bestimmten
2UJDQHQ ZLH GHQ 1LHUHQ Y HSD]. Als RHadgoryted &hBethXsBhX Q J
Makrophagen und Neutrophile in verschiedenen Eigenschaften. Wahrend Neutrophile

allerdings die Filamentierung von C. albicans inhibieren ELOGHW iGldéh 3LO]
Phagosomen von Makrophagen Hyphen aus und kann aus diesen Zellen entkommen

[81]. Dies geschieht einerseits durch die physikalische Hyphen-abhéangige Punktion

der Plasmamembran andererseits aktivieren C. albicans Hyphenzellen in



Einleitung 25

Makrophagen aber auch die Caspase-1 und das NLRP3 (NOD-like receptor family,
pyrin domain containing 3) Inflammasom Z R G XitdeK Phagozyten eine Form des
programmierten Zelltods induziert wird [82]. Dieser als Pyroptose bezeichnete Prozess

ist wahrscheinlich besonders fir die Lyse von Makrophagen zu friihen Zeitpunkten
nach Phagozytose verantwortlich [83]. Pyroptose fihrt neben der Zelllyse auch zu
einer starken Freisetzung der proinflammatorischen Cytokine Interleukin- XQG
Interleukin- GLH I-U G D ¥n bdshr® beEsystemischen Infektionen wichtig
sind [84]. Neben diesen zwei lytischen Abwehrmechanismen wird bei einer geringen
Anzahl von Markophagen auch ein nicht- O\W LV FKHU $ & \ANivei Beordriet

bei dem beide Zelltypen Gberraschenderweise intakt bleiben [85]. Dieser Vorgang wird
DOV 9RPLWRVH EH]J]HLFKQHW DOOHUGLQJV LVW GHU ]XJUXC(
genaue Bedeutung dieses Vorgangs wahrend C. albicans Infektionen noch unbekannt.

Zusatzlich zu diesen Fluchtstrategien moduliert C. albicans verschiedene Parameter

in den Phagosomen von Makrophagen X Bein Uberleben zu verbessern. Uber noch
unbekannte Mechanismen moduliert C. albicans die Fusion von Phagosomen mit
lysosomalen Vesikein XP GLH 5HLIXQJ YRQ 3KDJRO\WRMBRPHQ ]X
$ X % H U G Hér Hilx W Abhangigkeit seines Aminosauremetabolismus dazu in der

Lage den sauren pH-Wert in Phagosomen ]X QHXWUDOLVrebedd HiEn ZDV
verbesserten  Uberlebensbeding X Q JH Q D i K wichtiger  Induktor  far
Hyphenwachstum ist [87]. Viele von den oben beschriebenen Strategien fiir das
Uberleben von C. albicans LQ GHQ 3KDJRVRPHQ YRQ enRotdevbRcBKLOHQ
fur Makrophagen.

Das Wissen uber die Virulenzfaktoren von C. albicans hat in den letzten Jahren stetig
zugenommen und bildet eine wichtige Grundlage fur die Entwicklung neuer
antifungaler Therapien und Diagnostika. Die Inhibierung oder Modulierung von
9LUXOHQ]IDNWRUHQ LVW DOV WKHUDSHXWLVFKH 2SWLRQ
Vergleich zu klassischen fungiziden Antimykotika weniger Resistenzbildung zu

erwarten ist.

Mit den Proteinen Rbelp und Rbt4p wurden in C. albicans zwei neue sekretierte
Virulenzfaktoren identifiziert Uber deren molekularen und funktionellen Eigenschaften
aktuell nur sehr wenig bekannt ist [88] 6LH JHK|UHQ GHU -JUR%HQ



Einleitung 26

SURWHLQVXSHUIDPLOLH DQ GLH LKUHUVHLWY QXQG&BQHQ-J
soll auf die Eigenschaften der CAP-Proteinsuperfamilie allgemein und Rbelp/Rbt4p

im Speziellen naher eingegangen werden.

3 Die CAP -Proteinsuperfamilie

3.1 Klassifikation

Proteine der CAP-Superfamilie finden sich in prokaryotischen und eukaryotischen

3K\OD 2z¥i€hGen sich durch die Anwesenheit der charakteristischen CAP- bzw.
SCP-Doméneaus. &$3 LVW HLQ $NUR Q\Pdeb &shrliogtich WertiiiziatterQ

6 X E | D P LOyktkii@-rich secretory proteins Antigen 5 und Pathogenesis-related

protein 1. Synonym wird der Begriff SCP (Sperm Coating Proteins)-Domane
YHUZHQGHW GHU VLFK DXl GLH )IKLIJNHLW EHVWLPPWHU
Spermienzellen zu binden [89]. Die CAP-Domaéne ist zwischen 17- N'D JUR% XQG
wird durch vier NRQVHUYLHUWH 6HTXHQ]PRWLYH FKDUDNWHULVLE
bezeichnet werden [90]. Allerdings besitzt nicht jeder Vertreter der Proteinfamilie
notwendigerweise alle vier Sequenzmotive [91] XQG LQ GHU-Datealsnk (
(https://prosite.expasy.org) sind nur die Motive CAP1 und CAP2 aufgefihrt.

Aktuell werden der CAP-Superfamilie 13.584 Mitglieder in 2.863 Spezies zugeordnet
(https://pfam.xfam.org/family/pf00188). 'LH JU|%WHQ 6XEIDP -Rdidih® GHU &
sind: die SCP domain-containing proteins L Q % D N W Hodthdg€hesE-kethted (PR)-

proteins L Q 310 Ddig]patogen-related in yeast (PRY)-proteins L Q 3L @dridQ

allergen (Ag)-proteins LQ ,QV HNW H @hod&i€&erEdieLcysteine-rich secretory
(CRISP)-proteins glioma pathogenesis-related (GLIPR)-proteins Golgi-associated
pathogenesis-related (GAPR)-proteins cysteine-rich LCCL domain-containing (CRISP

LD) proteins peptidase inhibitor (PI)-proteins C-type lectin (CLEC)-proteins und HrTT

proteins [92].
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3.2 Phylogenie

Wahrend evolutionar altere CAP-Subfamilien meist nur aus einer isolierten CAP-
'RPIQH EHVWHKHQ K D-Brat€ne/iin R uf& &3 Evolution zu Multidoman-

Proteinen mit C- und N-terminalen Erweiterungen entwickelt (Abb. 4).

Bakterien besitzen die evolutionar alteste und einfachste Form der CAP-Domaéne.
Obwohl sie Sequenzahnlichkeiten zur CAP-. RQVHQVXVVHTXHQ] JHLIJHQ [IHK
das CAP2-ORWLY XQG H Lldér Roddersevieid Cgsteinreste  GLH I«U (XNDU\RW

charakteristisch sind [92].

_: C. acetobutylum
A. flavithermus
S I——
M. avium
—Tomato
—— COCOa } Plants

Prokaryotes

A
CAPJ%CP e Pr Proteins = Mushroom
Domain A L: Fungus (yeast) Fungi
< O rRy Proteins Fungus (mold)
o GAPR 0 - Roundworm
Subfamily Ag |Proteins - Fruit fly
A House mosquito
A p— Parasitic wasp
9 Hinge Ag Venom Jewe[ wasp Insects
DomainF () Broteins Red fire ant
Added Dwarf honeyhee
<4 Leafcutter bee
CRISP and
GLIPR IIIIII
Domains
Added | | = cceceeesss
PIKF :
© subfamily L...... :

Abb. 4: Die wichtigsten Schritte in der Evolution der frihen CAP- Subfamilien. Die Dreiecke
PDUNLHUHQ GDV $XINRPPHQ QHXHU 6XEIDPLOLHQ LPJQYDVR 8 RFLAME KK QHA
potentiellen Chronologie nummeriert sind. Es sind nur frthe EVROXWLRQVVFKULWWH JH]H
verschiedenen Subfamilien der Chordata sind aufgrund der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Die CAP-

6 XSHUIDPLOLH LVW VHKU ZDKUVFKHLQOLFK DX¥&HSU RGIDH\Q WU VIFXW QG H
CAP/SCP-Domane aufgebaut waren (1). Diese Proteine diversifizierten sich dann zur eukaryotischen

GAPR-6 XEIDPLOLH ZHOFKH PDQ EHL 3I10DQ]JHQ $QIXXH® HICQHQ *HAHQG
(hinge)-' RPIQH XQG GHWIwW&GLIBR-'RPIQHQ leKUWH DQVFKOLH%HQG ]XU
der komplexeren Ag-3URWHLQH LQ , Q V-Bubwfantli® (9% adifi2et nach: [92].
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Im Gegensatz hierzu besitzen pflanzliche PR-3URWHLQH G linichzals Kicekté& K H
I1DFKIDKUHQ GHU EDNWHULHOOHQ 9HUWUHWHU DQ]XVHKHQ
Cysteinreste findet man in allen frihen eukaryotischen CAP-3URWHLQHQ JXGHI

besitzen Pflanzen auch alle vier CAP-Motive [92].

Die Aminosauresequenzen den fungalen PRY-Proteine zeigen hohe lokale
Homologien zu pflanzlichen PR-3URWHLQHQ VLQG WHLOahgerdsl DEHU
diese. PRY-Proteine besitzen neben den vier konservierten Cysteinresten nur sehr

selten zuséatzliche Cysteinreste [92].

Wahrend die Ag-Proteine aus Insekten noch durch eine einzelne CAP-Doméne
FKDUDNWHULVLHUW V L-Br@ein& bek IHv@rtebtateK z& E8ei-Domanen-

3 U R W HueQehéhd aus der CAP-Doméne und einer C-terminalen Gelenk-Doméne

(hinge domain HQW Z L F N H/arlahtenldiéimén dann als Vorlaufer fir die Drei-
Domanen-3URWHLQH ZLH- GHICRIIPSGXEIDPLOLHQ ZHOFKH PDQ K
Vertebraten findet [92]. Diese dritte P H L W&kmifale Erweiterung NDQQ ] % HLQH
lonenkanal-regulierende Doméane (CRISP-6XEIDPLOLH 7TUDQVPHPEUDQ
(GLIPR1-Subfamilie) oder eine C-Typ-Lektin-Domane (CLEC-Subfamilie) sein.

Obwohl man in Saugetieren stark diversifizierte CAP-3URWHLQH ILQGHW -LVW PLV
1/GLIPR2-Familie auch noch eine evolutionar relativ urspriingliche Subfamilie erhalten
geblieben. Diese Proteine bestehen nur aus der CAP-Doméane und zeigen hohe

Sequenzahnlichkeit zu pflanzlichen PR-Proteinen [90].

3.3 Struktur der CAP -Domane

Die Tertiarstruktur der CAP-Domane ist trotz der globalen Sequenzunterschiede

zwischen CAP-Proteinen (> 38% Sequenzidentitat) stark konserviert[93] XQG ZLUG DOV
--. )DOWXQJ EHJHLFKQHW 6LH E&NVMNWHKW DK \GPAMHTEQW UD O+
XPJHEHQ XP HLQHQ NRPSDNWHQ J]JZHLWHLOLJHQ .HUQ
Wasserstoffbriicken und den zwei konservierten Disulfidbriicken stabilisiert wird.

'LHVH VWUXNWXUHOOHQ (LIJHQVFKDIWHQ VLQG ZDKUVFKHLC
abhéangige und proteolytische Stabilitat von CAP-Proteinen verantwortlich [94].
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Einzelne CAP-Domanen unterscheiden sich hauptsachlich in der Lange der Helices
XQG )DOWEOIWWHU DX%HUGHP EHVWHKHQ FD GHU 6WUX
strukturelle Variabilitat erzeugt.

(LQ *UR%WHLO GHU NRQVHUYLHUWbQet BLZQR MnetehHd€ LQ GHQ
Domane hin orientiert. 9LHU $PLQRVIXUHUHVWH DXV RGHU LQ GLUH
diesen Motiven +LVWLGLQ DXV &%$3 *OXWDPDW DXV &%$3 +LVWLG
aus CAP4) bilden zusammen die charakteristische CAP-7HW U D G H in£n€D & H

zentralen oberflachenexponierten Furchen liegt. Die Aminosauren der Tetrade konnen
GLYDOHQWH .DWLRQHQ ZLH =LQN RGHU uddah@ethVhLidé? EL QG HC

Anordnung dem aktiven Zentrum von Proteasen [90].

CAP-Furche &

Abb. 5: Struktur der CAP -Domaéane von Prylp aus S. cerevisiae . Links: Bandermodell von Prylp mit

den vier CAP-Motiven (CAP1: griin; CAP2: violett; CAP3: rot; CAP4: orange) basierend auf PDB-

Eintrag 5ete. Die vier Aminosduren der CAP-7THWUDGH VLQG LQ 6WIEFKHQGDUVWHOOXC
*O X *O X + LRéchts: Oberflachendarstellung von Prylp mit der charakteristischen CAP-

Furche. Die Visualisierung der Kristallstrukturen erfolgte mit der Software Pymol.

Haufig lagern sich CAP-Proteine ] X +RPRGLPHUHQ LQ VHOWHQHUHQ )
Multimeren zusammen > -100]. Uber die geometrische Anordnung dieser Dimere

ist generell ZHQLJ EHNDQQW LQ HLQHP .ULVWDOOLPDALRQVH[S
Prylp aus S. cerevisiie ZXUGH DOOHUGLQJV JH]JHLJW @®GO®émMVLFK GL

Fall in antiparalleler Weise anordnen [93].
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34 Molekulare Funktion der CAP -Domane

Die evolutionare Diversitat der CAP-Proteinsuperfamilie korreliert mit der funktionellen

Vielfalt ihrer Mitglieder. CAP-Proteine werden mit verschiedensten biologischen
SURJHVVHQ ZLH GHU ,PPXQDEZHKU GHU 9LUXOHQ] YRQ 3D
*LIWHQ GHU 5HLIXQJ YRQ 6SHUPLHQ RGHU GHU (QWZLFI
Verbindung gebracht [94]. Die strukturelle Konservierung der CAP-Doméne spricht
MHGRFK GDIe«ih T@&8IDdieser funktionellen Diversitdt durch Subfamilien-

spezifische Domanen oder variablen Bereichen innerhalb der CAP-Domane zustande

kommt. Zum Beispiel basiert die Aktivitat von CRISP-Proteinen als lonenkanal-

modulatoren wahrscheinlich nicht auf der CAP-'RPIQH V HO E VMW aulvderQGs H
terminalen Cystein-reichen Doméne [101].

Far die CAP-'RPIQH ZXUGHQ YHUVFKLHGHQH PROHNXODUH )XQN)

Folgenden naher erlautert werden sollen.

3.4.1 Protease -Funktion

Das aufgereinigte CAP-Protein Tex31p aus den Giftdrisen der Meeresschnecke

Conus textile besitzt proteolytische Aktivitat in vitro. Diese Aktivitat lasst sich durch
Serinproteaseinhibitoren blockieren und durch die Zugabe von Ca?* stimulieren [102].

'LH $XWRUHQ GHU 6WXGLH Klie Erbt€as8dRtivititxnOdushbimentany Vv VvV

mit der CAP-Tetrade steht DQGHUH $XWRUHQ KDEHQ HUJIQ]W GDVV V
aktive Zentrum maoglicherweise erst nach Homodimerisierung zweier Monomere bildet

[97]. Nachfolgende Studien mit CAP-Proteinen aus Pilzen oder dem Gift von

Schlangen konnten allerdings keine proteolytische Aktivitat nachweisen > . @

Proteaseaktivitat scheint somit keine konservierte Funktion der CAP-Domane zu sein.

3.4.2 Protein -Protein Interaktionen

Moglicherweise dient die CAP-Doméne als stabiles Gerust fur die Interaktion mit
anderen Proteinen [94]. Fur verschiedene CAP-Proteine wurden bis dato
, QWHUDNWLRQVSDUWQHU LGHQWLIL]LHUW GLHVH JHK|
Proteinklassen an XQG HV HU JKel \WinheéitliEnes Bild bezlglich deren
funktionellen Eigenschaften. Beispiele hierfur sind: die Interaktion des pflanzlichen
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CAP-Proteins PR-1- PLW GHP IXQJDOHQ 3URWHIeh NIRSs déH %LQG

Hakenwurm Ancylostoma caninum an den humanen CR3-Rezeptor oder die
Assoziation des humanen CAP-Proteins GAPR-1 mit dem Autophagie-Regulator
Beclin-1 und dem Membranprotein Caveolin [103-106]. Neben heterologen
Interaktionen wurde fir GAPR-1 auch die Ausbildung von Oligomeren und
Amyloidfibrillen beobachtet [100]. Diese Selbstaggregation wird durch die Interaktion
von GAPR-1 mit negativ geladenen Phospholipiden induziert. Aufgrund dieser
Eigenschaften ist GAPR-1 DX % HU GH P Lage dé&zd die Aggregation von $ -

Peptiden zu inhibieren [100]. Mdglicherweise ist die Bildung von Amyloidstrukturen

eine konservierte Eigenschaft der CAP-'RPIQH GD DXFK D@GBWHRWHESB ZLH

&5,63 $P\ORLGILEULOOHQ [[OR]V Bie @lgsiapgidch® @ddi€utung
dieser Oligomerisierung ist allerdings noch unbekannt.

3.4.3 Lipidbindung und Export

Sterole

Die ersten Hinweise auf eine Funktion von CAP-Proteinen bei der Bindung und dem
Export von Sterolen kommen aus der Backerhefe S. cerevisiae [107]. Das Genom von

S. cerevisiae kodiert fur drei CAP-Proteine- 3U\ S 33U\ XQG 3U\ S 3U\ S XQG
VLQG VHNUHWLHUWH *O\NRSURWHLQH ZIKUHQ®r@&dh S HLQ

ist [107]. Alle drei Proteine binden Sterole wie Cholesterol und Cholesterylacetat unter
in vitro Bedingungen mit einer Dissoziationskonstante im mikromolaren Bereich [107].
$ X % HU &rd Fsie alle am Export von Cholesterylacetat aus der Zelle beteiligt
wodurch der Sterolexport in einer “pryl “pry2-Mutante nahezu komplett blockiert ist.
Cholesterylacetat entsteht in S. cerevisiae hauptsachlich im Rahmen eines
Acetylierungs-/Deacetylierungszyklus [108]. Hierbei dient die Acetylierung von
6WHUROHQ 6 WHUROY RU Ol XhitdghobeR G MalekildhO Hills Q kin
Sekretionssignal Z 1 KU H Q Gadgtidiette\WMolekile in der Zelle zurickgehalten
werden [108]. Dieser Zyklus stellt wahrscheinlich eine Art Qualitatskontrolle oder

Detoxifizierungsmechanismus der Zelle dar [108].

Da CAP-Proteine aus dem Mensche Q &5, 6 3inigen 3aDUDVLWHQ 6P9&%/

16663 310DQ]JHQ 3-1dyund8em Pilz Moniliophthora perniciosa (MpPR-

1) den fehlenden Cholesterylacetat-Export in der S. cerevisiae “pryl "pry2-Mutante

%POL
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revertieren NJQQHQ VFKHLQW 6WHUROELQGXQJ 6WHUROH[SRUW

dieser Proteinfamilie zu sein > -111].

Fur die Sterolbindung durch Prylp ist die CAP-Domaéane alleine DXVUHLFKHQG ZREHL
flexibler Loop innerhalb der Doméane fiur die Bindung essentiell zu sein scheint >

112]. Innerhalb dieses Loops befindet sich das sogenannte Caveolin-Bindemotiv

(caveolin binding motif &% 0 HLQ NXU]JHV 6HTXHQ]PRWLY GDV VLFK G
Aminosauren auszeichnet. Punktmutationen in diesem Bereich fihren in vitro und in

vivo zu einem Verlust der Sterolbindung [112]. Au%o HUGHP V F KBihtd@yWwol L H

Mg?* durch die Aminosauren der CAP-Tetrade fiir die Sterolbindung von Prylp wichtig

]IX VHLQ GD GLHVH GXUFK ('7$ LQKLELHUW ZLUG ZIKUHQG G
Effekt revertiert [93]. %LQGXQJVVWXGLHQ KDEHQ ]XVIW]JOLFK JH]JHLJV
Seitenkette voQ &KROHVWHURO IeU GLH %LQGXQJ GXUFK- 3U\ S Z|

Hydroxylgruppe eine vernachlassigbare Rolle spielt [113].

Momentan werden zwei mogliche physiologische Funktionen der Sterolbindung in der
Literatur diskutiert und durch experimentelle Daten gestitzt; (i) die Detoxifizierung von
hydrophoben Molekilen X Q@) die Sequestrierung von extrazellularen

Sterolmolekulen.

Prylp und Pry2p haben in S. cerevisiae eine detoxifizierende Wirkung in Anwesenheit
YRQ (XJHQRO G Dnevibtdangzitthiéridnden Phenylpropanoid binden kénnen
[107]. Konsequenterweise sind “pryl "pry2-Stamme hypersensitiv gegenuber
Eugenol [107].

Das pflanzliche CAP-Protein Pl4c ist ein Beispiel fur die Sequestrierung
extrazellularer Sterole. Das Protein inhibiert in vitro das Wachstum von Sterol-
DX[RWURSKHQ 2RP\FHW H-QrotditdpheHPx&En@ Berditiktex gegentber

3 F JHLJHQ ZHQQ LKUH 6W bBnppaiterR st QYOH.H Didser N
antimikrobielle Effekt deutet auf die Sequestrierung extrazellularer Sterolen durch

Pl4chin ZREHL QLFKW NODU LVW RE 6WHUROH LP OHGLXP RGlt
von der Bindung betroffen sind.



Einleitung 33

Fettsauren

Als das CAP-Protein Tablysin-15 aus dem Speichel der Pferdebremse Tabanus yao
NULVWDOOLVLHUW ZXUGH IDQG PDQ HLQH KRPUGBKRBEH .DQ
durch ein Fettsauremolekil besetzt war [114] $QVFKOLH%HQG ZXUGH JH]HLJ
Kanalstruktur die Fettsaurekette von proinflammatorischen Cysteinyl-Leukotrienen

bindet [114].

SNWXHOOH (UJHEQLVVH KDEHQ ES$ varevididelwch datu\iivdeB U\ S D X\
Lage ist Fettsauren (speziell Palmitinsaure) zu binden und zu exportieren [115].
Interessanterweise ist diese Bindung unabhéangig von den Sterolbindungs-
HLJHQVFKDIWHQ GHV 3URWHLQV LipobihdDngsstElienmiAweistE KL HG O L
Der Export von Fettsauren durch PRY-Proteine scheint in S. cerevisiae bei starker
LQWUD]JHOOXOIUHU $NNXPXODWLRQ IUHLHU )HWWVIXUHQ H\
Acyl-CoA Synthasen Faalp und Faa4p nach Deletion der drei Pry-Gene nicht

lebensfahig sind [115].

Auch fur zwei CAP-Proteine aus dem Phytopathogen Moniliophthora perniciosa wurde
kirzlich die Bindung von Fettsduren experimentell nachgewiesen [110]. Diese Proteine

zeigen allerdings keine zusatzliche Bindung von Sterolen.

3.4.4 Die CAP-Proteine Rbelp und Rbt4pin C. albicans

Im Reich der Pilze findet man CAP-Proteine sowohl in pathogenen als auch in
QLFKWSDWKRJHQH (eing S3d¢jankbNalys¢ @& $VFRP\FHWHQ KDW HUJH
dass die meisten Vertreter zwei CAP-Gene enthalten [99]. Interessanterweise findet

PDQ LQ SDWKRJHQ Hé&3on8e3H haddiy unter Phytopathogenen HLQH
Expansion dieser Proteinfamilie [99].

Das Genom von C. albicans kodiert fur 5 Proteine mit einer CAP-Doméane: RBE1

RBT4 0rf19.6200 0orf19.2787 und orf19.2336 [88]. Nebender CAP-'RPIQH LQNOXVLYH
der vier charakteristischen CAP-ORWLYH EHVLW]HQ DO OH-térmial8 URWHLC
Signalsequenz flur den Eintritt in den sekretorischen Weg. Die Proteine variieren in

LKUHU *U|%H DPWHUWXPDOOHU ,QVHUWLRQHQ GLH XQWHU DQC
reiche Region beinhalten DQVRQV W eirfg dBHE higdrige Sequenzéahnlichkeit

aufweisen.
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Rbelp I.% 271 AS

Rbtdp Z 358 AS

i
o

317 AS

orf19.6200 v

N

7

omoor7 | | 410AS
0rf19.2336 B | 2024s

Abb. 6: Konservierte Bereiche der PRY-Proteine in C. albicans . Dunkelgrau: hydrophobe

Signalsequenz; Schraffiert: Serin/Threonin-reiche Region; Schwarz: CAP-Domane. Modifiziert nach:
[88].

Wahrend dber orf19.6200 orf19.2787 und orf19.2336 QXU VHKU ZHQLJ EHNDOQ(
KDEHQ YHUVFKLHGHQH 6 WRBELUORBR]iKC. AlbicaisnW Virulenz
assoziiert sind. Die Deletion von RBE1 und RBT4 in einem klinischen C. albicans Isolat
fuhrt zu einem synergistischen Virulenzdefektim VAIVWHPLVFKHQ ODXVLQIHNWLR
und zur Hypersensitivitdt des Pilzes gegeniuber polymorphonuklearen Leukozyten
[88]. Die Einzeldeletion von RBE1 oder RBT4 hat hingegen nur moderate
Auswirkungen auf die Virulenz. Daruber hinaus zeigte ein 0 U E Bfamm in einem
anderen Stammhintergrund verminderte Invasion in das Korneagewebe von Hasen

und Mausen in vivo > .@

Sowohl RBT4 DOV DRBEK wurde erstmals im Zusammenhang mit der
transkriptionellen Regulation der Morphogenese von C. albicans beschrieben. RBT
(repressed by TUP1) 4 wird von 7 XS ®inem negativen Regulator des Hyphen-
wachstums UHJXOLHUW RBEI Krepre€@€d by EFG1) 1 das am starksten
induzierte Gen in Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Efglp ist > . @iglp
und Tuplp regulieren die Transkription von RBE1 und RBT4 auf entgegengesetzte
Weise. Wahrend RBE1 unter den meisten Wachstumsbedingungen von Efglp
UH S UL P L khdualerZ Efgl@ die RBT4- ([ SUHVVLRQ EHL +\SKtdcsQdEBFKVWXP
Tuplp dessen Expression unter Hefewachstumsbedingungen reprimiert [88]. In
Ubereinstimmung mit diesem Transkriptionsmuster wurden Rbelp-Peptide bei
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PDVVHQVSHNWURPHWULVFKHQ $Q DUbargten@ venXNeteEeflenl H %. O L F
GHWHNWLHUW  ZPgptide Quamas BEiviterS Hyphenwachstumsbedingungen
gefunden wurden > . @

Neben den beschriebenen Virulenzdefekten hat die Deletion von RBE1 und RBT4 in

C. albicans *EHUUDVFKHQGHUZHLVH NHLQH $XVZLUNXQJHQ D>
ORUSKRJHQHVH GLH 3CobhddsfelisteRzGdsrdotisdhét Stress R[LGDWLY

6 W U I8N-Wert Anderungen + LW]HVWHEBO®YDQGVWUHVV 1IKUVWRIIPDC
von Antimykotika) des Pilzes unter in vitro Bedingungen [88]. $ X %o H U GtHdRe

Adhasions- und Invasionsfahigkeit der 0 U EH 0WHtsvite auf Epithelzellschichten

bzw. in rekonstituierte Darmepithelien mit der des Wildtyps vergleichbar [88].

Rbelp und Rbt4p scheinen somit besonders in der direkten Interaktion von C. albicans

mit dem Wirt eine Rolle zu spielen. Trotz dieser interessanten Virulenzeigenschaften

VLQG EHLGH 3URWHLQH DXI PROHNXODUHU (EHQH QXU VHKL
HV LVW Q weleghe/mblékiddoen Prozesse den Virulenzphanotyp hervorrufen.

4 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es Rbelp und Rbt4p auf molekularer und funktioneller Ebene

QIKHU |]X FKDUDNWHULVLHUHQ XP LKGOHDicansihedseruw |XU 9L
verstehen.

Auf molekularer Ebene sollten grundlegende & KDUDNWHULVWLND GHU 3UI
/IRNDOLVDWLRQ ([SUHVVLRQVG\QDP LModikké&tien ScsRaMigvtWw UDQV O
betrachtet werden. Daneben stand die Analyse von Protein-InteraktionHQ EHVRQGHUYV
Protein-Sterol Interaktion H Q \Lordergrund.

Die funktionelle Analyse sollte auf Pathogen- und Wirtsebene durchgefihrt werden.

Hierbei sollte einerseits die Beteiligung von Rbelp und Rbt4p am Transport und der
Homoostase von Sterolen DQGHUHUVHLWY GHU (LQWiris-YathagehU 3URW F
,QWHUDNW L R QadyQorpti@bkjedre@ranulozyten X Q W H WétdeR.K W
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Material und Methoden

1 Material

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

&KHPLNDOLHQ XQG 9HUEUDXFKVPDWHULDOLHQ ZXUGHQ VR

folgenden Firmen bezogen: Bio-5DG /DERUDWRULHY *PE+ 0 QFKHQ %LR

*PE+ +HVVLVFK 20GHQGRUI %,2=2/ 'LDJQRV W IDARDO 95RMWWU L F
.DUOVUXKH *( +HDOWKFDUH )UHLEXUJ OHUFNGH@UPVWD

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) Sigma-$OGULFK &KHPLH ThenrbNLUFKHC

JLVKHU 6FLHQWLILF SLQQHEHUJ 7K  *H\HU *PE+ &R

International GmbH (Darmstadt). Die Bezugsquelle spezieller Chemikalien oder

Verbrauchsmaterialien ist im entsprechenden Protokoll angegeben. Fir die

Herstellung von Pufferldsungen und Kulturmedien wurde doppelt deionisiertes Wasser

aus einer Reinstwasser-$QODJH 385(/$% |10 HerweadeR OL D

1.2 Antibiotika / Antimykotika

Tabelle 1: Verwendete Antibiotika und Antimykotika

Substanz Arbeitskonzentration Bezugsquelle

Chloramphenicol 50 pg/mi Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen)
Ampicillin 100 pg/ml Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen)
Zeocin 25 pg/mi Invivogen (Toulouse)

Nourseothricin 200 pg/mi Werner Bioagents (Jena)

1.3 Reaktions -Kitsysteme

Tabelle 2: Verwendete Reaktions-Kitsysteme

Reaktions- Kit Bezugsquelle
Dc Protein Assay Bio-Rad Laboratories (Munchen)
QIlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)
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QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen (Hilden)
V5 tagged Protein Purification Kit MBL International (Woburn)
*O\F R 3 U R8limnation Kit Merck (Darmstadt)
TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit lllumina (San Diego)
1.4 Puffer

Tabelle 3: Puffer

Puffer Bestandteile Konzentration

PBS-3XIIHU S+ NacCl 140 mM
KCI 3mM
Na2HPO4 10 mM
KH2PO4 PO

PBS-T-Puffer PBS-3XIIHU S+
Tween 20

TAE-Puffer (50-fach) Tris 2M
Eisessig 1M
EDTA 50 mM

1.5 Kulturmedien

Tabelle 4 . XOWXUPHGLHQ I+U %DNWHULHQ +HIHQ XQG =HOOOLQLHQ

Medium Bestandteile Konzentration

LB-OHGLXP S+ Hefeextrakt 59/
Trypton 10 g/l
NaCl 54l
Hefeextrakt 54/l

LBawvp
Trypton 10 g/l
NaCl 5q/l
Ampicillin 100 mg/l

LBcap Hefeextrakt 5q/l
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Trypton 10 g/l
NaCl 54/l
Chloramphenicol 50 mg/I
YPD-OHGLXP S+ Hefeextrakt 10 g/l
Pepton 20 g/l
Glukose 20 g/l
YPD Nou?® Hefeextrakt 10 g/l
Pepton 20 g/l
Glukose 20 g/l
Nourseothricin 200 mgl/l
YPM-Medium Hefeextrakt 10 g/l
Pepton 20 g/l
Maltose 20 g/l
YPD + 10 % FCS Hefeextrakt 10 g/l
Pepton 20 g/l
Glukose 20 g/l
Fotales Kalberserum (FCS) 100 mi/I
SC-Medium (S+ ) Hefe-Stickstoff-% DVLV <1% 'LIFR J O
(NH4)2S04 59/
Aminoséaure-Mix* 24/
Adenin PO
Histidin PO
Leucin PO
Tryptophan PO
Uridin PO
BMGY Hefeextrakt 10 g/l
Pepton 20 g/l
Kaliumphosphatpuffer S + 100 mM
Hefe-Stickstoff-% DVLV <1% 'LIFR J O
Biotin PJ O
Glycerol 10 g/l
BMM .DOLXPSKRVSKDWSXIIHU S+ 100 mM
Hefe-Stickstoff-% DVLV <1% 'LIFR J
Biotin PJ O
Methanol 5mlll
DMEM supp ‘0(0 J O *OXFRVH
Fotales Kalberserum () & 6 Lonza) 100 mi/l
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Natriumpyruvat 1mM
Gentamicin mg/|
1.6 Enzyme
Tabelle 5: Verwendete Enzyme
Enzym Bezugsquelle / Referenz
Antarktische Phosphatase New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Benzonase® Nuclease Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Phusion High Fidelity Polymerase New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
PNGase F New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
RNase A Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
T4-DNA-Ligase New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) New England Biolabs (Frankfurt a.M.)
Taq DNA Polymerase* /| 6FKDOZ\N ,&5) /RQGRQ

* Die Taq DNA Polymerase wurde isoliert nach [120]

1.7 Antikorper

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper

Antikérper Verdinnung Bezugsquelle

Monoklonaler Maus anti-9 $QWLN|USHU -PKO W 6 gL:5.000 (WB) )
Acris (Herford)

:E 1691) 1:100 (IF)
s
Monoklonaler Maus anti-His5 Antikdrper 1:2.000 Qiagen (Hilden)
) ) GE Healthcare
. Polyklonaler Schaf anti-Maus IgG Antikorper HRP (NXA931) 1:5.000 ]
= (Freiburg)
% . ) . Thermo Fisher
» Polyklonaler Ziege anti-Maus Alexa Fluor® 555 Antikorper 1:400

(Waltham)




Material und Methoden 40

1.8 Plasmide

Tabelle 7: In dieser Arbeit hergestellte und verwendete Plasmide

Plasmid hergestellt aus Plasmid Referenz
PSFS2A-CT-V5/His6 [121]
pSFS2A-CT-V5/His6-RBE1-FR1 pSFS2A CT-V5/His6 diese Arbeit
pSFS2A-CT-V5/His6-RBE1-FR1-ORF-FR2 pSFS2A CT-V5/His6-RBE1-FR1 diese Arbeit
pSFS2A-CT-V5/His6-RBT4-FR1 pSFS2A CT-V5/His6 diese Arbeit
pSFS2A-CT-V5/His6-RBT4-FR1-ORF-FR2 pSFS2A CT-V5/His6-RBT4-FR1 diese Arbeit
pPET19b-NT-His10 Merck
pET19b-NT-His10-RBE1 pPET19b NT-His10 diese Arbeit
pPET19b-NT-His10-RBT4 pET19b NT-His10 diese Arbeit
PET19b-NT-His10-RBE1 opt. PET19b NT-His10 (Gensynthese) GenScript
pPET19b-NT-His10-RBT4 opt. pPET19b NT-His10 (Gensynthese) GenScript
pRS416 NEB
pRS416-RBE1 pRS416 diese Arbeit
pRS416-RBT4 pRS416 diese Arbeit

1.9 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden Uber die Firmen Thermo Fisher Scientific (Ulm) und Sigma-
Aldrich (Taufkirchen) bezogen. Kirzere Oligonukleotide bis etwa 40 Nukleotide Lange
wurden per RP-+3/& DXIJHUHLQLJW OIQJHUH 20LJRQXNOHRWLGH

per PAGE. Erkennungssequenzen fur Restriktionsenzyme sind unterstrichen.

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide fir die Klonierung von Plasmid pSFS2A CT-V5/His6 Rbel FR1
ORF FR2

Oligonukleotid Nukleotidsequenz 5 — 3

RBE1 FR1 for Apal GCTCGGGCCCATGCCACAAGTCTCCCATTC

RBE1 ORF wo TAA rev Xhol CCGCTCGAGCTTTAAAGGTGGCAAGACGTT

RBE1 FR2 for Notl ATAAGAATGCGGCCGCAAAAAAAAAGAAAGATTAATTTGATGATG

RBE1 FR2 rev Sacll TCCCCGCGGGTGAGTACCACCACCACCAA
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Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide fir die Klonierung von Plasmid pSFS2A CT-V5/His6 Rbt4 FR1
ORF FR2

Oligonukleotid Nukleotidsequenz 5° - 3

RBT4 FR1 for Apal GCTCGGGCCCCAATTCACGCATTCCAACTG

RBT4 ORF wo TAA rev Xhol CCGCTCGAGTTGTGGTCTCAAGACATTTTCAG

RBT4 FR2 for Notl ATAAGAATGCGGCCGCATGATTTATTAGACCTAGTCCTTGTCCA
RBT4 FR2 rev Sacl CGAGCTCAGATCAGGAAGCTCGGGAAT

Tabelle 10: Verwendete Oligonukleotide fiir die Sequenzierung der hergestellten Plamiden bzw. zur

Verifizierung der korrekten Integration in das C. albicans Genom

Oligonukleotid Nukleotidsequenz 5 — 3’

RBEL1 ORF Int for TCACAGAAGCTGCCACTATCA

RBE1 FR2 down rev TGGACCTCTTCTTTGGGTGA

RBE1 FR2 Int for TGAACAAAGATCTGCATTATTCG
RBT4 ORF Int for ATCGCCTATGTCACCCAGAC

RBT4 FR2 Int for TTTAACGCATAGGCCCCTTA

RBT4 FR2 down rev ATGGTGAGGATGGTGGTTGT

RBT4 FR2 Int rev ATAGTGTTCCAGAACCTTCGG
PSFS2A MCSI up for GTAAAACGACGGCCAGTGAG

FRT rev GTGGATCTGAAGTTCCTATTCTCTAGA

Tabelle 11: Verwendete Oligonukleotide fiir die Klonierung E]Z 6HT X H Q yarHAXngdIpPICZA-
Rbel und pPICZA-Rbt4

Oligonukleotid Nukleotidsequenz 5° — 3

RBE1 ORF EcoRl for GGAATTCATGAAGATAACAAATACTTTACTTAATGCTG
RBE1 ORF Apal rev GCTCGGGCCCCTTTAAAGGTGGCAAGACGTTG

RBT4 ORF EcoRI for GGAATTCATGAAGTTTTCTCAAGTTGCCACTAC

RBT4 ORF Apal rev GCTCGGGCCCTTGTGGTCTCAAGACATTTTCAGC
pPICZA 5A0X1 for GGAAGCTGCCCTGTCTTAAA

Alpha factor for GCTGTCATCGGTTACTCAGATTT

AOX1 TT rev CCTGCATCTCTCAGGCAAAT
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Tabelle 12: Verwendete Oligonukleotide fur die Klonierung von Plasmid pRS416-Rbel und pRS416-

Rbt4

Oligonukleotid

Nukleotidsequenz 5° - 3

Alpha factor Rbel for

Alpha factor Rbel rev

Alpha factor Rbt4 for

Alpha factor Rbt4 rev

Alpha Factor int for

Homology Region rev

AGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGAGAGGCTGAAGCCACTATCACCAAATTCTTTACT

CAAAGGAAAAGGGGCCTGTCTCGAGGTCGACGGTATCGATTTACTTTAAAGGTGGCA
AGACG

AGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGAGAGGCTGAAGAAATCGCCTATGTCACCCA

CAAAGGAAAAGGGGCCTGTCTCGAGGTCGACGGTATCGATTTATTGTGGTCTCAAGA
CATTTTC

AGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGA

CAAAGGAAAAGGGGCCTG

Tabelle 13: Verwendete Oligonukleotide fiir die Klonierung von Plasmid pET19b-NT-His10-Rbel und
pPET19b-NT-His10-Rbt4

Oligonukleotid

Nukleotidsequenz 5 - 3

RBE1 ORF Xhol woATG Xhol for CCGCTCGAGAAGATAACAAATACTTTACTTAATGCTGC

RBE1 ORF BamHI rev

CGGGATCCTTACTTTAAAGGTGGCAAGACG

RBT4 ORF Xhol woATG Xhol for CCGCTCGAGAAGTTTTCTCAAGTTGCCACTACT

Rbt4 ORF Xhol rev

CCGCTCGAGTTATTGTGGTCTCAAGACATTTTC

1.10 Escherichia ¢ oli Stamme

Tabelle 14 : In dieser Arbeit verwendete Escherichia coli Stamme

Stamm Genotyp Ausgangsstamm Referenz
SHuffle® T7 thi- UHF$ J\U$ UHO¥D R 8D U,J) NEB
Express 3 GODF=00

F-, endAl, hsdR17 (rk-, mk-), supE44, thi-1, recAl, )
"y - Invitrogen

J\U$ UHOS$ -OmRU8)- 3 GODF=00
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1.11 Pichia pastoris Stamme
Tabelle 15: In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Pichia pastoris Stamme
Stamm Genotyp Ausgangsstamm Referenz
X-33 Pichia pastoris Wildtyp - Invitrogen
AOX1 (:: PrAOX1 RBE1l c-Myc His6 AOX1TT ] )
X-33 Rbel X-33 diese Arbeit
PrTEF1 PrEM7 BLE CYCATT
AOX1 (:: PrAOX1 RBE1l c-Myc His6 AOX1TT ] )
X-33 Rbt4 X-33 diese Arbeit
PrTEF1 PrEM7 BLE CYCATT
1.12 Saccharomyces cerevisiae Stamme
Tabelle 16: In dieser Arbeit verwendete Saccharomyces cerevisiae Stamme
Stamm Genotyp Ausgangsstamm Referenz
0$7. KLV (O OHX 0 XUD @ \V @
VD\ OKHP YRS1533 [108]
sayl::KanMX4 heml:LEU2
SU\ 0SU\ is2 (] 0 0 0
MAT.  his301 leu200 wura300 Ilys2{0 VD\ GKHP @ [107]
VD\ 0KHP O pryl:KanMX4 pry2::URA3 sayl::HIS3
hem1::LEU2
1.13 Candida albicans Stamme
Tabelle 17 In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Candida albicans Stamme
Stamm Genotyp Ausgangsstamm Referenz
SC5314 Candida albicans Wildtyp (klinisches Isolat) - [122]
Rbel-CT-V5/His6  RBE1/rbel :FRT RBEL V5 His6 SC5314 diese Arbeit
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Rbt4-CT-V5/His6 RBT4/rbt4 (:FRT RBT4 V5 His6

UEH @ UEH 0 )57 UEH @ )57
Rev rbel 5%( )57 UEH G )57
UEW @ UEW G )57 UEW G )57
Rev rbt4 5%7 )57 UEW @ )57

UEH O UEW 0 rbt4::FRT/rbt4::FRT rbel::FRT/rbel::FRT

SC5314 diese Arbeit

SC5314 [88]

UEH 0 )57 UEH a[88]57

SC5314 [88]

UEW @ )57 UEW 88])57

SC5314 [88]

rbt4::FRT/rbt4::FRT

Rev rbelrbt4 RBT4::FRT/rbt4::FRT RBE1::FRT/rbel::FRT [88]
rbel::FRT/rbel::FRT
1.14  Zelllinien
Tabelle 18: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Quelle
J774A.1 Murine Makrophagen (ATCC-Nummer: TIB-67) ATCC
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2 Methoden

2.1 Kultivierungsmethoden

211 E. coli

Bakterien mit den entsprechenden Antibiotikaresistenz-Markern wurden fir 16 - 24 h
bei 37 °C unter Schutteln (160 rpm) in LB-Medium S+  durch Zusatz von Ampicillin

J PO RGHU &KORUDPSKHQLFRO Ur die KuFverung @a@dwWLYLHU
Festmedien wurden die Selektionsmedien mit 2% Agar versetzt. Die dauerhafte

Lagerung der Stamme erfolgte in 50% Glycerin bei -80 °C.

2.1.2 C. albicans

C.albicans StIPPH ZXUGHQ URXWLQ®&UBIILLAHIEL XP3 S+ EHL f&
und 160 rpm kultiviert. Festmedien enthielten eine Endkonzentration von 2% Agar.
Dauerkulturen wurden in 30% Glycerin bei -80 °C gelagert. Fur Versuchsreihen wurde

aus der Dauerkultur eine Ubernachtkultur (YDP/SC-OHGLXP f& KHUJHVWHOC
GLHVH DQVF KkOdntdptethén@enLWachstumsmedium auf eine experiment-

spezifische optische Dichte (ODsoo) eingestellt.

2.1.3 P. pastoris

P. pastoris Stamme wurden in YPD-Medium bei 30°C und 160 rpm Kkultiviert.
Festmedien enthielten eine Endkonzentration von 2% Agar. Dauerkulturen wurden in
30% Glycerin bei -80 °C gelagert. Fir die heterologe Expression von Rbelp und Rbt4p
in P. pastoris wurden spezielle Wachstumsbedingungen verwendet (s. Abschnitt
2.7.5).

2.1.4 S. cerevisiae

S. cerevisiae Deletionsmutanten wurden in YDP- oder SC-Medium bei 30°C kultiviert.
Mutanten mit defekter Ham-Biosynthese (0 K H B wurden in Medium mit Tween 80
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PJ PO &KROHVWHURGSPLQROPOXXIQW/IXUH und PO NX

die Ham-Defizienz zu kompensieren.

2.1.5 J774A.1 Makrophagen

Die Makrophagen-Zellline J774A.1 stammt aus einem murinen Retikulumsarkom

[123] 'LH =HOOHQ ZXUGHQ VWDQGDU GEiultuiflasce Mit QH U
DMEMswpp EHL f& 2 &l 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei einer

Konfluenz von ungefahr 80% wurden die Zellen durch mechanisches Ablésen mit

einem Zellkratzer passagiert. Fur alle Versuche wurden DXVVFKOLH % OLdeK =HOOH
Passage 20 verwendet. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe des CASY Cell

Counters (Roche).

2.2 Isolation humane r polymorphonukle&rer Granulozyten

X +LVWRSDTXH -Aldrie) JP D

X PBS-('7$%$ [ 3%6 S+ PO ('7$

X 30% humanes Serumalbumin (Sigma-Aldrich)

X RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific)

X 7TU\SDQEODX 6LJPD $OGULFK

Aufgrund der Kurzlebigkeit humaner polymorphonukleérer Granulozyten (PMNSs)

wurden die Zellen direkt vor den Experimenten aus dem EDTA-Vollblut humaner

Spender isoliert. Die verwendete Isolationsmethode basiert auf einem
Dichtegradienten aus Histopaque 1119 (1.119 g/ml) und Histopaque 1077 (1

g/ml). Hierzu wurden 3 ml Histopaque 1119 in einem 15 ml PP-Rdhrchen vorgelegt

XQG PLW PO +LVWRSDTXH *EHUVFKLFKWHW $QVFKOLH
den Histopaque-Gradienten pipettiert und fir 30 min bei 700x g und Raumtemperatur

mit ausgeschalteter Zentrifugenbremse zentrifugiert. Bei schlechter Trennung der

einzelnen Schichten wurde optional noch einmal fir 15 min bei 900x g zentrifugiert.

Die PMN-haltige Interphase zwischen Histopaque 1077 und Histopaque 1119 wurde

in einem 50 ml PP-Rohrchen gesammelt und zweimal mit 10 ml PBS gewaschen. Bei

einer starken Verunreinigung der PMN-Fraktion mit Erythorzyten wurden diese durch
hypotone Lyse entfernt. Hierzu ZXUGHQ GLH =HOOHQ 11U VHF LQ PO
inkubiert und durch anschiILH%HQGH =XJDEH YRQ PO 1D&O Z Y
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isotone Bedingungen gebracht. Dieser Zyklus wurde maximal zweimal wiederholt. Die
isolierten PMNs wurden in RPMI-Medium mit 20 mM HEPES und 1% (v/v) humanem
Serumalbumin oder 10% (v/v) humanem Serum aufgenommen. Die erhaltene Zellzahl

wurde in einer Neubauer-Zahlkammer nach Farbung mit Trypanblau bestimmt.

2.3 Plattenwachstumstest

X Eugenol ReagentPlus® 6 L JA@rich)

Fir die Analyse der Sensitivitdt verschiedener C. albicans Stamme gegeniber

EugenRO ZXUGHQ VWDWLRQIUH hEHedubRg\eine XXl WwHQ LQ <3
2 x 108 Zellen/ml eingestellt und seriell um den Faktor 10 verdinnt. Jeweils 5 pl dieser
Verdinnungen (104 3 2 Zellen) wurden auf YDP-SODWWHQ PLW XQG RKQH
Eugenol aufgetropft und fur 1-2 Tage bei 30°C inkubiert.

2.4 Methoden zur Analyse von DNA

2.4.1 Plasmidisolation aus E. coli

X QIlAprep Spin Mini Kit (Qiagen)

Zur Isolation von Plasmiden aus E. coli wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

verwendet. Dieses basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse [124] und der

selektiven Adsorption von Plasmid-DNA an eine Kieselgel-Membran. Zur
Plasmidisolation wurden 5 ml eine Ubernachtkultur bei 3.244x g fiir 5 min zentrifugiert

und das erhaltene Zellpellet entsprechend den Angaben des Herstellers fiir das Kit

eingesetzt. Die gewonnene Plasmid-'1$ ZXUGH LQ O (OXWLRQVSXIIHU D
und bei —20°C aufbewahrt.

2.4.2 Isolation genomischer DNA aus C. albicans

x Hefe-Lysispuffer (100 mM NaCl; 10 mM Tris-+& O S+ PO ('7% Y YOO, 7ULWRQ ;
1 % (w/v) SDS)
x 3KHQRO &KORURIRUP ,VRDP\ODONRKRO &DUO 5RWK

X TE-Puffer (10 mM Tris-+& O S +1 mM EDTA)
X *ODVSHUOHQ 'XUFKPHVFRPU&DUO 5RWK
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Die Isolierung genomischer DNA aus C. albicans erfolgte nach dem Protokoll von
Hoffman und Winston [125].

Hierzu wurden 10 ml einer Ubernachtkultur fir 5 min bei 800[ J SHOOHWLHUW GDV
mit H2Ome JHZDVFKHQ XQG DQVFKOLH%%WQ® SMHIHU 6®&O0ObHISIHUOH
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben. Der Aufschluss erfolgte

durch Vortexen fir 3 x 5 min  Z R E K IPr@bén dazwischen je 5 min auf Eis gekuhlt

wurden. Nach 10-minutiger Zentrifugation bei 16.060x g trennt sich die organische von

GHU ZIVVULJHQ 3KiDhWeadwassgdgen Ghade angereicherten Nukleinsauren

ZXUGHQ GXUFK =XdJdlkeH Valiiéns an 100% Ethanol fir 1 h bei -20 °C
JHITOOW $QVFKOLH%HQG ZXUGHQ GLH 1XNOHLQVIXWWHQ EHL
TE-Puffer resuspendiert und einem 10-minutigen Verdau mit RNase $ PJ PO EHL
Raumtemperatur unterzogen. Durch erneute Fallung der DNA und Waschen des

Pellets mit 70% Ethanol wurde eine reine DNA-Préaparation erhalten. Das DNA-Pellet

ZXUGH MH QDFK *U|% H LQvs aulgendommen-di@l zur Inaktivierung von

DNasen fiur 10 min bei 65°C inkubiert.

2.4.3 Bestimmung der DNA -Konzentration

Die Konzentration der isolierten DNA wurde photometrisch durch Exinktionsmessung
bei 260 nm bestimmt. Die Messung erfolgte entweder mit dem Spektralphotometer
V630 (Jasco) oder dem Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

2.4.4 Polymerase -Kettenreaktion (PCR)

In dieser Arbeit wurden in Abhangigkeit der Anwendung zwei unterschiedliche DNA-
SRO\PHUDVHQ EFR@RoWmEvaseuindHdie Phusion High Fidelity Polymerase.

Erstere wurde zum Nachweis von spezifischen DNA-) UDJPHQWHQ HLQJHVHW]W
zweitere fur Amplifikationen verwendet wurd H GLH HLQHQ KRKHQ *UD

Sequenzgenauigkeit erfordern.

PCR mit der Tag-Polymerase:

x 10-fach ThermoPol Reaction Buffer (NEB)
x G173V )HUPHQWDV MHZHLOV PO
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Die Tag-Polymerase aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus wurde
erstmals 1988 von Saiki et al. zur Amplifikation von DNA-Fragmenten verwendet [126].
Sie eignet sich aufgrund ihrer fehlenden proof reading-Funktion und der geringen
Prozessivitat hauptsachlich fur die Amplifikation von kurzen DNA-Fragmenten zu

Kontroll- oder Nachweiszwecken.

Allgemeines Pipettierschema pro Ansatz:

X O '1%$ FD QJ -BNA/NP-L@ ng genomische DNA)
| NTPs (je 25 mM)

5 | ThermoPol-Puffer (10x)
1 | Primer for (20 M)

1 | Primerrev (20 M)

1 | Tag-Polymerase

ad 50 | H2Owme

PCR-Programm:

1. Denaturierung: 95 °C 05:00 min

2. Denaturierung: 95 °C 01:00 min

3. Hybridisierung: x °C 01:00 min ( 30 Zvklen
4. Elongation: 72 °C y min

5. Elongation: 72 °C 05:00 min

6. 4 °C 15:00 min

7. 20°C

Die Schmelztemperatur der Primer wurde mit dem Onlinetool Primer3
(http://primer3.ut.ee) berechnet und fur die Hybridisierungstemperatur ( X) wurde die
niedrigste Schmelztemperatur zuzuglich 1°C verwendet. Die Elongationszeit ( y) ist
von der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes abhangig und wurde
basierend auf der Synthesegeschwindigkeit (ca. 1 kb/min) der Tag-Polymerase

berechnet.
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PCR mit der Phusion High Fidelity Polymerase:

x G173V )HUPHQWDV MHZHLOV PO

U .ORQLHUXQJHQ ZXUGH LQ GLHYVHUhgsivE*HiQWFid2Kyv VFK O LH
B3RO\PHUDVH YHUZHQ GH W-fad Lnitdrigdr&) Fehledate als die Tag-
3RO\PHUDVH KDW $ X % H&ieG Heihe MBohE L \Rrpzessivitat  und
Synthesegeschwindigkeit.

Allgemeines Pipettierschema pro Ansatz:

X O '1$ F-O ng Plasmid-DNA /50 -250 ng genomische DNA)
| ANTPs (je 25 mM)
10 | Phusion™ HF-Puffer (5x)
| Primer for (20 M)
| Primer rev (20 M)
| Phusion™-Polymerase (2U/ 1)

ad 50 | H>OmB

PCR-Programm:

1. Denaturierung: 98 °C 00:30 min

2. Denaturierung: 98 °C 00:07 min

3. Hybridisierung: x °C 00:20 min ( 30 Zvklen
4. Elongation: 72 °C y min

5. Elongation: 72 °C 07:00 min

6. 4 °C 15:00 min

7. 20 °C

Die Schmelztemperatur der Primer wurde mit dem Onlinetool Primer3

KWWS SULPHU XW HH EHUHFKQHW XQG(I«xYw@deHlier\EULGL\
niedrigste Schmelztemperatur zuziglich 3°C verwendet. Die Phusion®High Fidelity
DNA Polymerase besitzt eine Synthesegeschwindigkeitvonca.2 NE PLQ ZRUDXV VLF
die Elongationszeit( y) l*U GLH HQWVSUHFKHQGHQ )UDJPHQWJU | %0H
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Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR dient eine positiv selektierte mikrobielle Kolonie (E. coli C.

albicans P. pastoris) als DNA-Quelle fur die PCR. Dies erméglicht ein zeiteffizientes

Screening von vielen Transformanten ohne zusatzliche DNA-Isolation. Der einzige

Unterschied zu den oben beschriebenen PCR-Varianten ist der auf 7 min verlangerte
LQLWLDOH "HQDWXULHUXQJVVFKULWW GXUFK GHQ GLH =H
DNA fur die Tag-Polymerase zugéanglich wird.

2.4.5 Aufreinigung von DNA -Fragmenten

OlAquick PCR Purification Kit

Zur Aufreinigung und Entsalzung von linearen DNA-Fragmenten zwischen 10 kb - 100

bp wurden in dieser Arbeit das QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) verwendet. Das

Kit basiert auf einer Saulentechnologie mit DNA-bindender Kieselgel-Membran. Die

Aufreinigungwurde QDFK GHQ $QJDEHQ GHV +HUVWHOOHUV GXUFKJ
O (Puffer zur Elution verwendet wurden. Die so erhaltene DNA wurde bei -20°C

aufbewabhrt.

OlAquick Gel Extraction Kit

Das QIAquick Gel Extraction Kit dient der Extraktion von DNA-Fragmenten aus einer
*HOPDWUL[] ,Q GLHVHU S$SUEHLW HUIROJW HFragmehteriU|% HQV
VWDQGDUGPI%LJ GkédadNWIRGKRMWHVH +LHULgY WWUGHQ
$IJDURVHJHOH YHUZHQGHW GLH PLW (WKLGLXPEURPLG JHIIL

Zur Gelextraktion wurde das gewunschte DNA-Fragment unter UV-Licht aus dem Gel
ausgeschnitten und im Anschluss mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach den
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die so erhaltene DNA wurde bei -20°C

aufbewabhrt.

2.4.6 Klonierung

Restriktion

Die Restriktionshydrolyse von Vektoren und PCR-3SURGXNWHQ HUIROJWH VWDC
LQ HLQHP (QGYROXPHQ YRQ —0O0 ZREHL GLH HQWVSUHFK!
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5HVWULNWLRQVHQ]\P JHPI% GHP 3URWRNROO GHV +HUVWH
Hydrolyse erffolgWH EHL f& *EHU 1DFKW ZREHL DP GDUDXIIROJHC
4 stundige Inkubation mit der halben Enzymmenge stattfand. Geschnittene Vektoren
wurden nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
DXIJHUHLQLJW ZIKRoddute das QlAgkibk PCR Purification Kit verwendet

wurde.

Dephosphorylierung

9RU GHU /LIJDWLRQ ZXUGH GHU OLQHDULVLHUWH 9HNWRU G&t
YHUKLQGHUQ =XU '"HSKRVSKRU\OLHUXQJ ZXUGH ELV ]X J .
Plasmid-'1$ LQ HLQHP (QGYROXPHQ YRQ O PLW 8 $QNWDL
versetzt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation bei 37°C wurden erneut 5 U Enzym

] XJ H JH E Hdder>Ansatz weitere 20 min inkubiert. Die Antarktische Phosphatase

WXUGH DQVFKOLH % ey ®Cl mbktivieR un@ die Proben Uber das QlAquick

PCR Purification Kit aufgereinigt.

Ligation

Zur Ligation wurden 20 U T4-DNA-/LJDVH LQ HLQHP 9ROXPHQ YRQ O Yl
HLQJHVHW]WHQ OHQJHQ DQ 9HNWRU XQG ,QVHUWnNBEXUGHQ
von Vektor zu Insert ca. 1:10 betrug. Die Mengenabschéatzung erfolgte auf einem
Agarose-*HO XQWHU %HUFNVLFKWLJIJXQJ GHU 6LIQDOLQWHQVL'

Ligation selbst erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur.

2.4.7 Klonierung spezieller Plasmide

PpSES2A-CT-RBE1-FR1-ORF-FR2

Zur Expression von Rbelp mit einem C-terminalen V5/Hiss-Peptidepitop wurde das
Plasmid pSFS2A-CT-RBE1-FR1-ORF-FR2 hergestellt. Im ersten Schritt wurde der
RBE1 ORF ohne Stopp-Codon mit einer upstream flankierenden Region aus
genomischer DNA mit den Primern Rbel FR1 for Apal und Rbel ORF w/0TAA rev
Xhol amplifiziert. Das resultierende PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen
Apal und Xhol geschnitten und in frame zum C-terminalen V5/Hiss-Tag in Vektor
PSFS2A-&7 OLJLHUW =XP $QEULQJHQ GHU ]JZHLWHQ IODQNLHUE
Primer Rbel FR2 for Notl und Rbel FR2 rev Sacll ein DNA-Abschnitt direkt
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downstream desRBE1 25)V DP S O L ILNbtHiddBacR gaschnitten und in Vektor
pSFS2A-CT-RBE1-FR1-ORF kloniert. Das erhaltene Plasmid pSFS2A-CT-RBE1-
FR1-ORF-)5 ZXUGH DQVFKOLH% HQSequenldritimg &b Sehdnz-
identitat geprdft.

pPpSES2A-CT-RBT4-FR1-ORF-FR2

Die Klonierungsstrategie von pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF-FR2 entsprach der fir
pSFS2A-CT-RBE1-FR1-ORF-FR2. Der RBT4 ORF wurde ohne Stopp-Codon und mit

einer upstream flankierenden Region aus genomischer DNA mit den Primern Rbt4

FR1 for Apal und Rbt4 ORF w/oTAA rev Xhol amplifiziert. Es gibt zwei allelische

Varianten von RBT4 und durch die PCR wurde Allel C1_07030C_B erhalten. Fir alle

weiteren Schritte wurde diese Variante verwendet. Das PCR-Produkt wurde mit den
Restriktionsenzymen Apal und Xhol geschnitten und in frame zum C-terminalen

V5/Hise-Tag in Vektor pSFS2A-CT ligiert. Zum Anbringen der zweiten flankierenden

5HILRQ ZXUGH GXUFK GLH 3ULPHU 5EW )5 IRU 1RW, XQG !
Abschnitt direkt downstream des RBT4 25)V DPSOLIL]INGtUVWAD PalclW
geschnitten und in Vektor pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF Kloniert. Das erhaltene

Plasmid pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF-)5 ZXUGH DQVFKOLH%HQG GXUFI

Sequenzierung auf Sequenzidentitat geprift.

S3.&=CN-5%( XQG S3C&RBT4

FUr die heterologe Expression von Rbelp und Rbt4p unter dem AOX1-Promotor in P.
pastoris wurde der Vektor pPICZA verwendet. Zur Klonierung wurden die ORFs ohne
Stopp-Codon mit den Primern Rbel ORF EcoRlI for + Rbel ORF Apal w/o TAA bzw.
Rbt4 ORF EcoRI for + Rbt4 ORF Apal w/o TAA aus genomischer C. albicans DNA
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Apal
geschnitten und in frame zum C-terminalen Myc/Hiss-Epitop in Vektor pPICZA ligiert.
Die erhaltenen Plasmide pPICZA-CT-RBE1 bzw. pPICZA-CT-RBT4 wurden
DQVFKOLH% HQ G -GequerAierérig @i Bdduenzidentitat geprift.
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PET19b-NT-RBE1 und pET19b-NT-RBT4

Fur die heterologe Expression von Rbelp und Rbt4p in E. coli wurde der Vektor
PET19b verwendet. Zur Klonierung wurden die ORFs ohne Start-Codon mit den
Primern Rbel ORF w/o ATG Xhol for + Rbel ORF BamHI rev bzw. Rbt4 ORF w/o
ATG Xhol for + Rbt4 ORF BamHI aus genomischer C. albicans DNA amplifiziert. Die
PCR-Produkte wurde mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten und
in frame zum N-terminalen Hisio-Epitop in Vektor pET19b ligiert. Die erhaltenen
Plasmide pET19b-NT-RBE1 und pET19b-NT-5% 7 ZXUGHQ DQVFKOLH%HQC

Sanger-Sequenzierung auf Sequenzidentitat gepruft.

8P GLH 3URWHLQH[SUHVVLRQVOHYHO REEIRSWRBOIHUHQ Z)>
Sequenzen der Codon Usage von E. coli angepasst und mit zusatzlichen Xhol- und
BamHI-6 FKQLWWVWHOOHQ YROOVWIQGLJ FKHPLVFKieVI\QWKH
optimierten Gensequenzen finden sich im Anhang dieser Arbeit (Abb. 27). Die
DQVFKOLH%HQGH .ORQLHUXQJ LQ 2uddd bésfRidieBgv E HUIROJWH

pPRS416-RBT4 und pRS416-RBT4

Fur die rekombinante Expression von RBE1 und RBT4 in der S. cerevisiae
“pryl “pry2-Mutante wurden beide ORFs ohne N-terminale Sekretionssignale mit den
Primern alpha factor Rbel for + alpha factor Rbel rev bzw. alpha factor Rbt4 for +
alpha factor Rbt4 rev aus genomischer C. albicans DNA amplifiziert. Uber die in den
Primern enthaltene Prepro-Alphafaktor-Signalsequenz wurden die PCR-Produkte
DQVFKOLH%HQG GXUFK KRPRORJH 5HNRPELQDWLRQ LQ 30D

25 Transformation

2.5.1 Transformation von E. coli

E.coli '+ .

Die Transformation von E. coli '+ . wurde basierend auf den Protokollen von Mandel

und Higa bzw. Cohen et al. durchgefuhrt > @ +LHU]X ZXUGHQ O NRP
'+ .- =HOOHQ PLW GatzlvarBef¥tLuRdIOY BOQnin mit der exogenen DNA

auf Eis inkubiert. Nach einem 1-PLQ*WLJHQ +LW]JHVFKRFN EHL f&
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transformierten Zellen fur 5 min D X1 (LV LQNXE L HU \WedumWersetzt Ond %

zur Regeneration und Ausbildung der Resistenzmechanismen fir 45 min bei 37°C

gehalten. Im Anschluss wurden die Zellen fir 8 sec EHL [ J SHOOHWLHU\
verbleibenden Uberstand resuspendiert und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die

Inkubation erfolgte bei 37°C Uber Nacht.

E. coli SHuffle®

X TSS-Losung (LB-OHGLXP ZY 3(* YY '062 2 BBOG0J&O

SHuffle® T7 Competent E. coli Zellen (New England Biolabs) wurden nach dem
Protokoll von Chung et al. transformiert [129]. Hierzu wurden die Zellen bis zur friihen
exponentiellen Phase in LB-OHGL XP N X O W L YUssubgwesusggndiéd und in
$QZHVHQKHLWI1 NgRP@smid-DNA fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem 1-
stindigen Regenerationsschritt in LB-Medium wurden die Transformanten auf

Selektionsmedien ausgestrichen und bei 37°C inkubiert.

2.5.2 Transformation von C. albicans

x 1 M Lithiumacetat (LiAc)

x 10-fach TE-Puffer (100 mM Tris-+& O S+ PO ('7%

x 1 M Dithiothreitol (DTT)

X 1 M Sorbitol

X Y Y 1IDWULXPK\SRFKORULW

X (OHNWURSRUDWLRQVN *¥EMWBibHRAa) 6 SDOWEUHLWH

x  Elektroporator MicroPulser (Bio-Rad)
Die Transformation von C. albicans wurde in dieser Arbeit nach dem Protokoll von
Reuss et al. durchgeftihrt [130]. Zur Herstellung elektrokompetenter C. albicans Zellen
wurde das Zellpellet einer 50 ml Ubernachtkultur (ODeco ~ 2) in 8 ml ddH20
UHVXVSHQGLHUW XQG DQ Y0-fdd TB-%BXIQKU P LISW POXQG PO |
Lithiumacetat versetzt. Dieser Ansatz wurde fur 1 h bei 30°C und nach Zugabe von
250 pl IM DTT-/|VXQJ HUQHXW sthittelnd fhkuBiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem ddH20 und einmal mit eiskalter 1M Sorbitol-
Lésung gewaschen. Im Anschluss wurde das erhaltene Zellpellet in ca. 1 ml Sorbitol
aufgenommen und 40 pl dieser Zellsuspension mit 10 pl exogener DNA versetzt. Nach

einer 10-mindtigen Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz in vorher mit



Material und Methoden 56

1DWUL XP KNG & KO Ethanol gewaschene Elektroporationskivetten (4

PP 6SDOWEUHLWH WUDQVIHULHUW XQG LP (OHNWNBSRUDW
'‘DXHU - PV DXVJHVHW]W 1DFK GHU (Omn NWSOrBitSIRW DW LR Q

den Zellen pipettiert und diese bei 381x g fur 2 min pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml
YPD-Medium aufgenommen und die Zellen zur Regeneration und Ausbildung der
Resistenzmechanismen fir 4 h bei 30°C schiittelnd inkubiert. Nach Pelletieren der
Zellenfur2mLQ EHL [ J ZXUGHQ -Blattervrait ZDX kg Nourseothricin
ausgestrichen und fur etwa 24 — 36 h bei 30°C inkubiert.

Regeneration des Selektionsmarkers

Die Verwendung des SAT1-Flippers zur Insertion oder Deletion von Gensequenzen in
C. albicans basiert auf einer Gen-Kassette mit dominantem Nourseothricin-
Resistenzmarker (caSAT1) und einem Flippase-Gen unter der Kontrolle eines
Maltose-Promotors [130]. Der SAT1-Flipper ist von FLP recognition target sequences
(FRTs) flankiert und wird nach Maltose-abhangiger Expression der Flippase durch
Rekombination wieder aus dem Genom entfernt. Dies ermdglicht die Regeneration des

Selektionsmarkers und einen nahezu endogenen Zustand am Integrationslokus.

Zum Entfernen der SAT1-Flipper-Kassette wurde eine Ubernachtkultur eines positiv
selektionierten Klons in YPD-Medium mit 200 pug/ml Nourseothricin hergestellt und

hiermit eine neue Kultur in YPM-Medium (2% Maltose) im Verhaltnis 1:2.000
DQJHLPSIW 'LH IU FD K EHL f& JHZDFKVHQH . XOWXU ZX
und 3x 102 Zellen auf YPD-3O DWW H Q P L WourseothridinRu@géstrichen. Nach

Inkubation fiir 36 — 48 h bei 30°C lassen sich die JU R H R X U V H R&gigtdhteR L Q
.RORQLHQ GHXWOLFK YRQ GHQ N€ehbltigeh UKo®nien 1 RXUVH|
unterscheiden. Die Nourseothricin-VHQVLWLYHQ .REARAQLONS RKOQHDVVHWW

wurden weiter auf YPD- und YPDnouz00-Platten ausgestrichen.
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2.5.3 Transformation von P. pastoris

x Gepuffertes YPD-Medium [ <3' PO +(3(6
x 1MDTT

X 1 M Sorbitol

X Y Y 1IDWULXPK\SRFKORULW

X (OHNWURSRUDWLRQVN-®Y EmBHRAd) 6SDOWEUHLWH

x Elektroporator MicroPulser (Bio-Rad)
Ahnlich wie C. albicans wurde auch P. pastoris in dieser Arbeit durch Elektroporation
transformiert. FUr die Herstellung elektrokompetenter P. pastoris Zellen wurde aus
einer YPD-hEHU QD F KW N XYPD-NauptkidturQrit einer ODeoo YRQ FD
hergestellt. Nach der Kultivierungsphase wurden die Zellen fir 5 min bei 3.000x g und
4°C pelletiert und in 10 ml gepuffertem YPD-Medium UHVXVSHQGLHUW $QVFK(
wurden 250 pl 1 M DTT hinzugegeben und die Zellsuspension ohne Schitteln fur 15
min bei 30°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 40 ml eiskalte 1 M Sorbitol-Lésung
zur Zellsuspension gegebeQ GLH =HOOHQ DQVFK®@LHX I$Qldol]ZHLPDC
gewaschen und im restlichen Sorbitol resuspendiert. Zur Transformation wurden 80 pl
kompetente Zellen mit 15 pl Plasmid-DNA fir 5 mLQ DXI (LV LQNXELHU\
(OHNWURSRUDWLRQVNYHWWHQ PP 6SDOWEUHHMWIHPWUDQ
HOHNWULVFKHQ 3XOV YRQ - NO9PVDXOHKYWJIHVHW]W 1DFK
Elektroporation wurde 1 ml 1 M Sorbitol zu den Zellen pipettiert und diese fir 2 h bei

f& RKQH 6FK*WWHOQ LQNXELHUW $QVFKOLH%000xG ZXUGHC
SHOOHWLHUW LP YHUEOHLEHQ @nd Qlie6TRdogdrridamed durddiv X VS H Q C
Wachstum fir 2 — 3 Tage bei 30°C auf YPDS Platten m L W J PO =HRFLQ VHOHN

2.6 Methoden zur Analyse von RNA

2.6.1 Isolation von Gesamt -RNA aus C. albicans

X RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)

Fir die Isolation der Gesamt-RNA aus C. albicans wurden Ubernachtkulturen der
einzelnen Stamme in YPD-Medium DQJHVHW]W GLHVH DP QIFKVWHQ ORU
YPD- oder YPS-Medium auf eine ODeoo YRQ YHUGQQW XQG DQVFKOLH%ot
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bei 30°C (YPD) oder 37°C (YPS) kultiviert. Nach der Wachstumsphase wurden die
Zellen durch Zentrifugation bei 811x g fir 3 min JH H U Q W H Wsta@d-hbgdnirihtén
und in einem kleinen Volumen 1-IDFK 3%6 S+ DXIJHQRPPHQ 'XUFK (
der Zellsuspension in flissigen Stickstoff wurden die Zellen schockgefroren und bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Der Zellaufschluss erfolgte mechanisch
mit einer SchwLQJP+KOH O5HWVFK 7\S 00 +LHUI-U ZXUGHQ
=HOOSHUOHQ LQ YRUJHNKOWH PLW IDWULXPK\SRFKOF
Teflonbehalter Uberfihrt und mit einer Wolframkarbid-Kugel zu feinem Pulver
gemahlen (30 Schwingungen/sec fur 2 min). Das 3XOYHU ZXUGH DQVFKOLHS
5/7SOXV /[\VHSXIIHU Y HUWéMapWwetRdn®) des RNeasy Plus Mini Kit

ALDJHQ <*EHUI*KUW XQG ]XU +RPRJHQLVLHUXQJ- PLQ J
mindtigen Zentrifugationsschritt bei 16.060x g wurde die RNA-Isolation mit dem
RNeasy Plus Mini Kit nach den Angaben des Herstellers weitergefiihrt. Die Lagerung

der isolierten Gesamt-RNA erfolgte bei -80°C.

2.6.2 Isolation von Gesamt -RNA aus PMNs

X RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)

X RNAprotect Cell Reagent (Qiagen)
X QIlAshredder (Qiagen)

X Humanes Blutserum (Sigma-Aldrich)
x 1 M HEPES (Sigma-Aldrich)

Fur die RNA-Seq Analyse wurden die PMNs wie oben beschrieben isoliert (Abschnitt
2.2 X Q RRAMpPMedium + 10 mM HEPES + 10% humanes Serum auf 700.000
Zellen'ml HLQJHVWHOOW  $Q Vjewe LLHfhdie e 1GZefiskispenkion in eine
6-well Platte vorgelegt. YPD-Ubernachtkulturen der C. albicans Stamme wurden vor
der PMN-Isolation in frischem RPMI-Medium + 10 mM HEPES auf eine ODesoo Y RQ
eingestellt und fir 3 h bei 37°C inkubiert. % DVLHUHQG DX| GHUafiJegg&@ KPH GD
+HIHIJHOOH QXU HLQH +\SKHQ]JHOOH HQWVWHKW daUGHQ G|
700.000 Candida-Zellen entspricht (basierend auf der ODeoo-Korrelation: 1 ODesoo = 3X
107 Zellen) L QI L PieHRMNs wurden fir 1 h bei 37°C und 5% CO:2 mit den C.
albicans Hyphen inkubiert (multiplicity of infection (MOIl)=1). $QVFKOLH%HQG ZXUGH
4-fache Volumen an RNAprotect Cell Reagent ]| X GHU 6 XVSHQVLRQ JHIJHEHQ C
bei 3.700x g fur 5 min pelletiert und in 350 yl RLTplus Lysepuffer (verset|]W P LW
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-Mercaptoethanol) DXIJHQRPPHQ '‘DV  /\VDW ZXUGH DQVFKO
Homogenisierung auf QIlAshredder-Saulen (Qiagen) pipettiert und fir 2 min bei
16.060x g zentrifugiert. Die RNA-Aufreinigung erfolgte danach mit dem RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers.

2.6.3 Konzentrations - und Qualitdtsbestimmung der RNA/cDNA

Fragment Analyzer

'HU )UDJPHQW $QDO\]HU $GYDQFHG $QDAMATNiktFhGuUITHFKQRC
Fluoreszenzdetektion basierendes Kapillarelektrophorese-6\VWHP GDV LQ GLH\
Arbeit primar fur die qualitative RNA- bzw. cDNA-Analyse eingesetzt wurde. Fir RNA-

Proben wurde das High Sensitivity RNA AnalysisKit $$7, YHUZHQGHW -XQG IU
Sequenzierbibliotheken das High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit (AATI). Die

Bearbeitung der Proben mit den Kits erfolgte nach den Angaben des Herstellers ZREHL

jeweils 2 ul Probe eingesetzt wurde. Die generierten Daten wurden mit der PROSize

2.0 Software (AATI) analysiert.

Qubit® 2.0 Fluorometer

Die quantitative Analyse der RNA bzw. cDNA erfolgte mit dem Qubit® 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher). Hierzu wurde das Qubit RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher) bzw. das
Qubit dsDNA HS Assay Kit nach AngaEHQ GHVY +HUVWHOOHUV YHUZHQGHMW

pl Probe eingesetzt wurde.

2.6.4 mRNA-Sequenzierung

X TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina)

X HiSeq 2500 System (lllumina)
‘'LH 6HTXHQ]JLHUXQJ GHU P51% ZXUGH DXI GHP +L6HT , C
wobei die Sequenzierbibliotheken mit dem TruSeq mRNA stranded Kit (llumina)
generiert wurden. Fiur die C. albicans Transkriptomanalyse wurden 400 ng RNA
HLQJHVHW]IW ZIKUHQG I|+U G L9 n§ QIAOeYendeHrden. IDAs
TruSeq mRNA stranded Kit v2 wurde nach den Angaben des Herstellers verwendet.
Die wichtigsten Schritte hierbei sind die Aufreinigung und Fragmentierung der
SRO\DGHQ\OLHUWHQ PHOIUGBWICGHWHHF'GEH 3$GHQEdded inkQJ GHU
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DQVFKOLH%HQGHU $G D SW HAplfikdivv dé& ghapte@igert@h ¢DNBA 5
Die Konzentrations- und Qualitatsbestimmung der fertigen Sequenzierbibliotheken
erfolgte wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
generierten cDNA-Bibliotheken bei -20°C gelagert.

Zur Sequenzierung wurden die einzelnen Proben auf eine Konzentration von 2 nM
YHUG-QQW JH S Ra&rmeuenXQQabtatsho@xidlle unterzogen. Die Beladung und
Clustergenerierung auf der Flow Cell erfolgte Giber das cBot 2 System (lllumina) nach
den Angaben des Herstellers. Die Sequenzierungen wurden bei einer Read-Lange von
50-100 bp im single-read Modus durchgefihrt. Fur die C. albicans-Proben wurden 10
MIILRQHQ 5HDGY SUR 3UREH DQJHV W URidbéd miZ B& MiicQed 1-U GLH

Reads pro Probe kalkuliert wurde.

2.7 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.7.1 Proteinisolation

C. albicans
X PGSK-3XIIHU PQ3pD+ PO 1P32 PO 1D&O PO .&O PO
Glukose)

X 50mM Tris-+&0O S+

x 25-fach Protease-Inhibitor Cocktail ohne EDTA (Roche)

x 100 mM PMSF

X *ODVSHUOHQ 'XUFKPHVRPU&DUO 5RWK
X Hochdruck-Homogenisator (Emulsiflex B- S$YHVWLQ

Die Isolation von Proteinen aus C. albicans erfolgte durch mechanische Lyse der
Zellen mit Glasperlen oder einem Hochdruck-Homogenisator. In beiden Féallen wurden
die Zellen durch Zentrifugation bei 1.000x g (Hyphen bei 3.700x g) pelletiert und in
einem dem Zellpellet entsprechenden Volumen an PGSK-Puffer oder 50 mM Tris-HCI
S+ MHZHLOV VXSSOHPH-QWWHIHELW RPU W& RBRMNRWMIHIDODV EKQ G |
resuspendiert. Fur die Isolation mit Glasperlen wurde nochmals das gleiche Volumen
an Glasperlen zu der Zellsuspension gegeben und diese Mischung fur 3 x 5 min bei

4°C gevortext. Zwischen den einzelnen Vortex-Schritten wurden die Proben je 5 min
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auf Eis gekuhlt. Fir die Isolation mit dem Hochdruck-Homogenisator wurde die
Zellsuspension drei Homogenisierungszyklen bei 45.000 psi ausgesetzt. Nach der
Zelllyse wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 16.060x g fur 10 min bei 4°C
vom Lysat getrennt.

Zur Extraktion von Disulfidbriicken-verankerter Zellwandproteine wurden die nach der

Lyse entstandenen Zelltrimmer einmal mit 50 mM Tris-+ & O S + gewaschen und
DQVFKOLH% HQIGr §2VHni. ;D 60 mM Tris- + & O S + -
Mercaptoethanol %ME) bzw. 100 mM DTT extrahiert. Die einzelnen DTT- E|Z -ME-

Fraktionen wurden daraufhin vereinigt. Die Extraktion SDS-l6slicher Zellwandproteine

wurde aul LGHQWLVFKH :HLVH GXUFKJHI*KUMLOZRSEFHL PLW PC
(v/v) SDS fur 5 Min bei 100°C extrahiert wurde.

2.7.2 Proteinanreicherung aus Kulturiberstand

Die Proteinanreicherung aus Uberstanden von C. albicans oder P. pastoris Kulturen

erfolgte in dieser Arbeit durch Proteinfallung oder Ultrafiltration.

Proteinfallung

X 100% (w/v) Trichloressigsaure (TCA)

X 2% (w/v) Natriumdesoxycholat

Die Fallung von Proteinen aus Kulturiberstand wurde durch Zugabe von
Trichloressigsaure und Natriumdesoxycholat erreicht. Zu féallende Proteinproben

wurden mit 100% (v/iv) TCA und 2% (w/v) Natriumdesoxycholat auf eine
(QGNRQ]JHQWUDWLRQ YRQ 7&% XQG IDWULXPGHVRI[\FK
h oder Uber Nacht auf Eis inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden bei 20.200x g

fur20miQ SHOOHWLHUW L-iQetHAcstdhémasehen und erneut unter den

gleichen Bedingungen pelletiert. Das Pellet wurde kurz bei Raumtemperatur
JHWURFNQHW XQG M@SOSk BMHEAVHNGGH gel®st.

Ultrafiltration

Die Ultrafiltration von Kulturiberstanden erfolgte in Abhangigkeit der Volumina
entweder in Amicon Ultra-15 (bis 15 ml) oder Centricon Plus-70-Zentrifugen-
Filtereinheiten (bis 70 ml) (Merck). Als molecular weight cutoff (MWCO) wurde bei
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beiden Filtrationsvarianten 10 kDa gewahlt. Die Ultrafiltration wurde nach den
$QJDEHQ GHV +HUVWHOOHUV GhAhticerk Dlta«1% U-Mtereighieie L G L H
standaUGPI% LJ I-U 3FQ0Q gkukdLdie Centricon Plus-70-Filtereinheiten fur

30 min bei 3.500x g zentrifugiert wurden.

2.7.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem DC Protein Assay (Bio-Rad)

G XUFKJH I« KUldkr PGtdikbestimmung nach Lowry basiert [131]. Hierfur wurden
Mikrotiterplatten verwendet und die Angaben des Herstellers beachtet. Bei jeder

Messung wurde zusétzlich eine Eichgerade aus einer BSA-Stammldsung (10 mg/ml)

hergestellt (Messwerte: PJ PO PJ PO PJ PO PJ PO PJ P
mg/ml). Die Proteinproben wurden fir die Messung in Abhangigkeit der erwarteten
Konzentration in Wasser verdiinnt. Die Messung des Farbumschlags erfolgte in einem
Mikroplatten-5HDGHU 6\QHUJ\ %LR7HN EHL QP $QKDQG

Eichgerade wurden die Proteinkonzentrationen kalkuliert.

2.7.4 Dialyse

Zum Entfernen nieGHUPROHNXODUHDTT6 0de& | | iMercaptbethanol D XV
SURWHLQO|VXQJH Qieser XAth&itH ndb@n Qltrafiltration primér Dialyse
verwendet. Probenvolumina bis zu 3 ml wurden mit Slide-A-Lyzer™ Dialyse-Kassetten

0:&2 N'D 7KHUPR )LVHKiH2 KHUXQG QDFK DQVFKOLH%
3XI11HUD XV Wwéhkals-toer Nacht gegen 3 Liter des entsprechenden Puffers bei
4°C dialysiert. Das Beflllen und die Ruckgewinnung der Proben wurden nach den

Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

2.7.5 Affinitatsaufreinigung von Proteinen

V5-Immunprazipitation

x  IP-Lysepuffer (50 mM NaH2 3 2 PO 1D&0O S+

Die Affinitatsaufreinigung von V5-Fusionsproteinen erfolgte mit Hilfe des V5 tagged

Protein Purification Kit (MBL International). Hierfir wurden Proteinlysate entweder
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direkt in IP-Puffer hergestellt oder durch Dialyse in diesen uUberfihrt (s. Abschnitt
2.7.4). Jeweils 500 ul dieser Proteinlésungen wurden mit Triton X-100 auf eine
EQGNRQ]JHQWUDWLRQ YRQ Y H U V H\h YétietepGmD ZD IRKLO L H %o H Q (
V5-Beads bei 4°C inkubiert. Unspezifisch gebundene Proteine wurden in zwei
Waschschritten mit 200 pl des im Kit enthaltenden Waschpuffers durch Zentrifugation
bei 16.060x g fur 10 sec von den Beads entfernt. Zur ersten Elution wurden die Beads
fur 30 min bei Raumtemperatur mit 20 pl V5-Peptid LQNXELHUW ]XU JZHLWHQ
QRFKPDOV PLW GHP JOHLFKHQ 9ROXPHQ 1IsU PLQ $QV

Elutionsfraktionen vereinigt.

Nickel-NTA-Affinititschromatographie

X Ni-NTA Agarose (Qiagen)
x Chromatographie-Saule 10mO 'XUFKPHVVHU -Adih)6LJPD
=XU VSH]LILVFKHQ $XIUHLQLJXQJ JU|%HUHU 9Ri¢&kAPLQD ZX
Nitriloessigsaure (NTA)-Affinitatschromatographie verwendet. Diese Methode basiert
auf der Bindung von Histidin-Resten an Ni*-, RQHQ & INFA-Rgarosebeads
komplexiert sind. Diese Interaktion kann z.B. durch kompetitive Bindung mit

Strukturanaloga wie Imidazol aufgehoben werden.

In dieser Arbeit wurden Ni?*-NTA-Agarosebeads der Firma Qiagen mit einer

Bindekapazitdt von 5-10 mg 6xHis-Protein pro ml Beads verwendet. Fir die

&KURPDWRJUDSKLH VHOEVW ZXUGHQ PO 6IXOHQ PLW HL
6LJPD YHU @wbb& GeriMirchfluss durch Schwerkraft (gravity flow) erfolgte. Die

mit Ni2*-NTA-Agarosebeads beladene Saule wurde durch Aquilibrierung mit

/I\WHSXIIHU QDWLY S+ YRUEHUHLWHW XQG QDF

SURWHLQO\VDWY . XOWXU*EHUVWDQGY GXUFK =XJDEH YR

gewaschen. Die Elution der spezifisch an der Saule gebundenen Proteine erfolgte

durch Verwendung von 500 mM Imidazol im Elutionspuffer.
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2.7.6 Spezielle Proteinaufreinigungen

Aufreiniqgung von Rbelp und Rbt4p aus dem Kulturiiberstand von P. pastoris

x Lysepuffer nativ (50 mM NaH2PO4; 300 mM 1D &O PO ,PLGD]RO S+

x  Waschpuffer nativ (50 mM NaH2PO4 PO 1D&O PO ,PLGD]RO S+
x  Elutionspuffer nativ (50 mM NaH2PO4 PO 1D&O PO ,PLGD]RO S+
x Dialysepuffer (20 mM Tris-+ & O S+ PO 1D&O

Zur heterologen Expression von Rbelp und Rbt4p in P. pastoris wurden
Ubernachtkulturen der entsprechenden Stamme (X- 5EH -33 RDbt4) in 15 ml
BMGY-Medium bei 30°C und 220 rpm hergestellt. Zur besseren Sauerstoffversorgung
der Zellen ZHOFKH IeU GLH KHWHURORJH 3URWMW@EH[SUHVVL
Schikanekolben verwendet. Am néchsten Tag wurden die Zellen bei 1.000x g fir 5 min
SHOOHWLHUW GHU hEthd \dag ZelgelleY dwch RZugab€) von BMM-
Medium auf eine ODsoo von 1 eingestellt. Die Zellsuspension wurde auf 300 ml-
Schikanekolben verteilt (maximal 20% des Gesamtvolumens) und fir 72 h bei 30°C
und 220 rpm kultiviert. Um die Methanolkonzentration wahrend der Kultivierung auf

] X KDOW H QlleZ2X b @rHentsprechendes Volumen an 100% Methanol zu
den Kulturen gegeben. Um den Medienverlust durch Verdampfen/Schaumen zu
NRPSHQVLHUHQ ZXUGwireGdLdér InkaoaUDDQo HUGHP RSWLRQDC
BMM-Medium (5 — 10 ml) supplementiert.

Nach 72 h wurden die Kulturen in 50 ml PP-R6hrchen bei 3.700x g fur 5 min pelletiert

und der Uberstand durch Ultrafiltration (s. Abschnitt 2.7.2) aufkonzentriert. Das

Konzentrat wurde in ein 15 ml PP-R6hrchen dberfihrt und mit /A\VHS XIIHU QDWLY S+
auf ein Volumen von PO DXIJHI-OOW $QVFKOLH%HNJ& ZXUGH
Agarosebeads (Qiagen) zugegeben und die Suspension fur 1-2 h bei 4°C rotierend

inkubiert. Diese Mischung wurde auf Saulen mit 500 pl voraquilibierten Ni2*-NTA-
Agarosebeads (s. Abschnitt 2.7.5) gegeben und nach Durchfluss mit 20 ml
Waschpuffer QDWLY S+ JHZDVFKHQ 'LH (OXWLRQ HUIROJWH L
500 mM Imidazol. Im Anschluss wurde das Eluat gegen Dialysepuffer dialysiert (s.

Abschnitt 2.7.4).
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Aufreiniqung von Rbelp und Rbt4p aus E. coli

X Lysepuffer nativ (50 mM NaH2PO4 PO 1D&O PO ,PLGD]RO S+

x EcWaschpuffer 1 nativ (50 mM NaH2PO4 PO 1D&O PO ,PLGD]RO S+
x EcWaschpuffer 2 nativ (50 mM NaH2PO4; 300 MM NaCl; 20 PO ,PLGD]RO S+

x EcWaschpuffer 3 nativ (50 mM NaH2PO4 PO 1D&O PO ,PLGD]RO S+
x  Elutionspuffer nativ (50 mM NaH2PO4 PO 1D&O PO ,PLGD]RO S+

Zur heterologen Expression von Rbelp und Rbt4p in E. coli wurden Ubernachtkulturen

der entsprechenden Stamme in LB-Amp bei 37°C und 160 rpm angesetzt und am

nachsten Tag in LB-Amp auf eine ODesoo Y R Q YHUG.QQW 'LHVH .XOWXUH
K EHL f & LQN XM BapwpylP tDAhiogalactopyranosid (IPTG) induziert

und fir weitere 18 h bei 24°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fir 20 min bei

3.700[ J SHOOHWLHUW XQG LQ /\VHSXIIHU Q Dfs¢iRrotease- VXSS

,QKLELWRU &RFNWDLO XQG PO 306) DXIJHQRPPHQ 'LH =l

Zyklen Hochdruck-Homogenisierung (Emulsiflex B- $YHYWeL @5.000 psi.

S$QVFKOLH%HQG ZXdushzanthfwgatiovi Bal21.000x g fir 30 min von den

=HOOWU+PPHUQ JHWUHQQW XQG I+U ?*-NRA-Agdrhsebga®ds P L W

(Qiagen) inkubiert. Das inkubierte Lysat wurde danach auf Saulen mit 500 pl

aquilibrierten Ni>*-NTA-Agarosebeads (s. Abschnitt 2.7.5) gegeben. Nach Durchfluss

des Lysats wurde die Saule mit je 20 ml Ec: DV FK S X I | HdWaschpuffer 2 und

Ec:DVFKSXIIHU JHZDVFKHQ 'LH (OXWLRQ HUIROJWH LQ

Anschluss wurde das Eluat gegen 20 mM Tris-+& O S+ P 0 idlyBi&rs.G

Abschnitt 2.7.4).

SIHHLOLWIWVDXIUHLQLIJXQJ YRQ 5EH S DXV GHU =HOOZDQGIUI

Fur die Affinitatsaufreinigung von Rbelp aus der SH-labilen Zellwandfraktion von C.

albicans wurde aus einer YPD-Ubernachtkultur eine 250 ml Hauptkultur (ODsoo

iNnSC-0HGLXP S+ KHUJHVWHOOW XQG I-U K EHL f& XQC
Zelllyse durch Hochdruck-Homogenisierung (s. Abschnitt 2.7.1) ZXUGHQ GLH
Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 20.000x g fur 30 min vom Lysat getrennt.
$QVFKOLH % HQ GrizatddesR¢lled iwéimal mit 10 ml 50 mM Tris-+& O S+
JHZDVFKHQ XQG LQ ]ZHL 6FKULWWHQ PLW&O BG E]Z PO

Y Y-Mercaptoethanol extrahiert. Zum Entfernen G H V¥Mercaptoethanol wurde der
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Extrakt Gber Nacht bei 4°C gegen IP-Puffer dialysiert (s. Abschnitt 2.7.4 L Q PO ,3
3XIITHU DXIJHQRPPHQ XQG G XUAhschdi® W12p bufoce BMWILRQ  V
DXINRQJHQWULHUW $QVFKOLH % M GFusibRggrGtéin Guxk 5EH S
Affinitatsaufreinigung mit dem V5 tagged Protein Purification Kit (MBL International)
angereichert (s. Abschnitt 2.7.5).

2.7.7 SDS-Polyacrylamid -Gelelektrophorese (SDS -PAGE)

X 4-fach Laemmli-Puffer (200 mM Tris-+& O S+ Z YA0% (V) Glycerin; 20% (v/v)
-Mercaptoethanol; Bromphenolblau)

X 4-fach Trenngel-3 X1I1HU O-r&0L\E + ZY 6'6

X 4-fach Sammelgel-3 X I1HU O+&O0L\S + ZY 6'6

X Acrylamid-/Bisacrylamid-/ |V X Q J -Rad) R

X Ammoniumpersulfat-Lésung (APS) 10% (w/v)

X TEMED (Tetramethylethylendiamin) (Carl Roth)

x 10-fach Elektrophorese- 3 X | IH U PO 7ULV 0 *O\FLQ ZY 6'6
*U|%HQVWDQGDUG 6SHFWUD OXOWLFRORU %YURDG 5DQJH 3URWHLC

x

Die SDS-PAGE zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen erfolgte in dieser
Arbeit basierend auf dem Protokoll von Laemmli [132]. Das Trenngel und das
Sammelgel wurden entsprechend Tabelle 19 und Tabelle 20 hergestellt. Die Gele
wurden nach den Angaben des Herstellers in die Laufapparatur eingespannt und die
Kammern mit 1-fach Elektrophorese-Puffer befillt. Die Proteinproben wurden mit 4-
fach Laemmli-Puffer auf eine 1-fache Endkonzentration versetzt XQG DQVFKOLH %o HQ ¢
min bei 100°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei kleinen Gelen mit 120 V
XQG EHL JUR%HQ *HOjemgilsPfur\2 — 3 B oder bis die gewinschte
$XIWUHQQXQJ HUUHLFKW ZDU $0V Spddtta™ Quitivobr@eady G G LH C

Range Protein Ladder (Fermentas).

Tabelle 19: Zusammensetzung des Trenngels fur die SDS-PAGE

Acrylamid-/Bisacrylamid-Konzentration 8% 10 % 12 % 16 %
ddH20 PO 5ml PO PO
4-fach Trenngel-Puffer 3ml 3ml 3ml 3ml
Acrylamid-/Bisacrylamid-L&sung 30 % PO 4 ml PO PO
TEMED 14 pl 14 pl 14 pl 14 pl
APS 10 % 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
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Tabelle 20: Zusammensetzung des Sammelgels fiir die SDS-PAGE

Sammelgel klein J U R %o
ddH20 PO 3mil
4-fach Sammelgel-Puffer PO PO
Acrylamid-/Bisacrylamid-Losung 30 % PO PO
TEMED —+0 5ul
APS 10 % 25 ul 50 pl

2.7.8 Farbung von Proteinen im Polyacrylamidgel

x  Fixierldsung (40% (v/v) Ethanol; 10% (v/v) Essigsaure)
x JIJUEHVWDPPO|VXQJ ZY &RRPDVVLH % UR O WHEiRWsE4rQ X H *
10% (w/v) Ammoniumsulfat)

x Entfarbelésung (1 % (v/v) Essigsaure)
In dieser Arbeit wurden Proteine im Polyacrylamidgel nach einem modifizierten
Protokoll von Neuhoff et al. gefarbt [133]. Die Fixierung der Proteine nach der
Elektrophorese erfolgte durch 1-stiindige Inkubation des Gels in 40% (v/v) Ethanol und
10% (v/v) Essigsaure. Im Anschluss wurde das Gel zweimal fir 10 min mit ddH20
gewaschen und tUber Nacht bei Raumtemperatur in frisch angesetzter Farbelésung
(80% (v/iv) 6 WR F N O |V X(@\) Methanol) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde

das Gel durch Waschen mit 1% Essigsaure entfarbt.

2.7.9 Nachweis von Proteine n durch Western -Blot

x Immobilon-P (PVDF-OHPEUDQ 3RUHQJU|%H P OLOOLSRUH
x Transferpuffer PO 7ULV PO *O\FLQ YY OHWKDQRO
x  Blockierldsung (Magermilchpulver 5 % (w/v) in PBS)

x PBS-T-3XIIHU PLW ZY %6%$

x ECL Plus Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare)

Zum immunologischen Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen

wurden diese mittels Semidry-Blotting-Verfahren auf eine PVDF-Membran tGbertragen.

Der 2-stindige SURWHLQWUDQVIHU HUIR (®idafeH TE/AX Semi-ONyg F P
Transfer Unit) in mit Transferpuffer gewasserten Whatman™-3DSLHUHQ $QVFKOLH%
wurden freie Membranbindestellen durch 1-stindige Inkubation mit Milchpulver-
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Lésung blockiert und die Membran fur 10 min mit PBS-T gewaschen. Die Inkubation

PLW GHQ SULPIUHQ $QWLN|USHUQ HUIROJWH 1I-U K EHL
Antikorper entsprechend Tabelle 6 in PBS-7 PLW ZY %6% YHUG-QQW Z
Ungebundene Antikorper wurden durch drei Waschschritte mit PBS-T fiur jeweils 5 min

entfernt und die Membran im Anschluss mit dem entsprechenden Meerrettich-

Peroxidase (horseradish peroxidase)-gekoppelten sekundaren Antikorper fir 30 min

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS-T wurde

die Membran mit dem ECL Plus Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare) nach

den Angaben des Herstellers entwickelt. Die entstandene Chemolumineszenz wurde

durch den LAS-100 Reader (Fujifilm) detektiert und dokumentiert.

2.7.10 Massenspektrometrie

Die Rbelp-Proben wurden in dieser Arbeit mittels Nano-LC-ESI-MS/MS an der

Universitdt Hohenheim analysiert. Die entsprechenden Proteinbanden wurden hierzu

mit sterilen Einwegskalpellen aus Coomassie-gefarbten Polyacrylamidgelen

geschnitten und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Zur Proben-
vorbereitung wurden die Proteine im Gel proteolytisch mit Trypsin verdaut [134] und
DQVFKOLH%HQG PLW $FHWR Q (W)lhus@em GeleRtiahiaftHIpeV | X U H
Uberstande wurden in einer VakuumzenWULIXJH JHWURFNQHW XQG LQ
essigsaure aufgenommen. Die Nano-LC-ESI-MS/MS Messungen wurden mit einem

EASY-nLC 1000 System (Thermo FishHU 6FLHQWLILF GXEF&IKRi-KUW G
Exactive Plus Massenspektrometer (Thermo Fisher) mit EASY-Spray lonenquelle
JHNRSSHOW ZzZDU ODVFRW ODWUL[ 6FLHQFH 8. ZXUG
Proteinidentifikation verwendet Z R EditLgefundenen Spektren gegen eine Hefe-

spezifische Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
abgeglichen wurden. Hierbei wurde die Carbamidomethylierung von Cystein als feste
AminosauremRGLILNDWLRQ JHZIKOW ZIKUHQG GLH 2[LGLHUXQJ
angenommen wurde. Der Schwellenwert fir die Zuordnung eines Peptids wurde bei

einer Wahrscheinlichkeit von 95% gesetzt [135]. Fir die Identifizierung eines Proteins

musste die :DKUVFKHLQOLFKNHLU186]* DX %WVWRHIGHP P X\PxOWiHQ GHP

mindestens zwei Peptide zugeordnet werden kénnen.
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2.7.11 Deglykosylierung von Proteinen

Die Deglykosylierung von Proteinen erfolgte in dieser Arbeit durch enzymatische und
chemische Methoden. Vor der Deglykoslierung wurden die Proteinproben generell
gegen ddH20 dialysiert (s. Abschnitt 2.7.4) um stérende Pufferkomponenten zu

entfernen.

Die N-Deglykosylierung von Proteinen erfolgte mit dem Enzym Peptid-N-Glycosidase

F (PNGase F) nach den Angaben des Herstellers (New England Biolabs). Hierfur
ZXUGHQ —0O 3UREH QDFK YRUKHULJHU '"HQDWXULHUXQ.
entsprechenden Puffern versetzt und nach Zugabe von 2.000 U PNGase F (New

England Biolabs) fur 1 h bei 37°C inkubiert.

Das Entfernen von O-Glykanen erfolgte mit dem GlycoProfile™ -Elimination Kit
(Sigma-$OGULFK ZHOFKHYV D XI -Him@idrund3reaktDblasidrt KD XKit

ZXUGH QDFK GHQ $QJDEHQ GHV +HUVWHOOHUV EHQXW]W
reaktion fur 18 h bei 4°C durchgefiihrt wurde.

Nach den Deglykosylierungsreaktionen wurden die Proben ohne weitere
Aufreinigungen direkt fur die SDS-PAGE verwendet.

2.8 Mikroskopie

2.8.1 Immunfluoreszenz

x Poly-L-/\VLQ PJ P OGAld&ich)P D

x  Blockierldsung (2% (w/v) BSA in PBS)

x Dako antibody diluent (Agilent)

X  37% Formaledhyd-Stammlésung (Carl Roth)

X Mowiol/ -Diazabicyclo RFWDQ -Higuh@

Fur die Lokalisationsstudien der V5-Fusionsproteine in C. albicans wurde eine YDP-
Ubernachtkulturin SC- S+ R G H tMé&dsudn auf eine ODesoo Y R Q HLQJHVWHO
und fir 5 h bei 30°C bzw. 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen durch
Zugabe von 3 7% Formaldehyd fiir eine 1 h bei 30°C in Suspension fixiert. Durch zwei
Waschschritte mit 1-IDFK 3%6 S+ ZXUGH GDV )RUPDOGHK\G HC(
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Zellen daraufhin far 20 min auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckglasern in 12-well
Platten immobilisiert. Die Poly-L-Lysin-Beschichtung der Deckglaser erfolgte durch 10-
PLQ*WLJH ,QNXEDWLR Qy-B-LW L gefdigl vBr2-@&digem Waschen mit
ddH20 und Lufttrocknen der Deckglaser fir 1 — 2 h. Nach der Zellimmobilisierung
wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen zum Blockieren unspezifischer

Bindestellen Gber Nacht bei 4°C in Blockierlésung inkubiert.

Zur Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Zellen auf den Deckglasern fur 1 h bei
Raumtemperatur mit 45 pl monoklonalem Maus anti-V5-Antikorper (1:100; Klon SV5-
3. $FULDakd @ptibody diluent inkubiert. AQVFKOLH%HQG ZXUGHQ GLH =
mininl-IDFK 3%6 S+ J HUh® Nir:3R Rhi@ bei Raumtemperatur mit 45 pl
Ziege anti-Maus Alexa Fluor® 555 Antikorper (1:400; Thermo Fisher) inkubiert. Nach
drei weiteren Waschschritten in 1-fach PBS (pH wurden die Zellen in ddH20
gewaschen und in 10 ul Mowiol/DABCO-L6sung eingebettet. Bis zur Mikroskopie

wurden die Praparate bei 4°C im Dunkeln aufbewabhrt.

2.8.2 Farbung von fungalem Chitin durch Weizenkeim -Agglutinin

X FITC-WGA-Stammldsung (1 mg/ml in 1-fach PBS S+ )

Zur Weizenkeim-Agglutinin-Farbung der C. albicans Zellwand wurden entweder
fixierte (s. Abschnitt 2.8.1) oder vitale Suspensionszellen verwendet. In beiden Fallen
wurden die Zellen nach Kultivierung bzw. Fixierung in 1-fach PBS gewaschen und fur
30 min bei Raumtemperatur mit 250 pg/ml Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
gekoppeltem  Weizenkeim-Agglutinin ~ (Sigma-Alrich)  gefarbt. Nach  zwei
Waschschrittenin 1-IDFK 3%6 S+ Z X U G H ekGnhiklosképerO(Beids G L U
Axio Observer Z1). Fur die Visualisierung von FITC-WGA wurde der GFP-Filter des

Mikroskops verwendet.

2.8.3 Filipin -Farbung

x FilipinI-6 WDPPO|VXQJ PJ PO LQ '062

Fur die Analyse der Sterollokalisation durch Filipin-Farbung wurde eine YDP-
Ubernachtkultur von C. albicans in SC- S+ R G H UMé&dduin auf eine ODeoo
YRQ HLQJHVWHOOW XQG I+U K EHL & E]ZXUG& QI COW L
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Zellen einmal mit 1-IDFK 3%6 S+ JHZDVFKHQ XQG LP 'XQNHOQ
Raumtemperatur mit 50 pg/ml Filipin 1l (Sigma-Alrich) gefarbt. Nach zwei
Waschschrittenin 1-IDFK 3%6 S+ ZXUGHQ GLH =HOOBe3sGLUHNW

Axio Observer Z1). Fur die Visualisierung von Filipin Il wurde der DAPI-Filter des

Mikroskops verwendet.

2.9 Zellbiologische Arbeiten

2.9.1 Vollblut -Assay

x BD Vacutainer EDTA Plus Réhrchen 10 ml (Becton Dickinson)

X Triton X-100-Stammldsung (10% (v/v) in ddH20)
Um das Uberleben verschiedener C. albicans 6 WIPPH LQ 9ROOEOXW ]X DQTC
wurden die entsprechenden YPD-Ubernachtkulturenin 1-IDFK 3%6 S+ DXl HLC
ODso YR Q YHUG-QQW XQG MH —O GLHVHU =HOOVXVSHQV
pl frischem EDTA-Vollblut von gesunden Spendern gegeben. Diese Mischung wurde
l+U K E]Z K LQ PO 5HDNWLRQVJHII%HQ EHL USP XQC
Inkubation wurden die Blutzellen durch Zugabe von 100 ul 10% (v/v) Triton X-100 und
350 pl ddH20 fir 10 min bei 37°C lysiert. Das Lysat wurde 1:450 in ddH20 verdtnnt
und 100 pl dieser Verdinnung wurden auf YDP-Platten ausplattiert. Die Platten
wurden Uber Nacht bei 30°C kultiviert und die gewachsenen C. albicans Kolonien

durch Auszahlen quantifiziert.

2.9.2 Neutrophilen Killing -Assay

x BD Vacutainer EDTA Plus Réhrchen 10 ml (Becton Dickinson)
X RPMI-Medium ohne Phenolrot (Thermo Fisher Scientific)

x 1 M HEPES (Invitrogen)

X 30% humanes Serumalbumin (+ 6 $ Sigma-Aldrich)

X Triton X-100-Stammlésung (10% (v/v) in ddH20)

X XTT-L6ésung (1 mg/mlin 1-fach PBS S+ )

X Menadion-Lésung (80 mg/ml in 100% Aceton)
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Der Neutrophilen Killing-Assay basiert auf dem Protokoll von R6hm et al. [88]. Flr den
Assay wurden PMNs aus frischem EDTA-Vollblut von gesunden Spendern isoliert (s.
Abschnitt 2.2) und je 500.000 Zellen in 500 yl RPMI-Medium +10 mM HEPES +
HSA in einer 24-well Platte ausgesat. Gleichzeitig wurden C. albicans YPD-
Ubernachtkulturen in RPMI-Medium + 10 mM HEPES auf eine ODsoco Y R Q YHUG-QQW
XQG IU K EHL f& LOQNXELHUW XP +\SKHQ ]X LQGX]JLHUHQ
GDVV DXV MHGHU +HIH]JHOOH QXU HLQH +\SKHQ1600@H HQW V\
Hyphenzellen (basierend auf ODeoo-Korrelation; 1 ODeoco  3x 107 Zellen) infiziert (MOI

1D FK H-kt@nHigen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden die PMN
durch Zugabe von 1% (v/v) Triton X-100 fur 10 min bei 37°C lysiert. Die Platten wurden
DQVFKOLH% HQGg HHE min zentrifugiert und die Halfte des Uberstands
entfernt. Zur Quantifizierung metabolisch aktiver C. albicans Zellen wurde die
8PVHW]XQJ YRQ -big7(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)
carbonyl]-2H-Tetrazolium Hydroxid) colorimetrisch bestimmt. Hierzu wurde eine
frische Stocklosung aus 1 mg/ml XTT und 80 mg/ml Menadion in 1l-fach PBS
hergestellt und ein dem Uberstand &quivalentes Volumen dieser Losung zu den Zellen
SLSHWWLHUW 'LH 30DWWHQ ZXWn@nb& 30°Q LRKNXIEH ¥ HQYG IkdJ P
bei 1.500x g zentrifugiert und 100 pl des Uberstands in eine sterile 96-well Platte
transferiert. Die Messung des Farbumschlags erfolgte in einem Mikroplatten-Reader

6\QHUJ\ %LR7HN EHL QP

2.9.3 Makrophagen Killing -Assay
X Z Y 7 UBED (Bigma-Aldrich)

Der Makrophagen Killing-Assay basiert auf einem Protokoll von McKenzie et al. [30].

Hierzu wurden 5 x 10° J774A.1 Zellen in einer 12-well Platte ausgesat und (iber Nacht

bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Makrophagen mit 5 x

10° Hefezellenin 100 Wl 1- IDFK 3%6 S+ LQILJLHUW XQG I«U2 K EHL
kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 1-IDFK 3%6 S+
JHZDVFKHQ [+U PLQ PLMWlIlau (Sigma-Aldkichy §e@rbt X QG HUQHXW
zweimalmit1-IDFK 3%6 S+ JHZDVFKHQ 1DFK )L[LHUXQJ GHU
150 pl 3% (v/v) Formaldehyd und zweimaligem Waschen mit 1-IDFK 3%6 S+

wurde die 12-well Platte direkt mikroskopiert (Zeiss Axio Observer Z1).
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2.10 Methoden zur Analyse von S terolen

2.10.1 Sterolbindungsassay

X [®H]-Cholesterol (American Radiolabeled Chemicals)

X Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare)

X Bindungspuffer (20 mM Tris-+& O S+ PO 1D & @/v) Triton X-100)
x Waschpuffer (20 mM Tris-+& O S+
x  Elutionspuffer (20 mM Tris-+& O S+ 0 1D&O

x  Szintillationscocktail OptiPhase Hisafe (Perkin-Elmer)

Der Sterolbindungsassay wurde in Kooperation mit der Universitat Fribourg (Prof.

5RIJHU 6FKQHLWHU 'U 5DELK 'DUZLFKH GXUFKJHI*KUW XQ
von Im et al. [137]. Fur jede Bindungsreaktion wurden 100 pmol aufgereinigtes Protein

mit 100 — 500 pmol [3*H]-Cholesterol in einem Endvolumen von 100 pl Bindungspuffer

fur 90 min bei 30°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Proteine durch 10-minitige

Adsorption an 20 pl Q-Sepharose-Anionenaustauscher Beads von ungebundenem

Liganden getrennt und mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Zur Quantifizierung des
gebundenen [*H-& KROHVWHURO ZXUGHQ GLH 3URWHLQHInPLW —
6]LQWLOODWLRQVFR F NMW Dds Eluatirh JFtigsRZiRtHafionszahler (Tri-

&DUE 3-Hmé&)Lv@rmessen. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der

PRISM Software (GraphPad).

2.10.2 Sterolexportassay

x Kieselgel 60 Dunnschichtchromatographie Platten (Merck)

X [*C]-Cholesterol (American Radiolabeled Chemicals)
Die Analyse des Exports von acetylierten Sterolen erfolgte auch in Kooperation mit der
8QLYHUVLWIW )J)ULERXUJ 3URI 5RJHU 6FKQHLWHUGHMU 5DEL

Verwendung von Ham-defizienten S. cerevisiae Stammen mit einer Deletion der

Steroldeacetylase Saylp > . @K HP GV{Zé&llen mit oder ohne die Plasmide
PRS416-RBE1 bzw. pRS416-RBT4 ZXUGHQ LQ OHGLXP PLW?Y*“C]- &L P
&KROHVWHURO XQG - RAIWPO KZEHHQ f& NXOWLYLHUW $¢

ZXUGHQ GLH =HOOHQ S H O oMediunHdewaschenHune D ®lefilnmi6 &
nichtradioaktivem Cholesterol auf eine ODeoo YR Q HLQJHVWHOOW 1DF
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,QNXEDWLRQ *EHU 1DFKW ZXUGHQ GLH /LSLGH DXV GHP h
Chloroform/Methanol (1:1) extrahiert. Die Auftrennung der Lipide erfolgte mit
Petrolether/Diethylether/Essigsaure  (70:30:2) auf  Kieselgel-60-Diinnschicht-
chromatographie (DC)-Platten (Merck). Die Radioaktivitdt auf den DC-Platten wurde
durch Phosphor-Autoradiographie-Filme in Kombination mit einem Phosphorimager

(GE Healthcare) visualisiert.

2.10.3 Sterolimportassay

x PBSC-PuffH U —J PO &KROHVWHUR® 3%6Y Y 7ZHHQ

X  Szinitllationscocktail Ecoscint XR (National Diagnostics)

X Glasmikrofaserfilter 24-mm GF/C (Whatman)

X [*C]-Cholesterol (Perkin-Elmer NEN Radiochemicals)
Die Aufnahme von [**C]-Cholesterol in verschiedene C. albicans Stamme wurde in
Kooperation mit der University of Missouri (Dr. Martin Zavrel) analysiert und basiert
auf einer Publikation von Zavrel et al. [138]. Fir die Analyse wurde das Medium
(CSM+Uridin  PLW —J QLFKWUDGLRDNWLYHP &KROHVWHURO
Zugabe von [Y*C]-Cholesterol (40 pCi/ml in EtOH) auf eine Aktivitat von 5 nCi/ml
eingestellt. Ubernachtkulturen der entsprechenden C. albicans Stamme wurden in 2
ml supplementiertem CSM+Uri Medium auf eine ODsoo Y R Q HLQJHVWHOOW XQ
ml PP-R6hrchen fir 5 Tage bei 30°C und 180 rpm schuttelnd inkubiert. Alle 24 h wurde
die ODseoo der Kulturen bestimmt und die entsprechenden Zellen durch
*ODVPLNURIDVHUILO WikGF/CK W MEJ@m getrennt. Hierzu wurden
die Filter vorher mit PBSC-Puffer befeuchtet. Die Filter wurden in 7 mil-
6]LQWLOODWLRQVU]|KUF K HilatieristbtktaiKhihyvugeflge Ondsflik Q4w
LOQNXELHUW $QVFKOLH%HQG ZXUGH GLH 5DGLRDNWK®HWIW

/6 PXOWLSXUSRVH VFLQWLOODWLRQ FRXQWEBNXI8HFNPD

Zellen normalisiert.

2.10.4 Massenspektrome trische Lipidanalysen

Die massenspektrometrische Lipidanalyse der verschiedenen C. albicans Stamme
ZXUGH LQ .RRSHUDWLRQ PLW GHU 8WUHFKW-RBQ L2YWHRIX/ZNU W
durchgefihrt. YPD-Ubernachtkulturen der entsprechenden C. albicans Stamme
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wurden in 5 ml frischem YDP- oder YPS-Medium auf eine ODsoo von eingestellt
und fur 6 h bei 30°C oder 37°C in 50-ml PP-Ro6hrchen schiittelnd inkubiert.
$QVFKOLH%HQG ZXUGHQ GLH =H Befekeen! 1W00x BLIypisH:0 O HW L H
3.700[ J die Pellets mit 1-fach PBS (S+ ) gewaschen und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert. Die Lipidextraktion erfolgte mit einem Gemisch aus
Chloroform/Methanol nach dem Protokoll von Bligh und Dyer [139]. Die Analyse
polarer Lipide erfolgte durch hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) in
Kopplung mit Elektrospray-Warmeionisation-Massenspektrometrie (HESI-MS). Die
Analyse neutraler Lipide erfolgte durch Umkehrphasenchromatographie (RPLC) und

chemische lonisation bei Atmosphéarendruck (APCI).

2.11 Bioinformatik

2.11.1 Sequenz-Analyse und Homologie -Modellierung

Multiple Sequenzalignments wurden in dieser Arbeit mit Clustal Omega
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) unter Verwendung der Standardeinstellungen

generiert [140]. 3D-Strukturmodelle von Rbelp und Rbt4p wurden mit dem
webbasierten I-Tasser server (www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER)

erstellt [141]. Fur die Homologie-Modellierung wurde nur die konservierte CAP-

Doméne der Proteine verwendet (Rbelp: F123 — L271; Rbt4p: F211 — Q358). Die
erhaltenen Modelle mit dem héchsten C-6 FRUH XQG GDPLW DXFK GHU
AuftritswDKUVFKHLQOLFKNHLW ZWdileaver@endet. YRridthligiertnQ

der 3D-Strukturen wurde die PyMOL Software (https://pymol.org/2) benutzt.

2.11.2 Analyse der RNA -Seq Daten

Die generierten Reads wurden mit dem Programm NextGenMap (v. 0.4.12) unter
Verwendung der Standardparameter gegen das humane Referenzgenom
(GRCh38.p2) bzw. das C. albicans Referenzgenom (Assembly 21) gemappt [142]. Die
Quantifizierung der Transkripte in read counts oder als normierte RPKM-Werte (=

reads per kilobase of exon model per million mapped reads; nach Mortazavi et al.
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[143] EDVLHUW DXVVFKOLH% OLFK DX Ilu@ddély mXpRedFROXIQJ HLQG
Uber die Gencode annotation v22 bzw. die Annotation von Grumaz et al. [144] mittels

des Python-Skript “rpkmforgenes.py” (http://sandberg.cmb.ki.se/rnaseq/). Die
Identifizierung differentiell exprimierter Gene erfolgt mit dem Programm edgeR

(Version 3.4.2 KWWSV ELRFRQGXFWRU RUJ SDFNDJHV UHOHLEL
basierend auf den rohen read counts von je drei biologischen Replikaten [145]. Um

IDOVFK SRVLWLYH 6LJQDOH ]X RL Qlbiednkl Wit Qliffe2tiiGHQ U
exprimierte Gene mit einer false discovery rate )'5 HL Q RAFC(fRId

i RGHU - X Q & EAMY¢dbEmt @R thillion reads) > 4 betrachtet.

FUr humane Gene wurde eine false discovery rate )'5 HL @ FO Rald

change " i RGHU - X Q2GCHHL @ou6t Bbér million reads) ! DOV

Selektionskriterium gewahlt.

change
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Ergebnisse

1 Sequenz- und Struktureigenschaften von Rbelp und Rbt4p

RBE1 und RBT4 kodieren fur zwei relativ kleine Proteine mit einem theoretischen
Molekulargewicht von 30 kDa bzw. 38 kDa. Beide Gene liegen weit entfernt
voneinander auf Chromosom 1. Interessanterweise befindet sich ein weiteres PRY-

Gen 0rf19.6200 direkt downstream von RBT4 ZDV P|JOLFKHUZHLVH DXI
Genduplikationsvorgang hinweist. Wahrend die zwei RBE1-Allele LGHQWLVFK VLQ¢
unterscheiden sich die Allele von RBT4 LQ D FKW % D Wia a1 Pudtél&ch von

sechs Aminosauren an verschiedenen Positionen des Proteins fihrt.

RBT4 MKFSQVATTAATFAGLTTAETAYVTQTRGVTVGETATVATTVT —VGATV-———TGGDQG 54
RBEL MKITNTLLNA-—————=——=——~ -— AALLAVTEAATITEFFTASTQT 32
PRY1 MKLSKLSILTSALATSALAAPAVVIVTERAHEAAVVTVQGVVYVENGQTRTTYETLAPAS 60
PRY2 MKFSKVSLLAA-SASVALSAPVAVTVTQHVHQAATVVVQGIVRVENGQTLTTFITKGTQT 59
KA e oww . . * *
RBT4 QDQ--V--—-QQSAAPEAGDIQQSAVPEADDIQQSAVPEAEPTADADGGNGIAITEVFTT 108
RBEL LEVT e ~———QTSQTVVATKSF~———=——————————— 48
PRY1 TAT-PTSTATALVAPPVALSSASSNS———————— DAVLE 90
PRY2 ASASPVTTT-——-SAPIVVANAQVDSIATSVIQESAVVAESATFEE -~ -SSTETSEAFST 112
RBT4 TIMGQEIVYSGVYYSYGEEHTYGDVQVQTLTIGGGGFPSDDQYPTTEVSA——-EASPSAV 165
RBEL 1 SAPPKQLTSKTQDSTSPTTSSVNSLT 79
PRY1 ALKNLASVH-——————— GKTTDSTTTLTPSESTSQSLAQATTTSTPAA——————— 130
PRY2 ATATIQAVQTSA---—S————— ATQDDVTTTLTSSTQPASTTTPTTTTTSPTTTTSETTT 163
CAP3
RBT4 TTSSAVATPDAKVPDSTKDASQPAATTASGSSSGSNDFSGVKDTQFAQQTLDA R 225
RBEL -SSSATSYVETTTPAPSSSTLT-TSTISSSTASEDSDATPTADVEFAEE T LKE| L 137
PRY1 --ASTTSTPAATTSTPAATTTT-———- SQAAATSSASSSDSDLSDFASSVLAR L 183
PRY2 ASPTTTASPTTTTASPT-————————— TATTTQSTASSTQSSSSDFSTSMVNEHNTKRAL 213
T - - - - 1 . : :*: . *k kA
CAP4
RBT4 HG-VPDLTWDATYVYEYAQKFAD-QYSCSG-NLOHSGGKY|GENLAVGYADGARALQAWYEE 282
RBEL HG-VPALSWSNKLAEYAQDYANTGFDCSNLNLKHSGGPYGENLAAGYMGGISPVDAWYDE 196
PRY1 HKDTPALSWSDTLASYAQDYAD-NYDCSG-TLTHSGGPYGENLALGYD-GPAAVDAWYNE 240
PRY2 HKDTGSLTWSDTLATYAQNYAD-SYDCSG-NLVHSGGPYGENLALGYG-TTGSVDAWYNE 270
* . *ak . Ak ak. s xRk kkkdk KEAEkAA kK Lok ok
CAP1
RBT4 AGKDGLSYSYGSSSVYNHFTQVVWRSTITKLGCAYKDCRAQNWGL] 342
RBE1 TSMVDWNN-VDFTESTGHFTQLVWRSTITQVGCAKMMCS - TAWR( 254
PRY1 ISNYDFSN-PGFSSNTGHFTQVVWKSTITOVGCGIKTCG - GANGI 297
PRY2 ITSYDYSN-PGFSESAGHFTQVVWKGTSEVGCGLKSCG-GAWGL 327
. JFEFhFh ok k| akK * *

RBT4 PKTGKSYMAENVLRPQ— 358
RBE1 VTSGHSYFVDNVLPPLK 271
PRY1 =~ - YADNVEPLA- 306
PRY2 - FADNVMPLA- 336

LIEF

Abb. 7 : Sequenzvergleich zwischen Rbt4p, Rbelp, Prylp und Pry2p. Das Sequenzalignment wurde
mit Hilfe des Onlinetools Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) erstellt. * = identische
Aminosauren; - = konservierte Substitution; : = semikonservierte Substitution. Die CAP-Motive (CAP1-
CAP4) sind zusétzlich hervorgehoben.
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'LH 6HTXHQ]JLGHQWLWIW J]ZLVFKHQ 5EH S XQG 5EW S LVW PLV
wobei hierfur hauptsachlich die schwach konservie UWHQ % HUHLFKH DX%HUKDO
Doméne verantwortlich sind (Tabelle 21 Abb. 7). Innerhalb der CAP-Domane ist die
Sequenzidentitat mit ca. 47% deutlich hoher. Vergleicht man die Proteinsequenzen
von Rbelp und Rbt4p mit denen der CAP-Proteine Prylp und Pry2p aus S. cerevisiae
JHLIJW VLFK GDVV EHLGH 3URWHLQH JU|%HUH 6HTXHQ]IKQC
Gleichzeitig haben sich die Prylp- und Pry2p-Sequenzen untereinander weniger stark
GLYHUVLIL]LHUW ZLH GLH 6HTXHQ]JHQ YRQ 5EH S XQG 5EW ¢

Tabelle 21: Sequenzidentitat zwischen Rbelp, Rbt4p, Prylp und Pry2p. Die prozentuale
Sequenzidentitat in der Gesamtsequenz bzw. der CAP-Doméne zwischen den Proteinen basierend auf
einem paarweisen Sequenzvergleich mit dem Alignment-Programm vom European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI) (www.ebi.ac.uk/Tools/psa).

Rbelp Rbt4p Prylp
Rbelp
Rbt4p 1%/ 4%
Prylp 3%/ 7% 1
Pry2p 8 349 %/ 2%

Um den mdoglichen Einfluss dieser Sequenzunterschiede auf die Struktur von Rbelp

XQG 5EW S HLQVFKIW]HQ ]Xittald @aridiQgie-EEdelerung ein 3D-
Strukturmodell der CAP-Domane von Rbelp und Rbtd4p erstellt. Das hierfur

verwendete Programm VX FKW QDFK KRPRORJHQ 3URWHLQHQ PLW EF
nutzt diese zur Modellerstellung [141]. Die erhaltenen Homologie-Modelle der CAP-
'RPIQHQ ]HLJH QstruktuRete Hhnlichkeit zur CAP-Doméane von Prylp und

haben einen theoretischen RMSD (root-mean-square deviation of atomic positions)-

‘HUW YRQ c S5EH8SBA (RHZp). 'LH JU|%WHQ 8Q WIUBTK LHGH 1)
von Prylp entstehen durch die Insertion einer kurzen Aminosauresequenz am C-

Terminus von Rbelp und Rbt4p (Abb. 7) die in einer Loop-Region liegt (Pfeile Abb.

8 $X%HUGHP XQWHU VME K&hg& bhQ ded Rltreten von Sekundéar-
strukturelemente in verschiedenen Sequenzbereichen (Pfeile Abb. 8).
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Abb. 8: 3D-Struktur der CAP- Doménen von Prylp, Rbelp und Rbt4p. Die 3D-Struktur von Prylp
basiert auf PDB- (LQWUDJ HWH Z|kMdd€)ésvod IRHelp und Rbtdp durch Homologie-
Modellierung mit dem I-Tasser Server (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) erstellt wurden. Die
Pfeile markieren strukturelle Unterschiede zwischen Prylp und Rbelp bzw. Rbt4p. Die vier CAP-Motive
sind farblich hervorgehoben (CAP1: griin; CAP2: violett; CAP3: rot; CAP4: orange).

2 Molekulare Analyse von Rbelp und Rbt4p in C. albicans

2.1 Lokalisation

Die funktionellen Eigenschaften eines Proteins korrelieren mit dessen subzellularer
Lokalisation und den hierdurch ermdglichten Interaktionen. Lokalisationsdaten kénnen
somit einen ersten Hinweis auf die molekulare Funktion eines Proteins geben. Die
meisten eukaryotischen CAP-Proteine besitzen eine N-WHUPLQDOH 6LJQDOVH"
wodurch die Proteine den klassischen sekretorischen Weg durchlaufen. Werden die
Proteine hierbei nicht durch molekulare Interaktionen in zellularen Organellen oder der
Plasmamembran bzw. Zellwand zurick JHKDOWHQ JHi®OdeQextazelllaren
Raum. Auch Rbelp und Rbt4p verfugen lber ein N-terminales Sekretionssignal und
besitzen gleichzeitig keine Transmembrandomanen oder Sequenzmotive fur das
Anbringen eines GPI-Ankers. Entsprechend ist HV DXFK QLFKW <HBSSUDVFKH



Ergebnisse 80

Peptide beider Proteine erstmals bei einer massenspektrometrischen
Sekretomanalyse von C. albicans gefunden wurden [119]. Rbelp-Peptide detektierte

man hierbei DXV VFKOLH ¥uuklFBH WPWDQG YRQ +HIH]JHOOHQ ZIK|
hauptséachlich von Hyphenzellen sekretiert wurde. Das Auftreten beider Proteine im

Uberstand und das Fehlen von Transmembrandomanen oder GPI-$QNHUVHTXHQ]HQ
V F K O L H %0 W&k Lexalishtibn allerdings nicht grundsatzlich aus. Aufgrund dessen

wurde in dieser Arbeit die zellulare Lokalisation von Rbelp und Rbt4p in Abhangigkeit

der Morphologie von C. albicans naher untersucht. Hierzu wurden Rbelp und Rbt4p

als Fusionsproteine mit einem C-terminalen V5/Hise-Tag exprimiert und durch

Immunfluoreszenzmikroskopie visualisiert.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten interessanterweise eine polare
periphere Lokalisation von Rbelp in Hefezellen (Abb. 9A). Dieses Lokalisationsmuster
ist VHKU VSH]LILVFK GD H\ddér@btpS/B-ExQriiededéiZellen nicht
zu beobachten war. Rbelp scheintan .Q RV S X Q JV \sayethanreh Qudding sites
lokalisiert zu sein. Diese spezialisierten Strukturen dienen der vegetativen Vermehrung
und zeichnen sich durch eine besondere Exposition des N-Acetylglucosamin-
Polysaccharids Chitin aus. Auch nach der Zellteilung verbleiben Chitin-reiche
Knospungsnar E H @sogenannte bud scars LQ GHU =HOOZDQGzwcHU O0XW
Tochterzelle bestehen. Eine Farbung von N-Acetylglucosamin mit Fluorescein-
isothiocyanat-gekoppeltem  Weizenkeim-Agglutinin  (FITC-WGA) zeigte eine
eindeutige Ko-Lokalisation von Rbelp mit Chitin (Abb. 9B).

Weizenkeim-Agglutinin bindet bevorzugt an exponiertes Chitin in Knospungsnarben

und nur schwach an Chitin in der lateralen Zellwand [146] ZDV GLH /RNDOLVDWLF
Rbelp an Knospungsstellen bestétigt. Die Lokalisation oder Synthese von Chitin
VHOEVW VFKHLQW LP 8PNHKUVFKOWYYEBOD HU FHQ OV &Q DEL
Deletion von RBE1 keinen Einfluss auf die zellulare Verteilung von Chitin hatte (Abb.

9C).
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A Rbe1p Rbt4p

Hefe Hyphe Hefe Hyphe

DIC [

o-V5

merge |

w
(9]

Rbe1p WT Arbe1

Abb. 9: Lokalisation von Rbelp und Rbt4p in  C. albicans Hefe- (YPD, 30°C) und Hyphenzellen

(RPMI, 37°C). (A) Indirekte Immunfluoreszenz-Féarbung von Rbelp-V5 und Rbt4p-V5 mit primérem
Maus anti-V5 Antikdrper und sekundarem Alexa Fluor 555-gekoppeltem anti-Maus Antikérper (rot). Fir
Rbel-V5 in Hyphenzellen bzw. Rbt4-V5 in Hefe- XQ G +\ S K H QkprrBe@ dt2danger Belichtungszeit
(= 1.500 ms) im Vergleich zu Rbel-V5 in Hefezellen (Belichtungszeit = 200 ms) kein spezifisches

Fluoreszenzsignal beobachtet werden. Innerhalb des gestrichelten Rechtecks ist ein ausgewahlter

%LOGDXVFKQLWW XP YHUJU|% HUW ZR UE) Mg inQ(B) %t MUBEEZNCEED O N H Q
Farbung von N-Acetyl-Glucosamin durch FITC-gekoppeltem Weizenkeim-$JJOXWLQLQ :*$
0D % VW D EV E D @) WQA-Farbung von Wildtyp-Zellen (WT) und “rbel-=HOOHQ OD%VWDEVEDO

10 pm.
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In Abhangigkeit der Wachstumsphase variiert die Proteinzusammensetzung der
Zellwand stark und wirkt sich so zum Beispiel auf deren Permeabilitat oder
Glucanase-Resistenz aus [147]. Da die Lokalisation von Rbelp an den
Knospungsstellen sowohl in der exponentiellen als auch in der stationaren
Wachstumsphase von Hefezellen beobachtet ZXUGH 'DWHQ QL$cKemtdsH]HLIW
keinen direkten Zusammenhang zwischen der Wachstumsphase und der

Proteinexpression/Lokalisation zu geben.

Wahrend Rbelp unter Hefewachstumsbedingungen somit auch Zellwand-assoziiert
vorliegen kann VFKHLQW G5EW S sbkREK WU Wetdirl YSdibzellulare
Lokalisationinden 2UJDQHOOHQ GHYVY VHNUHWRULVFKHESBUDW LH
wurde in Immunfluoreszenzaufnahmen fir keines der beiden Proteine detektiert

(Daten nicht gezeigt).

*HQHUHOO N|QQHQ 3URWHLQH GLH NHLdeHGRWABKE&VPHPEUI
D X1 ZHLMHPTzen durch verschiedene Mechanismen in der Zellwand verankert

werden. Hierbei denkbar sind nichtkovalente Interaktionen mit anderen
=HOOZD QG SURW-Hdn§itMeQ VerknOpgfubgerl. dber - *OXFDQ RGHU
Disulfidbriicken-vermittelte Verankerung. Um einen detaillierteren Einblick in die

Verteilung und Lokalisation von Rbelp wund Rbt4p unter Hefe- und
Hyphenwachstumsbedingungen |X EHNRPPHQ ZXUGHQ GHU =HOONXOW
verschiedene Zellwandfraktionen im Folgenden auf die Anwesenheit von Rbelp und

Rbt4p untersucht.

Eine Western-Blot Analyse des Zellkulturiberstands |HLJWH G D Vwid Rbtéip S
wéahrend der SDS-PAGE sehr viel langsamer migrieren als es ihre Primérsequenzen

vermuten lassen (theoretisches Molekulargewicht: Rbelp a N'D HE®8 kDa)

(Abb. 10). Fur beide Proteine wurden Antikdrpersignale mit variierendem apparentem
Molekulargewicht und unterschiedlichen Intensititen GHWHNWLHUW ZDV
posttranslationale Modifikationen und/oder Oligomerisierung hinweist. Im Uberstand

von Hefezellen wurden drei Signale fur Rbelp EHREDFKWHW HLQH VHKU LQWI
bei ~75 kDa und zwei schwache unscharfe Banden bei ~ 120 kDa und ~135 kDa

(Abb. 10 6 S X U Fur Rbt4p war nur ein sehr schwaches Signal bei ~120 kDa
detektierbar (Abb. 10 6 S X Um Gegensatz hierzu war in Hyphenzellen nur die ~75

kDa Bande von Rbelp sichtbar (Abb. 10 6SXU | » UjedoERN\EIS sehr viel
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intensiveres und unscharfes Signalmuster zwischen 140 kDa und 240 kDa (Abb. 10

Spur 7). Die Western-Blot Analyse des Zellkulturiberstands bestéatigt soPLW GDVV
Rbelp hauptsachlich von +HIHJHOOHQ H[SULPLHUW XQG ¥¢sMtu HWLHUV
fur Rbt4p umgekehrt verhdlt. Zudem wird GHXWOLFK GDVV GLH 3l

wachstumsformabhangig modifiziert und prozessiert werden.

Uberraschenderweise filhrte die Behandlung von Hefezellwanden mit Disulfid-
UHGX]LHUHQGHQ 5H EIMErapidethgholdder Dithiothreitol (DTT) zu einer

starken Freisetzung von Rbelp (Abb. 10 6 S X)UDiese Disulfidbriicken-vermittelte
=HOOZDQGDVVR]LDWLRQ VFKHLQW VHKU VSH]LILVRK ]X VH
Rbt4p-V5-exprimierenden Zellen nicht zu beobachten war (Abb. 10 6 S XU . Die

Menge an DTT-solubilisierbarem Rbelp LVW GHXWOLFK K|KHU DOV GHU $Q
QRUPDOHQ )OLH % 30ady-$iate) thZder-2eMvand erwarten wirde. Zudem

unterschied sich das detektierte Bandenmuster deutlich von den Signalen im

Uberstand. Es wurde eine zusétzliche Bande bei ~90 kDa sichtbar gleichzeitig war die

Bande bei ~135 kDa sehr viel intensiver.

Rbe1p Rbt4p

Hefe Hyphe Hefe Hyphe
S P S P S P S P

2

260 kDa —|

140 kDa —| o
.

100 kDa — a
70 kDa — .

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 10: Expressionslevel von Rbelp und Rbt4p in verschiedenen Zellfraktionen. Nachweis von
Rbelp und Rbt4p im Uberstand (S) und in der DTT-léslichen Zellwandfraktion (P) von C. albicans Hefe-
und Hyphenzellen durch Western-Blot mit anti-V5 Antikérper. Gleiche relative Volumina bezogen auf
die Zellfraktion wurden auf das Gel aufgetragen.
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Die Ergebnisse der Western-Blot Analyse decken sich somit mit den
,PPXQIOXRUHV]IHQ]DXIQDKPHQ XQbBlpEil MafereenI+i@ine®@DVYV 5
deutlichen Anteil Zellwand-DVVR]LLHUW Yréd ®htép MunstidutiK sekretiert
wird. Die Verankerung von Rbelp in der Zellwand wird durch Disulfidbriicken vermittelt
und diese Zellwand-assoziierte Form scheint anders modifiziert oder aufgebaut zu sein

als die extrazellulare Variante.

2.2 Glykosylierung

'LH *O\NRV\OLHUXQJ YRQ 3URWHLQHQ KDW HLQHQ JUR%HQ (
(LJHQVFKDIWHQ 6WDELOLWI1¥8] X ®X%. HXUpEhHBLeR @iD Gtarkv | W
glykosylierten  Zellwandproteine von C. albicans G L Rermeabilitat  und
Oberflachenladung G HU =H Oubddee6 Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(pathogen-associated molecular patterns 3$03V |+ UErkehndng durch das

angeborene Immunsystems dar [147].

Rbelp und Rbt4p besitzen beide Serin/Threonin-reiche Regionen G L H n8dReNCH
Glykosylierungsmotive beinhalten. Rbelp besitzt zusatzlich noch ein potentielles C-
terminales  N-Glykosylierungsmotif  (N254—7 ZHOFKHV nVLdeK L
Aminosauresequenzen von Rbt4p oder Prylp und Pry2p aus S. cerevisiae nicht findet
(Abb. 11A). Der potentiell glykosylierte Asparaginrest von Rbelp ist im 3D
Homologiemodell zudem an der Oberflache des Proteins lokalisiert und ware damit

auch fur den Oligosaccharyltransferase-Komplex im ER zugénglich (Abb. 11B).

Sowohl die in silico Vorhersage als auch das SDS-PAGE Laufverhalten deuten auf
ORGLILNDWLRQHQ YRQ 5EH S XQG 5EW S GXUFKer*O\NRV\(
Glykosylierungsstatus der Proteine im Folgenden naher analysiert wurde. N-
glykosidische Bindungen lassen sich enzymatisch durch das Enzym Peptid-N-

Glycosidase F (PNGase F) abspalten Z H O Fi€ lglykosylierten Asparagin-Reste zu

Aspartat deaminiert und so die Oligosaccharide freisetzt. O-glykosidische Bindungen
]ZLVFKHQ GHQ *O\F D Q HHyQréexdgruppe det @i@inosauren Serin oder
7KUHRQLQ ODVVHQ VLFK GXUFK dnerN EEOninidfuigbreaionQ JHQ L«
hydrolysieren.
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Die -Eliminierungsreaktion resultierte in einem schnelleren SDS-PAGE Laufverhalten
von Rbelp und Rbt4dp und starker fokussierten Banden im Vergleich zu den
unbehandelten Proben (Abb. 11C). Diese Veranderungen deuten auf eine O-
Glykosylierung beider Proteine unter den betrachteten Bedingungen hin. Die O-
'HIJO\NRVV\OLHUXQJ VFKHLQW MHGRFK XQYROOWWMI@GLJ X \

apparenten Molekulargewicht nicht besonders ausgepragt sind.

, P *HJHQV D WHlinhkierubig fuhrte die Behandlung der Proteine mit PNGase F

nur im Falle von Rbelp | X HLQHU 9HUVFKLHEXQJ GHV DSSDUHQWHQ
wéahrend das Laufverhalten von Rbt4p unverandert blieb (Abb. 11C). Diese
Verschiebung war relatv JHULQJ MHGRFK VRZRKO LP hEHUVWDQG D
extrahierten Zellwandfraktion zu beobachten. Die beiden Rbelp-Banden der
Zellwandfraktion bei ~75 und ~90 kDa bildeten nach PNGase F Behandlung eine

einzelne N'D % D @ekcHe mdglicherweise die vollstandig N-deglykosylierte Form

von Rbelp darstellt. Uberraschenderweise war die 135 kDa Bande von Rbelp in der
Zellwandfraktion auch nach Enzymbehandlung immer noch prasent ZDV DXI|I HLQH

glykosylierungsunabhangige Bildung von stabilen Proteinkomplexen hinweist.

Interessanterweise scheint auch die Verfuigbarkeit von Glucose in Hefezellen einen
Einfluss auf die Glykosylierung von Rbelp zu haben. Vergleicht man das apparente
Molekulargewicht von Rbelp |ZLVFKHQ id @ ®Ed@m mit 2% Glucose oder
*OXFRVH JHZDFKVHQ VLQG IIOOW DXI GRWV QLHC(
Verschiebungen im Molekulargewicht fiihren (Abb. 11D). Diese Anderungen im
Laufverhalten beobachtet man sowohl im Uberstand als auch in der DTT-extrahierten
Zellwandfraktion und sie ahneln stark dem Effekt der PNGase F Behandlung.
$X%HUGHP VFKHLQW GHU $QWHLO GHU N'D %DQGH LQ G
:DFKVWXP PLW *OXFRVH GHXW/Odlieherwkisé %sitttsichxdie/ H L Q
Verfligbarkeit von Glucose also auf die N-Glykosylierung von Rbelp aus.
Die $QDO\VH GHV *O\NRV\OLHUXQJVVWDWXV YRQ 5EH S XQG 5
dass beide Protein O-JO\NRV\OLHUW ZHUGHQ ZIKUdfierentRIENM S [XVIW
glykosyliert wird. Aussagen bezuglich der Quantitat der Glykosylierung sind schwer zu
WUHIIHQ GD GLH 9R DeQlykd¢yligargdrnddktionen@ieht/beurteilt werden

kann.
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Abb. 11: Analyse des Glykosylierungsstatus von Rbelp und Rbt4p. (A) Multiples
Sequenzalignment zwischen Rbelp (C. albicans 5 EWC.&lbicans 3 U\ SScerevisiae) und Pry2p
(S. cerevisiae) mit potentiellem N-Glykosylierungsmotif (NVT U RWler Rbelp Sequenz. (B) 3D-
Homologie-Modell von Rbelp mit potentieller N-*O\NRV\OLHUXQJVVWHOOH 1 URW /LQN
rechts: Oberflachenansicht. (C) Die Proteine aus dem Uberstand (S) und der DTT-l6slichen
Zellwandfraktion (P) wurden mit PNGase F enzymatisch N-deglykosylierW E]Z G X8lirkitderung
chemisch O-deglykosyliert. Die Detektion von Rbelp und Rbt4p nach SDS- 3 $ * ( erfolgte durch einen
Western-Blot mit anti-V5 Antikorper. (D) Expression und Laufverhalten von Rbelp im Uberstand (S) und
in der DTT-l8slichen Zellwandfraktion (P) nach Wachstum von C. albicans Hefezellen in Medium mit

RGHU * O Wdt BOYAH Die Detektion von Rbelp nach SDS-3$*( HUIROJWH GXUFK HL(
Western-Blot mit anti-V5 Antikérper.

2.3 Protein -Protein Interaktionen

Die Dimerisierung von Proteinen kann zu verbesserten strukturellen und funktionellen
Eigenschaften fihren und so zum Beispiel GLH 3URWHLQVWDELOLWIW I
Zuganglichkeit zum aktiven Zentrum verandern oder neue Bindungsstellen schaffen

[149]. Dimerisierung wurde fur verschiedene CAP-Proteine beobachtet und scheint fur

einige Familienmitglieder ein wichtiges Charakteristikum zu sein > . @
Aufgrund des apparenten Molekulargewichts und der Stabilitatt gegeniber
Deglykosylierung ZXUGH YHUPXWHW GDVV HV VLFK EHL GHU N"I
der Zellwandfraktion moglicherweise um ein Dimer handelt. 'DV DOWHUQDWLYH 6]H¢
wonach es sich bei der 75 kDa Bande bereits um ein Rbelp-Homodimer
(theoretisches Molekulargewicht Rbelp-Dimer: 64 kDa) handelt ZIKUHQG GLH N'D
%DQGH GXUFK 7HWUDPHULYV L Hlfgt@d fadlendey &XpeknwntelieK U G H

+ L Q ZH LaltHeher unwahrscheinlich betrachtet. Im Folgenden wird deshalb
DQJHQRPPHQ GDVV HV VLFK EHL G HHglp-MNA@nesaqpetH XP HLQ

Um zwischen einem Homodimer und einem heterologen Proteinkomplex
XQWHUVFKHLGHQ ]X d¢|QrQ-Higle Zekvdr@fraktion des rekombinanten
Rbelp-V5 Stamm V und des zugehdrigen parentalen Stamms mittels V5-Affinitats-
chromatographie aufgereinigt G X U F K-PBGE aufgetrennt und die erhaltenen
Proteinbanden massenspektrometrisch analysiert. Das Coomassie-gefarbte Gel
zeigte eine deutliche Anreicherung von zwei Proteinbanden bei ~75 kDa und ~135
KDa in der Elutionsfraktion des Rbelp-V5 Stamms (Abb. 12A).



Ergebnisse 88

A B

w
o

V5-Aufreinigung

w
o
L

Kontrolle Rbe1p-V5

140 kDa —
q +— Dimer
-

[
o

Kontrolle
HRbe1p-V5

N
o

100 kDa —

Anzahl detektierter Peptide

70 kDa — T— Monomer

Cc
Ansatz 1 Ansatz 2
& o o &
s & F
N v b o
140 kDa —
- -

100 kDa —

70 kDa — - —

50 kDa —

40 kDa —

Abb. 12: Aufreinigung und ldentifizierung des Rbelp Homodimers. (A) Anreicherung der zwei

Rbelp-V5 Banden durch V5-Affinitdtschromatographie der DTT-l6sliche Zellwandfraktion. Als Kontrolle

wurde die DTT-l6sliche Zellwandfraktion des ungetaggte Parentalstamm verwendet. Nach V5-

Aufreinigung wurden die Elutionsfraktion durch SDS-3$*( DXIJHWUHQQW PLW &RBEEPDVVLH %L
gefarbt und die Gelbanden bei ~75 kDa (Monomer) und ~135 kDa (Dimer) durch Nano-LC-MS/MS

analysiert. (B) Quantitativer Vergleich zwischen den massenspektrometrisch detektierten Peptiden in

der 135 kDa Bande der Rbel-V5 Probe und der Kontrolle. Es sind nur Proteine auf JHOLVWHW GLH Pl
mindestens 2 Peptiden identifiziert wurden. Eine Liste aller identifizierten Peptide findet sich im Anhang

(Tabelle 22). (C) Die Extraktion des Rbelp-Homodimers ist abhdngig von der Behandlung der Zellwand

mit  Disulfid-reduzierenden = Reagenzien wie beta-OHUFDSWKRHWRDQRQIKUKKQG
Natriumdodecylsulfat(SD6 LQ K|KHUHQ .RQJHQWUDWLRQ - GLH ,QWHUDNWLRQ
aufhebt. Fur den Nachweis wurden Zellwandproteine in zwei verschiedenen sequentiellen Ansatzen

aus C. albicans +HIHIJHOOHQ H[WUDKLHUW $QVDW] XQ ¢ VD QI FRARRIDBF,H QV %o
$QVDW] (IWUDNWLRQ PLW 6'6 X-QBE Mexy EXrahieHdm PrQehe wutien

D QVFKOLH % HQ G-RAQEHUfgetiddnteUrél Rbelp-V5 durch einen Western-Blot mit einem anti-

V5 Antikorper nachgewiesen.
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'LHVH ]ZHL % D Q@ HaRugeh@rigen Bereiche einer Kontrollprobe ZXUGHQ DXV
dem Gel ausgeschnitten und mittels Nano-LC-ESI-MS/MS (nhano-liquid

chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry) analysiert.

(UZDUWXQJVIHPI% ZDUHQ 3HSWLGH weBleid kdE®WSH QX J H@R UBEHXD

Banden des Rbelp-V5 Stamms im Vergleich zur Kontrolle stark angereichert (Abb.

12B). $ XFK 3 HS W ich Hem&tddminalen V5/His6-TDJ | XRUGQHQ ODVVHQ NEF

nachgewiesen werden. Die wenigen Rbelp-3HSWLGH GLH LQ GHQ .RQWL

GHWHNWLHUW ZXUGHQ VLQG VHKU ZDKUVFKHLQOLFK GXUF

Affinitdtsmatrix zu erklaren. Die Abdeckung der Rbelp-V5 Proteinsequenz durch die

detektierten Peptide betrug fir die 75 kDa Bande 29% und fur die 135 kDa Bande
(UZDUWXQJVIHPI% ZX-te@&HaenNoder Qatentiell O-glykosylierten

Peptide aus der Serin/Threonin-reichen Region gefunden. Durch den Vergleich der

Peptidzusammensetzung zwischen den zwei Rbelp-V5 Banden konnte zudem kein

Unterschied bezuglich der abgedeckten Sequenzbereiche festgestellt werden. Es gibt

somit keinen Hinweis auf unterschiedliche proteolytische Prozessierung der zwei

Banden.

Vergleicht man die zusatzlich gefundenen Peptide zwischen dem Rbelp-V5 Stamm

XQG GHU .RQWUROOH ODVVHQ VLFK NHLQH NODUHQ TXDOLV
feststellen (Abb. 12B). 2EZRKO HV 3URWHLQH JLEH&N BaBdeH desSfNO XV LY
rekombinanten Stamms gef XQGHQ ZXUGHQ LVW GLH DEepiRiOsenw H $Q]DK
niedrig und deutet nicht auf eine stéchiometrische Interaktion hin. Es ist somit sehr viel
ZDKUVFKHLQOLFKHU GDVV HV VLFK EHL GHU N'D %DQG
handelt.

Um weitere Informationen Uber die Verankerung des Dimers in der Zellwand zu
HUODQJHQ nedeXxUDGH E]Z -ME D X MKtriumdodecylsulfat (SDS) als
Extraktionsmittel eingesetzt. Interessanterweise fuhrt die Behandlung von Zellwéanden
mit 2% SDS auch zu einer starken Freisetzung von Rbelp (Abb. 12C). Im Gegensatz
zur Behandlung mit DTT wurde nach Extraktion mit SDS jedoch nur die 75 kDa
Monomerbande von Rbelp detektiert (Abb. 12C). Eine sequentielle Extraktion mit SDS
XQG-0% JHLIJWH ded Wahrscheinlich nicht an einer unterschiedlichen
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Verankerung GHVY ORQRPHUV XQG GHV 'LPHUV LQ GHU =HOOZDOQ

Instabilitéat des Dimers bei sehr hohen SDS-Konzentrationen ¢2%).

Unabhangig hiervon VFKHLQW GLH 5EH S +RPRGLPHULVLHUXQJ DX
VHLQ GD VLH XQWHU GHQ VHKU VWULQJHQWHQ '"HQBbWXULHL
PAGE nicht aufgelost wird. Die Ausbildung SDS-stabiler Komplexe ist in
verschiedenen biologischen Kontexten zu beobachten und stellt ein wichtiges
Charakteristikum von Amyloidproteinen dar > . @teressanterweise wurde
EHREDFKWHW GDVV G DProtektXBGAPR-H in& ABwesenheit negativ
JHODGHQHU 3KRVSKROLSLGHQ ZLH 3KRVSKDWLRW.LQRVLW
Fur rekombinantes Rbelp und Rbt4p aus P. pastoris (s O HWKRGHQ 3EGFKQLWW
konnte eine solche Amyloidbildung mittels verschiedener Nachweisverfahren
(Thioflavin-7 ) O XRUH V] H Q] -sje@ifisdle ARtildorper) jedoch nicht beobachtet

werden (Daten nicht gezeigt).

3 Funktionelle A nalyse von Rbelp und Rbt4p

3.1 Heterologe Expression von Rbelp und Rbt4p in E. coli

Verschiedene funktionelle Analysen im Zusammenhang mit eukaryotischen CAP-
Proteinen wurden mit heterolog exprimierten Proteinen aus E. coli durchgefuhrt >
@Die hierbei fehlenden posttranslationalen Modifikationsmechanismen
scheinen sich nicht negativ auf die untersuchten funktionellen Eigenschaften der
Proteine auszuwirken. Vor diesem Hintergrund VRZLH GHU 7DWVDFKH GL
heterologe Proteinexpression in E. coli meist hohe Ausbeuten liefert [153] ZXUGH

entschieden Rbelp und Rbt4p fur funktionelle Analysen in E. coli zu exprimieren.

Fur die heterologe Proteinexpression in E. coli sind eine Reihe verschiedener
Vektorsysteme und Expressionsstamme beschrieben worden [153] ZREHL LPPHU HLC
optimales Verhdltnis zwischen der Ausbeute und Loslichkeit des Zielproteins
angestrebt wird. Zudem sollte das gewéahlte Expressionssystem eine spezifische und
einfache Proteinaufreinigung erméglichen. Ein weiteres wichtiges Auswahlkriterium far

die Expression vieler eukaryotischer Proteine ist die Fahigkeit des
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Expressionssystems Disulfidbriicken auszubilden. In Eukaryoten wird die Bildung von
Disulfidbriicken durch das Enzym Protein-Disulfid-lsomerase im ER katalysiert

wahrend Disulfidbricken bei Prokaryoten DXVVFKOLH % OLFK LP KathlydeSODV P D
von Dsb-Proteinen entstehen [154]. Eine Mdglichkeit Disulfidbriicken bei heterolog

exprimierten Proteinen auszubilden EHVWHKW GHVKDOEMIG 8ngnQ GLHYV
Signalpeptid zu fusionierHQ  Glén\VExport ins Periplasma steuert. Die Ausbildung

von Disulfidbricken im reduzierenden Milieu des Cytosols lasst sich D X %o H WdGrehP

Deletion cytoplasmatischer Reduktasen verbessern.

Fur die Expression von Rbelp und Rbt4p in E. coli wurde in dieser Arbeit das pET-
S9HNWRUV\VWHP DXVJHZIKOW GDV DXI GHU 51%$ 3RO\PHUD
basiert [155]. Das T7 RNA Polymerase/Promotor-System ist ein sehr starkes und
spezifisches Expressionssystem und ermoéglicht hohe Proteinausbeuten. Um die
Detektion und Aufreinigung der exprimierten Proteine zu vereinfachen wurden diese
mit einem Polyhistidin-Epitop fus L R Q L H UalVsowbR BN-terminale als auch C-
terminale Varianten getestet wurden. Da die Ausbildung von Disulfidbriicken ein
ZLFKWLJHVY VWUXNWXUHOOHV 0H U NRBCultdnQe&éhzddné RWHLQH
Moglichkeiten zur Disulfidbrickenbildung verglichen. Neben der gezielten
periplasmatischen /RNDOLVDWLRQ ZXUGHQ 5EiM ré&koQianteE® S D XFK
coli Stamm SHuffle® exprimiert. Dieser Stamm ermdglicht die cytosolische Ausbildung
YRQ 'LVXOILGEU*FNHQ GD HU I«U Yo Glr#hioh-RetQkkasérK LR U HG R
defizient ist und gleichzeitig die periplasmatische Protein-Disulfid-lsomerase DsbC

cytosolisch exprimiert [156].

Western-Blot Analysen der aufgereinigten Proteinlysate zeigten GDVV GLH
cytoplasmatische Expression von Rbelp und Rbt4p im E. coli Stamm SHuffle® LP
9HUJOHLFK ]XU SHULSODYVP RWhONeFeK IAGbEitsrU fdivty (DrRi@n

nicht gezeigt). Allerdings war die Ausbeute fur ein prokaryotisches Expressionssystem

generell eher gering. (UZDUWXQJVJHPI% PLJULHUWHQ G&ABE3URWHL
schneller als die glykosylierten C. albicans Varianten M H G R F Klahy®4azié&r \Als es

ihr theoretisches OROHNXODUJHZLFKW 5EH a NeriyarténEl&gsta N'D
(Abb. 13 $ & Die Fusionsproteine mit N-terminalem Hisio-Tag hatten eine hdhere

Affinitat zur Ni>*-NTA-Matrix als die Konstrukte mit C-terminalem Hise-TDJ ZDV VLFK
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positiv auf die Reinheit der Proteinpraparationen auswirkte (Daten nicht gezeigt). Im

Folgenden wurden deshalb nur noch diese Varianten verwendet.

A B
pET19b-RBT4 pET19b-RBT4 opt.
| D Wy Wy W3 | D Wy Wy W3
140kDa ] = e 140KkDa — s e
100 kDa —| S g— 100 kDa — | —
== —_—
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Abb. 13: Einfluss der Codon-Optimierung auf die heterologe Proteinexpression von Rbelp

und

Rbt4p in E. coli. Ni?*-NTA-Affinitatsaufreinigung von Rbelp und Rbt4p aus SHuffle® E. coli Stamme
mit den nativen RBE1 und RBT4 Gensequenzen (pET19b-RBE1; pET19b-RBT4) bzw. Codon-
optimierten Gensequenzen (pET19b-RBE1 opt.; pET19b-RBT4 opt.). Die entsprechenden Stamme
wurden fur 166 hmit 1 mM 137* LQGX]LHUW XQG DQVFKOLH%HQG GXUFK +RFKGUXI
Das Lysat (l) wurde auf eine Ni#*-NTA-6IXOH JHJH E H (Baule inGlteHSchritten mit steigender
Imidazolkonzentration gewaschen (W1-W3) und gebundenes Protein mit 500 mM Imidazol eluiert (E).
$QVFKOLH%HQG ZXUGHQ GLH YHUVFKLH-BARE l@gergmmNMALdRI3¢IGni. Q HLQHU

Coomassie G-250 geféarbt oder durch einen Western-Blot mit anti-Hiss Antikdrper entwickelt.

Auch nach Aufreinigung durch Ni*-NTA-Chromatographie war die erhaltene Menge

an rekombinantem Rbelp VR JHULQJ GDVV HLQ 1DFKZBibtmodghckU LP :HV
war (Abb. 13C 5EW S OLH% VLFK KLQJHJHQ DXFK GahiRgKk NROOR
nachweisen (Nachweisgrenze: ca. 30 ng) (Abb. 13A) (V ODJ GLH 9HUPXWXQJ
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dass die abweichende Codon usage zwischen C. albicans und E. coli ein Grund fur
die geringen Ausbeuten war. Die Codon usage korreliert mit der speziesspezifischen
Abundanz der fir die Aminosdaure NRJQDWHQ W51%$ XQG ZLUNW VLFK GD
die Translationseffizienz aus [157]. Basierend auf dieser Vermutung wurden beide
Gensequenzen in silico codon-RSWLPLHUW YROOVWIQGLJ VIQWKHWLVI
ausgewahlte Expressionssystem integriert. Die Codon-Optimierung fihrte verglichen
mit den urspriinglichen Konstrukten unter identischen Expressionsbedingungen zu
deutlich hoheren Proteinmengen (Abb. 13 % )&Es konnten Proteinausbeuten von bis
zu 3 mg/L fur Rbelp und Rbt4p HUUHLFKW ZHUGHQ DX%HUGHP ZDU C(

Proteine nach Ni?*-NTA-Chromatographie fir funktionelle Analysen ausreichend.

Neben E. coli wurden Rbelp und Rbt4p in dieser Arbeit auch in der methylotrophen

Hefe Pichia pastoris erfolgreich heterolog exprimiert. Die Expression der c-Myc/Hiss-
Fusionsproteine erfolgte unter dem Methanol-induzierbaren AOX1-Promotor im P.

pastoris Wildtypstamm X-33 (s. Abschnitt 2.4.7; 2.5.2). Hierfur wurden die endogenen

C. albicans *HQVHTXHQ]JHQ YHUZHQGHW ZREHL GLHV ]XU 6HNUH
in den Uberstand fiihrte (s. Anhang Abb. 28). Die Aufreinigung der heterolog
exprimierten Proteine aus dem Uberstand erfolgte durch Ni2*-NTA-Chromatographie

(s. Abschnitt 2.7.6) und lieferte sehr reine und konzentrierte Proteinpraparationen (s.

Anhang Abb. 28).

3.2 In vitro Sterolbindung

S$NWXHOOH )RUVFKXQJVHUJHEQLVVH ]JHLJHGQProte®@d®VYVY YH
Sterolmolekile binden und exportieren kénnen > -111]. Bislang wurde

diese Funktion fur einzelne Vertreter aus Pilzen 310DQ]JHQ n:ubdP debh

Menschen nachgewiesen. Das Genom von S. cerevisiae kodiert fur drei CAP-SURWHLQH
PRY1-PRY3 ZREHL GLH 'HeERMNVuE QRYZRIOn Export von intrazellular
akkumuliertem Cholesterolacetat in vivo blockiert [107]. Gleichzeitig binden beide

Proteine Sterolmolekiile wie Cholesterol und Cholesterolacetat mit submikromolarer

Affinitat in vitro [107].
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Fur Rbelp und Rbt4p wurde bis dato noch keine Sterolbindung EHVFKULHEHQ HLC
solche Bindung kénnte jedoch sowohl auf Pathogen- als auch Wirtsseite wichtige
physiologische Auswirkungen haben. Um die Sterolbindungseigenschaften von Rbelp

XQG 5EW S X XQWH U \di¥ awge@inigiex PrGteir@ aus E. coli in einem in

vitro [3H]-Cholesterol-Bindungsassay bei steigender Radioligandenkonzentration

inkubiert. Die Auftragung der gemessenen Radioaktivitat gegen die eingesetzte [°H]-
Cholesterolmenge zeigte fir beide Proteine ein Sattigungsverhalten bei hdheren
Cholesterolkonzentrationen (Abb. 14A). Eine solche hyperbole Bindungskurve ist
charakteristisch  fir eine spezifische Ligandenbindung ohne kooperative
Wechselwirkung. Aus der erhaltenen Bindungskurve lasst sich D X %o H U @ed P
Dissoziationskonstante XQG VRPLW DXFK GLH %LQGXQJVVWIUNH
bestimmen. Die Dissoziationskonstante Kq der Cholesterolbindung lag fir Rbt4p bei

a —0 XQG I*U 5EH S EHL a A Ver§l&AN z& RpElp Boviit eine

héhere Affinitdt zu Cholesterol.

120~y =w=Rbt4 K, =3.33 uM 120

~e-Rbe1 K=5.79 uM |

100

=23 -]
o o

Gebundenes [*H]-Cholesterol [%]
B
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Gebundenes [3H]-Cholesterol [%]

N
o

T T T T 1 0
0 100 200 300 400 500 [*H]-Chol +50 +50 +50 +50 +50 +50 +50
[3H]-Cholesterol [pmol] Chol - - +50 +500 - 450 +500
Proteln “ Rbet Rbtd

Abb. 14: In vitro Cholesterol- Bindung von Rbelp und Rbt4p. (A) Konzentrationsabhangige
Cholesterol-Bindung von isoliertem Rbelp und Rbtd4p aus E.coli. Fir die Bindungsreaktion wurden je
100 pmol Protein mit steigenden Mengen an [*H]-Cholesterol (100 - 500 pmol) inkubiert AQVFKOLH% HQG
wurden die Proteine durch Q-Sepharose von ungebundenem [°H]-Cholesterol getrennt und gebundenes
[®H]-Cholesterol durch einen Szintillationszahler quantifiziert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert +

Standardabweichung aus vier unabhangigen Experimenten. (B) Kompetitions-experiment mit



Ergebnisse 95

nichtradioaktivem Cholesterol. Fur die Bindungsreaktion wurden je 100 pmol Protein mit 50 pmol [°H]-
Cholesterol inkubiert und gleichzeitig durch 50 oder 500 pmol nichtradioaktives Cholesterol kompetitiert.
Die Ergebnisse der Kompetition sind relativ zur [*H]-Cholesterol-Bindung ohne Kompetition dargestellt.
Die Daten reprasentieren den Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.
Die statische Signifikanz der Daten wurde durch einen multiplen t-Test berechnet (* P < 0.05; ** P <
0.001; *** P < 0.0001).

Die zielgerichtete Mutagenese des CAP-Protein Pryl aus S. cerevisiae hat geze LJW

dass die aromatischen Aminoséuren im sogenannten Caveolin-Bindemotiv (CBM) fur

die Cholesterolbindung essentiell sind [112]. Die Sequenzahnlichkeit zwischen Rbelp

Rbt4p und Prylp ist in diesem Bereich allerdings eher gering (Abb. 15B). Einige der

essentiellen aromatischen Aminosduren sind in der Rbelp-Sequenz konserviert

(W202 ) Z | K U 8idQ &einer der aromatischen Reste in der Rbt4p-Sequenz

findet. FUr die Fahigkeit zur Sterolbindung ist die Identitdt der Aminoséuren jedoch
ZHQLJHU HQWVFKHLOHK®@® L XV 6GVUdhNdanX éhtspeethdnden
Aminosauren gebildet wird. Losliche Cholesterol-Bindeproteine besitzen sehr haufig
REHUIOIFKOLFK ]XJIQJOLFKH 9HUWLHIXQJHQ GLH GDV K\G!H
hydrophilen Umgebung abschirmen [158]. Vergleicht man die Oberflache der
Kristallstruktur von Prylp mit den Homologie-Modellen von Rbelp und Rbt4dp I1OOW D X
dass die CBM-Region in allen drei Proteinen oberflachlich zugangliche Vertiefungen

ausbildet (Abb. 15A) 5EW S EHVLW]W GLH NOHLQVWH 9HUWLHIXQJ
OLHdJdass ein Tyrosin-5HVW < GLH *U|%H GHU 9HUWLHIXQ.
, QWHUHVVDQWHUZHLVH JHLIJW 5EH S HLQH WXQQHOI|UPLJH
Proteins erstreckt. Diese Struktur ist fur Prylp und Rbt4p nicht sichtbar sie wird erst

durch die Substitution von sperrigen Aminosauren wie Tyrosin oder Prolin durch

kleinere Aminosauren wie 9DOLQ 9 e9maglicht. Des Weiteren sind auch
$PLQRVIXUHQ DX% HUK/D O E) G HaN dé& %uxsbildung der Tunnelstruktur

beteiligt.
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A

CBM CAP1 CAP2

RBT4 286 DGLSYSYGSSSVYNHFTQVVWKSTTKLGCAYKDCRAQNWGLYVVCSYDPAGNVMGTDPKTGKSYMAENVLRPQ~ 358
RBE1 200 VDWNN-VDEFTESTGHFTQLVWRSTTQVGCAKMMCS-TAWRQITVCEYLPRGNVIGLNVTSGHSYFVDNVLPPLK 271
PRY1 237 YDFSN-PGFSSNTGHFTQVVWKSTTQVGCGIKTCG-GAWGDYVICSYDPAGNYEGE--——--—~ YADNVEPLA- 299
PRY2 267 YDYSN-PGFSESAGHFTQVVWKGTSEVGCGLKSCG-GEWGDYIICSYKAAGNVIGE-======= FADNVMPLA- 329

Abb. 15: Struktur - und Sequenzvergleich zwischen  verschiedenen Caveolin -Bindemotiven

(CBMs). (A) 3D-Modell des C-7THUPLQXV YRQ 5EH S 5EW S XQG -8iddel® vdanhH +RPROI
Rbelp und Rbt4p wurden mitI-Tasser HUVWHOOW GLH 6WUXNWXU Y REnNt&BgSe®. EDVLHUW
Die oberflachlich zugénglichen Vertiefungen in den CBM-Regionen sind als graues Gitter dargestellt

XQG GLH $PLQRVIXUHQ GLH GLHVH 6W U XMNodeX. DieNNmipos&ilemtd¥Ed EBMHQ LP 6 W
sind zusatzlich rot eingefarbt. (B) Multiples Sequenzalignment der C-terminalen $SPLQRVIXUHQ LQNOXVL
&% 0 XQG &%$3 &$3 ORWLYH. abRans5 EBHESC.Slbicans 3 U\ SScerevisiae) und

Pry2p (S. cerevisiae). Aminosauren des CBM sind rot eingeféarbt.

3.3 In vivo Steroltransport

Nachdem die in vitro Sterolbindung durch Rbelp und Rbt4p experimentell bestatigt

Z X U Gsblite diese Interaktion auch in vivo analysiert und in einen funktionellen

Kontext eingeordnet werden. 8P KHUDXV]XILQGHQ RE 5EH S wW&®QG 5EW
Prylp und Pry2p auch am zellularen Export von Sterolen EHWHLOLJWe ¥ QG ZX
Komplementationstest in S. cerevisiae durchgefuhrt. Hierzu wurden RBE1 und RBT4

in Ham-defizienten S. cerevisile =HOOHQ H[ $WdeRdnHdieWGene fir die
Steroldeacetylase SAY1 und die zwei CAP-Proteine PRY1 und PRY2 deletiert sind.

Diese Mutanten konnen aufgrund ihrer Ham-Defizienz Cholesterol unter aeroben
%HGLQJIJXQJHQ Dgteichztikid>fth@ die Deletion von SAY1 und PRY1/PRY2

allerdings zu einem Exportstopp und der intrazellularen Akkumulation von acetyliertem

Cholesterol [107]. Durch Wachstum der zu testenden Stamme in Anwesenheit von
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[“C]-&KROHVWHURO XQG DQVFKOLH%HQGHU %HVWLPPXQJ GH
und extrazellularem Cholesterolacetat mittels Dinnschichtchromatographie wurde der

Sterolexport quantifiziert und zwischen den Stammen verglichen.

Abb. 16: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf den Steroltransport. (A) Die Expression von RBE1 und

RBT4 komplementiert den Defekt im Sterolexport in PRY1/PRY2-defizienten S. cerevisiae Zellen.

SU\ "SU\ "VD\ "KHHPOOHQ PLW /HHUYHNWRU REEH bzwd REJTH RV O NMeR U GHU

in Anwesenheit von [*C]-&KROHVWHURO NXOWLYLHUW GLH /LSLGH DXV GHF
=HOONXOWXU*EHUVWDQG 6 H[WUDKLHUW XQG DQIN&KIOH HEEHIHCG G XUFK
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STE = Sterolester; CA = Cholesterylacetat; FC = freies Cholesterol; * = nicht identifiziertes Sterolderivat.
(B) Cholesterlyacetat Export-Index der verschiedenen Stamme. Der Export-Index reprasentiert das
relative Verhaltnis zwischen exportiertem CA zur Gesamtmenge an CA. Die Daten zeigen den Mittelwert
+ Standardabweichung aus zwei unabhangigen Experimenten. Die statische Signifikanz wurde durch
einen multiplen t-Test berechnet (* P < 0.05; ** P < 0.001; *** P < 0.0001). (C) RBE1- und RBT4-Deletion
hat keinen Einfluss auf den Sterolimport in C. albicans. Die angegebenen C. albicans Stamme wurden
fur funf Tage in Medium mit [**C]-Cholesterol kultiviert und die aufgenommene Menge an [**C]-
Cholesterol taglich durch einen Szintillationsz&hler bestimmt. Die angegebenen Prozentwerte beziehen
sich auf die insgesamt zur Verfigung stehende Menge an [**C]-Cholesterol und reprasentieren die

Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei biologischen Replikaten.

(UZDUW X Q J VuhkieP difo Deletion der zwei PRY-Proteine im Vergleich zum

parentalen Stamm bzw. einer Leervektor- . R Q W UZr @ifeH starken Reduktion der
Cholesterolacetat-Konzentration im Zellkulturiberstand (Abb. 16A). Die Plasmid-

basierte Expression von RBE1 und RBT4 konnte den fehlenden Export von
Cholesterolacetat im “pryl "pry2-Stamm erfolgreich revertieren (Abb. 16A). Die
Quantifizierung GXUFK GHQ ([SRUWLQGH[ GDV 9HUKIOWQLV
Cholesterolacetat zur Gesamtmenge an intra- und extrazelluldrem & KROHVWHURODFH
zeigte dass der Sterolexport nach der Reversion ungefahr dem Level des parentalen

Stammes entsprach (Abb. 16B). Der Komplementationstest bestatigte somit die in vitro

Daten und macht deutOLFK GDVV 5EH Sawhi visdedds otential zur

Sterolbindung und dem Sterolexport besitzen.

Im Vergleich zu anderen Pilzspezies wie S. cerevisiae oder C. glabrata L& .\albicans
auch dazu in der Lage Sterolmolekiile unter aeroben Bedingungen aufzunehmen
[138]. Dieser Sterolimport ist allerdings auf post-exponentielle Wachstumsphasen
beschrankt [138]. Neben der Sterolexportfunktion von Rbelp und Rbt4p ist somit auch
eine Beteiligung am Sterolimport denkbar. Um eine solche Funktion zu GberSU I HQ
wurden die RBE1- und RBT4-Deletionsstamme in Anwesenheit von [**C]-Cholesterol
NXOWLYLHUW X Qdik Z2lisczietid RbdiddkiivBat quantifiziert.

Uber einen Zeitraum von 5 Tagen nahmen alle Stamme ca. 45% des vorhandenen
[“C]-&KROHVWHUROV DX| ZREHL GLH K|FKVWH $XI@Q®OKPHUDW
(Abb. 16C). Ein Unterschied in der Cholesterolaufnahme zwischen dem Wildtyp und
den Deletionsstammen konnte allerdings zu keinem Zeitpunkt festgestellt werden
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(Abb. 16C). RBE1 und RBT4 scheinen unter normoxischen Bedingungen somit nicht

am Sterolimport in C. albicans beteiligt zu sein.

3.4 Einfluss auf die Lipidhomodostase

Lipide sind essentielle Bestande LOH ELRORJLVFKHU OHPEUDQHQ
Energiespeicherung und sind wichtige zellulare Signaltransduktionsmolekile [159].

Aufgrund dessen ist die Aufrechterhaltung der Lipidhomdostase durch Regulation von

Neusynth H V Hnport und Export sowie Umsatz und Abbau von Lipiden ein kritischer

Parameter fir Zellen. Ein Uberschuss an zellularen Lipiden ist schadlich und wirkt

lipotoxisch [160]. Da die vorhergehenden ([ SHULPHQWH JH]J]HLJW KDEHQ GDV
Rbt4gp 6WHUROH ELQGHQ XQG H[SRUWLHUHQ N|QQHQ VROOW
dieser Funktion auf die Lipidhomoostase in C. albicans naher untersucht werden.

Hierzu wurden einerseits vergleichende massenspektrometrische Lipidanalysen
GXUFKJHI-KUW [Di© GtertlliekblivatddnWind die Sensitivitat der Deletions-

stamme gegeniuber Modulatoren der Lipidhdostase analysiert.

Vergleichende massenspektrometrische Lipidanalysen

In einer massenspektrometrischen Analyse wurde die Lipidzusammensetzung
]ZLVFKHQ GHP :LOGWHNS' tMutdtde und der Revertante in Hefe- und
Hyphenzellen verglichen. Zur Analyse wurden polare /LSLGH ZLH -3UddRV SKR
Glykolipide durch hydrophilic interaction liquid chromatography (HILC) und heated
electrospray ionization (HESI) aufgetrennt und ionisiert wahrend frnHXWUDOH /LSLG
wie Sterole und Triglyceride reversed-phase liquid chromatography (RPLC) und

atmospheric pressure chemical ionization (APCI) verwendet wurde.

Die Analyse der massenspektrometrischen Ergebnisse in einer Haupt-
komponentenanalyse (principal component analysis) zeigte GDVV VLFK GLH 3URE
XQDEKIQJLJ YRQ GHU /L SLduiNiOdeWakdhstihisQme Hintéksthkiden

lassen (erste Hauptkomponente (PC-1) polare Lipide = 56%; PC-1 neutrale Lipide =

50%) (Abb. 17). Die quantitativen und qualitativen Unterschiede in der
Lipidzusammensetzung der Proben lassen sich somit |XP *U R %aW HdicO

Wachstumsform zurtickfihren. Vergleicht man jedoch die Proben innerhalb einer
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Wachstumsbedingung findet man keine eindeutigen Unterschiede zwischen der
Doppelmutante und dem Wildtyp bzw. der Revertante (Abb. 17). Die technische

Varianz zwischen den einzelnen Replikaten war fur beide Lipidklassen meist &hnlich

JU R e die biologische Varianz zwischen den Stdmmen. Die einzig aufféallige

Differenz zwischen den Stammen zeigte sich fur polare Lipide in der Doppelmutante

unter Hefewachstumsbedingungen (Abb. 17). $OOHUGLQJV O LUrferseniddK GLHVH
GXUFK ZHLWHUH $QDO\VWHQ PLW HLQHU JU|%HUHQ $Q]DKO
(Daten nicht gezeigt). Obwohl die heterologe Expression von RBE1 und RBT4 den

Sterolexport in S. cerevisile EHHLQIOXVVW VFKHLQW GDV )HKOHQ
intrazellulare Lipidzusammensetzung in C. albicans unter den gewahlten

Versuchsbedingungen somit nicht nachweislich zu verandern.

Abb. 17: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Morphologie- abhangige Lipidzusammensetzung

in C. albicans . Fur die Lipidanalysen wurden der Wildtyp (WT) GLHEH "~ Wiahte (" 7) und die

Revertante (Rev) unter Hefe- <3 f& E]Z +\SKHQZDFKVAYeXPYEMHGLLQRBRIXNXOWLYLHU
(4 Replikate pro Bedingung) DQVFKOLH%HQG GLH *HVDBW Onittels GHHissig{WUDKLHU
chromatographie (polare Lipide: HILIC; neutrale Lipide: RPLC) mit Massenspektrometrie-Kopplung

(polare Lipide: HESI-MS; neutrale Lipide: APCI-MS) analysiert. Die Auswertung der Daten erfolgte

durch eine Hauptkomponentenanalyse.

Sterollokalisation

Unabhé&ngig von der qualitativen und quantitativen Sterolzusammensetzung kénnten
Rbelp und Rbt4p einen Einfluss auf die intrazellulare Lokalisation von Sterolen haben.

Eine korrekte Verteilung von Sterolen ist in C. albicans essentiell fur Hyphenbildung
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und Virulenz [161]. Man beobachtet wahrend des Hyphenwachstums zum Beispiel

eine starke Polarisierung von Membransterolen an der Hyphenspitze [162].

Um die Sterollokalisation zwischen dem Wildtyp und der Doppelmutante zu
YHUJOHLFKHQ  ZXdod> H@hemzdlldh mit Filipin angefarbt und durch
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert (Abb. 18). Filipin ist ein fluoreszierendes Polyen
aus dem Bakterium Streptomyces filipinensis GDan Sterole bindet [163].
(UZDUWXQJVIHPI% ]HLJ@hHdhe +#ntBrisikeQ Fibih-®Garbung an den
ZDFKVHQGHQ 6S entt Héf€zellgn KKdihe klare Polarisierung aufwiesen (Abb.
18).

Abb. 18: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Morphologie-abhéngige Sterollokalisation in C.

albicans . )eU GLH 9LVXDOLVLHUXQJ GHU LQWUD]JHOOXOIUBE GBWRURAGRNDC

"UEH "WEelMh "UEH ~Juatef Hefe- <3 f& E]Z +\SKHQZDFKVWXPVEHGLQJXQJ
f& NXOWLYLHUW XQG DQVFKOQB %YW 0B EMBPOINAHEBELQ JHITUEW

Das Fehlen von RBE1 und RBT4 hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation des
Fluoreszenzsignals. *U|%oHUH =HOODJJORPHUDWH JHLIJWHQ JHQH!I
JOXRUHV]HQ]VLIJQDO GLH V-uddbhBngi¢d BBEE Knd REYKR3IMdA Somit
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XQWHU GHQ JHWHVWHWHQ %HGLQJXQJHQ VRZRKO |IsU

zusammensetzung als auch fir die Sterollokalisation in C. albicans nicht essentiell.

Einfluss von Modulatoren der Lipidhomoostase

Obwohl RBE1 und RBT4 unter Standardwachstumsbedingungen nicht fir die
Sterolhomoostase in C. albicans UHOHYDQW ]JX VHLQ VFKHLQHQ N|Q¢
StressbediQJXQJHQ Z LAhweGdrheit toxischer Steroidkomponenten oder
VWHUROELQGHQGHU $QWLP\NRWLND HLQBie®Gé&latibR{/ariL]LHUH C
PRY1 PRY2 oder PRY3 fuhrt zur Hypersensitivitdt von S. cerevisiae gegeniber
(XJHQRO mMdntidmpertubierenden Phenylpropanoid aus Pflanzendlen [107].

Eugenol wirkt generell antifungal und die MICso flr C. albicans Biofilme liegt bei ca. 3

mM [164].

Abb. 19: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf das Wachstum von C. albicans in Anwesenheit von
Eugenol. Serielle Verdiinnungen (10* 3 2) der angegebenen C. albicans Stamme auf YPD-Platten
inAn- RGHU $EZHVHQKHLW YR @ie Pla&én wXrdéhQIRZTage bei 30°C inkubiert.

Im Gegensatz zu S. cerevisiae hatte die Deletion von RBE1 und RBT4 jedoch keinen
Einfluss auf die Sensitivitdt von C. albicans gegeniber Eugenol (Abb. 19). Dies war
unabhéngig von der Morphologie und der Adhasion der Zellen zu beobachten (Daten
nicht gezeigt). Auch das Ergosterol-bindende Antimykotika Amphotericin B oder
JOXFRQD]RO ZHOFKHV GLH (UJRVWHUROV\QWKHVH KHPPW ]
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auf die Deletionsmutanten (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse bestatigten die
SHUPXWXQJ GDVV GLH 6WHUROELQGXQJVIXQNWLRQ YRQ 5
SULPIU HIWUD]JHOOXOIUH 3UR]JHVVH EHHLQIOX®BDYRO OXIAG U\HL F
Sterolhomoostase in C. albicans auswirkt.

3.5 Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Morphologie -abhéngige

Transkription

C. albicans besiedelt verschiedene Wirtsnischen und muss sich daher selektiv an
seine Umgebung anpassen. Die erste Reaktion auf veranderte intra- oder
extrazellulare Bedingungen manifestiert sich auf Transkriptebene. Die Zelle adaptiert
ihre Genexpression und versucht so den Ist-Zustand in Richtung eines Soll-Zustandes
zu korrigieren. Die transkriptionelle Antwort ist somit charakteristisch fur einen
spezifischen zellularen Zustand. Folglich kann die kompensatorische Genexpression

bei Fehlen eines Gens einen indirekten Hinweis auf dessen Funktion liefern.

Mit dem Ziel die Funktion von RBE1l und RBT4 in C. albicans n&her zu
FKDUDNW H Wid¥ did-glbbh@ Genexpression des Wildtypstamms und der RBE1-
und RBT4-Deletionsstdamme unter Hefe- bzw. Hyphenwachstumsbedingungen
quantifiziert und verglichen. Aufgrund der vorwiegenden Expression von RBEL in
+HIHIHOOHQ HHIZ inYHyghenze O O Wupden die Einzelmutanten nur unter
jeweils einer Wachstumsbedingung ( ‘rbel in Hefezellen bzw. “rbt4 in Hyphenzellen)
analysiert. Eine globale Quantifizierung der Genexpression ist durch Next-Generation
Sequencing (NGS) moglich.

Fur die Analysen wurden die verschiedenen Stamme in YPD bei 30°C (Hefewachstum)
oder in YPS bei 37°C (Hyphenwachstum) kultiviert. Zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion
befanden sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase (6 h nach Induktion).
Bei der Sequenzierung wurden pro Probe ca. 10 Millionen Sequenzen generiert (s.
ODWHULDO XQG OHWRRERGHQ $EVFKQLWW
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Differenzielle Genexpression unter Hefewachstumsbedingungen

Unter Hefewachstumsbedingungen waren nur 7 Gene zwischen dem Wildtyp und der
“rbel-Mutante signifikant GLITHUHQWLHO O UHJX hadHregiierZuRdEzidel 1« Q1 *H C
Gene herunterreguliert waren (Abb. 20B). In der “rbel/ "rbt4-Doppelmutante war die

Anzahl differentiell regulierter Gene deutlich hoher (25 *HQH '"HU *UR%WHLO GHU
zeigte eine erhohte Genexpression im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 20A). Mit

Ausnahme des SOD3-*HQV ZHOFKHV Nahgan-hbl@htige Superoxid-
'LVPXWDVH N&db Ldi€ Udilferentiell regulierten Gene zwischen der “rbel-
Einzelmutante und der "UEH " WDBpPelmutante identisch. Zu den redundanten

Genen gehdrten die alternative Oxidase AOX2 GHU *OXK&Rpotker HGT2 GLH
Phosphat-Permease = PHO87 GLH $ ®eb@ingde AAH1L und zwei
QLFKWFKDUDNW H MONL thd WH9.2069VGen H Z H Odxiudiv in der
Doppelmutante differentiell UHJXOLHUW Z Daut¢hQn dgHEIdAMHAURaNte eine

ahnliche Expressionsstarke (Abb. 200) MHGRFK RKQH VWDWLVWLVFKH 6LJ

Eine aussagekraftige Zuordnung der differentiell regulierten Gene zu Gen-Ontologie
(GO)-Termini (FUNNWLRQ SUR]JHVYV .RPSDUWLPHQW ZDU DXI1JL
Genanzahl nicht méglich. Allerdings zeigte eine Literatur- und Datenbankrecherche
verschiedene Tendenzen beziiglich der Lokalisation bzw. molekularen Funktion der

gefundenen Gene. Circa 30% der Gene sind mit der Plasmamembran assoziiert und

am Transmembrantransport KD XS W V GluiC&étfaksport EHW H(LQL 3WR % WHL O
GHU *HQH ZLUG DX%HUGHP LQ $EKIQJLINHLW GHU :DFKVW
reguliert [165-168].

Fur die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit des RNA-6 HT ([SHULPHQWYV VSULFK\
vier der gefundenen Gene (HSP21 HSP31 HGT2 PHOS87) unter identischen
Versuchsbedingungen schon bei einer genomweiten DNA-Microarray-Analyse als

differentiell exprimiert eingestuft wurden [88]. Alle vier Gene stehen im
=XVDPPHQKDQJ PLW GHU JHOOXOIUHQ 5HDNWLRQ DXI YHUI
hauptsachlich Glucosemangel und der hieraus resultierenden Mobilisierung von

Trehalose > -171]. Das Fehlen von RBE1 und/oder RBT4 kdnnte somit in

einem direkten oder indirekten Zusammenhang mit dem Glucosemetabolismus oder

dem Zellwachstum bei Hefezellen stehen.
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Abb. 20: Differentielle Genexpressionsanalyse zwischen dem C. albicans Wildtyp, der “rbel-

Mutante und der “"UEH “UMutante unter Hefewachstumsbedingungen. (A) Heatmap der

signifikant differentiell regulierten Gene zwischen dem Wildtyp (WT) und der “rbel- bzw. "UEH "UEW
OXWDQWH XQWHU +HIHZDFKVWXPVEHGLQJXQJHQ <3 f & W HIOHW HIQD W P
Expressionswerten (RPKM) der jeweiligen GenH ]X Gsirfd die Werte Z-score-normalisiert. Rot:

starke Expression; Blau: schwache Expression. (B) Venn-Diagramm der signifikant differentiell

exprimierten Gene in der “rbel-bzw. "UEH ~ tMuishte bezogen auf den Wildtyp. Rot: hochreguliert;

Blau: herunterreguliert. Die Nummerierung bezieht sich auf Anzahl der regulierten Gene im jeweiligen

Stamm.

Differentielle Genexpression unter Hyphenwachstumsbedingungen

Die Deletion von RBT4 hatte nur sehr moderate Auswirkungen auf die Genexpression
unter Hyphenwachstumsbedingungen. Im Vergleich zum Wildtyp waren 5 Gene in der
“rbt4-Einzelmutante signifikant differentiell reguliert (SOD3 SAP4 FRE7 PLB
PHO100). Hiervon war nur SOD3 unter Hefewachstumsbedingungen ebenfalls
GLITHUHQWLHOO UHJXOLHUW DOOHUGL®INVMutabtXVVFKOLE
Uberraschenderweise war die Anzahl der differentiell regulierten Gene unter
Hyphenwachstumsbedingungen in der Doppelmutante sehr viel hoéher als in der
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(LQ]HOPXW® @aneHvaren signifikant hochreguliert und 253 Gene signifikant
herunterreguliert. Dieser extreme Unterschied war vor allem im Vergleich zu den
Ergebnissen unter Hefewachstumsbedingungen sehr *tEHUUDVFKHQG ZHVKDOE
RNA-Seq Experiment durch weitere Replikate validiert wurde. Insgesamt wurde die
RNA-Sequenzierung unter Hyphenwachstumsbedingungen GUHLPDO GXUFKJHI«KU'
jeweils 3 Replikaten pro Stamm. Unerwarteterweise waren die Unterschiede zwischen
den Experimenten in Bezug auf Quantitat und Qualitat der differentiell regulierten Gene
signifikant. Eine Hauptkomponentenanalyse PDFKWH G idas¥vsich Bddbst die
Genexpression des Wildtypstamms in Experiment 2 deutlich von der in den zwei

anderen Experimenten unterschied (Abb. 21A).

Vergleicht man die Transkription hyphenspezifischer Gene zwischen den
([SHULPHQWHQ OLHJW GLH 9HUPXWXQJ QDKH GDVV GLH +
verstarkt oder vollstandiger war (Abb. 21B). Hyphenspezifische Gene wie HWP1

ALS3 oder PHR1 waren in Experiment 2 im Wildtyp ca. 6-fach hoher exprimiert als in

den anderen zwei Exper LPHQWHQ LQ GHQHQ GLH ([SUHVVLRQVOHY
ahnlich waren. Da sich die Zellen in Experiment 1 und 3 somit in einem vergleichbaren
PRUSKRORJLVFKHQ JHOOXOIUHQ =XVWDQG EHIDQGHQ ZHU
beiden Experimente weiter betrachtet.

Bildet man die Schnittmenge aus den differentiell regulierten Genen in den beiden
([SHULPHQWHQ ILQGHW PDQ *HQH GLH LQ GHU O0XWDQV
hochreguliert sind (Abb. 21 & +LHU]X JHK|UHQ *HQH GLH PLW GHP
Metabolismus in Verbindung stehen und den Kohlenhydrat-Transport (HGT7 HGT17

JEN2 MAL31 V R dieWerwendung alternativer C-Quellen (PXP2 ICL1 FDH1

TYR4) UHJIJXOLHUHQ $ X% HU&sbRieMd QeGe &/ BODE \bder HSP31
LQGX]LHUW 'DV HLQ]JLJH *HQ GDV LQ GHU erRBiddOP XWD QG
herunterreguliertwar LV W tdtlv€) Medallionen-Transporter (orf19.4690). Vergleicht

man zudem die RBE1/RBT4-abhangige Anderungen in der Genexpression zwischen

Hefe- XQG +\SKHQ]JHOOHQ ILQGHW PDQ GLIIHUHQWLHOO UH.
Bedingungen von der Deletion beeinflusst zu scheinen werden (HGT17 HSP31 ICL1

FDH1 orf19.5069 orf19.7566) (Abb. 21E).
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Abb. 21: Differentielle Genexpressionsanalyse zwischen dem C. albicans Wildtyp und der

"UEH "UMuéante unter Hyphenwachstumsbedingungen. (A) Hauptkomponentenanalyse der

drei identisch durchgefiihrten RNA-Seq Experimenten mit dem Wildtyp (WT) und der "UEH "UEW
OXWDQWH XQWHU +\SKHQZDFKVWXPVEHGLQJXQJHQ <d8dbgemifttten 'LH $QDO
Genexpressionswerten (RPKM). (B) Vergleich zwischen der Expression ausgewdahlter Hyphen-

spezifischer Genen in den drei RNA-Seq Experimenten. Die Daten zeigen die gemittelten
Expressionswerte in RPKM * Standardabweichung. (C) Heatmap der signifikant differentiell regulierten

Gene zwischen dem Wildtyp (WT) und der "UEH "UEXWDQWH """ LQ ([SHULPHQW XQG (
3. In Experiment 3 wurde zudem die Revertante (Rev) analysiert. Die Heatmap basiert auf den

gemittelten Expressionswerten (RPKM) GHU MHZHLOLJHQ *HQH ]JXGHRscord QG GLH
normalisiert. Rot: starke Expression; Blau: schwache Expression. (D) Vergleich zwischen der

Expression von RBE1 und RBT4 im Wildtyp (WT) und der Revertante (Rev). Die Daten zeigen die

gemittelten Expressionswerte in RPKM + Standardabweichung aus Experiment 3. (E) Venn-Diagramm

der signifikant differentiell exprimierten Gene in der "UEH " tMuishte unter Hefe- und

Hyphenwachstumsbedingungen im Vergleich zum Wildtyp.

In Experiment 3 wurde neben dem Wildtyp und der Doppelmutante auch das
Transkriptionsprofil der Revertante untersucht. Uberraschenderweise waren die
Transkriptionsprofile der Revertante und der DoppelmutDQWH VHKU IKQOLFK ZD
einem RBE1/RBT4-unabhangigen Effekt basieren kdnnte (Abb. 21C). Vergleicht man
allerdings die Expression von RBE1 und RBT4 zwischen den Wildtyp und der
S5HYHUWDQWH 190 Gele Bete inGder Revertante deutlich niedrigere
Expressionslevel aufweisen (Abb. 21D). (V LVW VRPLW VHKU ZDKUVFKHLQ!
Gendosis-Effekt flr die Unterschiede zwischen dem Transkriptionsprofil der

Revertante und des Wildtyps verantwortlich ist.

3.6 Einfluss von RBE1 und RBT4 auf das Uberleben in Blut

%OXW LVW HLQ D XgeniglekBsU Kdrigpdrtineit K bestehend  aus
XQWHUVFKLHGOLFKHQ LPPXQDNWLYE QbidRMBIRENdGMHQ GLH
feindlichen Umgebung machen. Die antifungale Immunantwort im Blut wird
hauptséachlich von polymorphonukleédren neutrophilen *UDQXOR]J\WHQ 301V
OR QR]\W H-Relleh .und dem Komplementsystem bestimmt [172]. Da das Fehlen
von RBE1 und RBT4 die Virulenzeigenschaften von C. albicans bei systemischen
Blutstrominfektionen in Mausen EHHL Q| Ond Z4&n die Sensitivitdt gegeniber
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humanen PMNs erhéht [88] OLHJW HV QDKH %OXW DOV HLQ (IIHNW
Rbelp und Rbt4p anzusehen. Um die zellularen Blutbestandteile GLH DQ GHU
Entstehung des RBE1/RBT4-assoziierten Virulenzphanotyps beteiligt sind detaillierter

I X XQWHUVXFKHQ ZXUGH GdrH UhEH U DHHIENEQrivAhDaseHhed

unterschiedlicher Blutzelltypen analysiert.

Vollblut

Vollblutassays spiegeln das komplexe Zusammenspiel zwischen den verschiedenen
zellularen und molekularen Blutkomponenten wahrend einer Infektion sehr gut wider
und verzichten gleichzeitig auf artifizielle Isolationsbedingungen oder Medien-

bestandteile.

Um die Auswirkung der RBE1- bzw. RBT4-Deletion auf das Uberleben von C. albicans
in Vollblut naher 1X XQWHUV XF K H®QheZi&hés EDTA-Blut mit 3 x 10°
Hefezellen/ml versetzt und fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Uberlebenden
3LO]]JHOOHQ ZXUGHQ DQVFKOLH%HQG G Bid FefwehedateS@ DWW L H L
albicans Zellkonzentration wurde auf Grundlage friherer Studien ausgewahlt in denen
1 x 105 — 5 x 108 Hefezellen pro ml Vollblut verwendet wurden wodurch es zu

Immunzellaktivierung ohne signifikanten Wirtszelltod kommt > . @

Die Quantifizierung der tUberlebenden C. albicans Zellen nach Inkubation in Vollblut

zeigte G DdieVUberlebensrate nach einer Stunde ca EHWUXJ ZIKUHQG VLH
zwei Stunden auf ca. 35% sank (Abb. 22). Die Deletion von RBE1 und RBT4 hatte
uberraschenderweise keinen Einfluss auf das Uberleben der Zellen in Vollblut (Abb.

22).

Da Antikoagulanzien die Aktivierung von Immunzellen beeinflussen und verféalschen

konnen [173] ZXUGH GDV (UJHEQLV ]XGHP PLW ZHLWHUHQ $QW
Citrat) validiert. Allerdings konnte auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen

Wildtyp und Doppelmutante festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 22: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf das Uberleben von C. albicans in humanem Vollblut.

C. albicans Hefezellen des angegebenen Genotyps wurden fir 1 h bzw. 2 h in humanem EDTA-Vollblut

EHL f& LOQNXELHUW $QVFKOLH%HQG ZXUGHQ GLH KXAMNIHW® sHOOHQ
O\WLHUW GLH *EHUOHEHQ GAtQplatte® yéte¢iozoltH (hd DX bek 30°C gewachsenen

Kolonien quantifiziert. Die Daten zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung aus zwei biologischen
5HSOLNDWHQ $X%HUGHP LVW GLH SUR]JHQWXDOH hHBRUDM XY VA&DW H (
Inokulum angegeben.

Gerade wegen seiner molekularen und zellularen Diversitat ist der Vollblutassay
PIJOLFKHUZHLVH XQJHHLJQHW XP &8&Ki@isthen env Wikdyp8 QW HU V
und der Doppelmutante zu detektieren. Die verschiedenen Immunkomponenten im
Vollblut kdnnten hierbei kompensatorisch wirken und so einen potentiellen Phanotyp
maskieren. ,P JROJHQGHQ ZXUGHQ GHVKDOE LVROLHUWH ,PPXQ

Effektorkompartiment der RBE1- und RBT4-Funktion naher einzugrenzen.

Phagozyten

Phagozyten V S H]Makrophagen und 1 H X W U R S K &53étielVflir@iGe effektive
Immunantwort bei systemischen C. albicans Infektionen > . @Beide
Immunzelltypen sind dazu in der Lage C. albicans durch eine Reihe von

antimikrobielle Effektormechanismen intra- oder extrazellular abzutéten. Gleichzeitig
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hat C. albicans diverse Abwehrm HFKDQLVPHQ HQW Z L FiNrtdi@ktvorKk®1 GLHVH

minimieren oder zu umgehen [175].

Makrophagen

Makrophagen limitieren das Wachstum von C. albicans in frihen Infektionsphasen und

rekrutieren bzw. aktivieren andere Immunzellen durch die Sekretion von pro- und
antiinflamatorischer Cytokine und Chemokine [174]. Obwohl Makrophagen Hefezellen

effektiv phagozytieren kénnen [176] Uberleben Pilzzellen im Phagosom bilden

+\SKHQ XQG HQWNRPPHQ GXUFK PHFKDQLVFKkpezidlerO O\VH R
Form der Wirtszellapoptose > . @

Um den Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Interaktion zwischen C. albicans und
Makrophagen zu analysieren ZXUGH PXULQH 0D NAUR®BHEED Jrit @erhe U
Wildtyp bzw. der " UEH "UBYWVDQWH LQNXELHUW 02, XQG DQ!

Lebensfahigkeit der Makrophagen durch Trypanblau-Ausschluss bestimmit.

Abb. 23: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Interaktion von C. albicans mit murinen
Makrophagen. Um das Uberleben von Makrophagen in Anwesenheit von C. albicans ]X EHVWLPPHQ
wurden Wildtyp- und "U EH " tZEIMh wurden flur 4 h mit murinen J774A.1 Zellen bei 37°C inkubiert.
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$QVFKOLH%HQG ZXUGHQ QLFKW YLWDOH ODNURSKDJHQ BPWW 7U\SDQ
Formaldehyd fixiert und mikroskopisch untersucht. Die Bildausschnitte zeigen jeweils Bereiche
unterschiedlicher Zelldichte fiir beide Stamme. 0D % VWDEVEDONHQ —P

DIiH ([SHULPHQWH ] Hike Défetidp voB RBEXY und RBT4 keine Auswirkungen
auf die Lebensfahigkeit der Makrophagen nach 4 Stunden Co-Inkubation mit C.
albicans hatte (Abb. 23). Auch die Doppelmutante selbst war durch die Anwesenheit
der Makrophagen nicht sichtbar im Wachstum bzw. der Hyphenbildung eingeschréankt
(Abb. 23). RBE1 und RBT4 scheinen unter diesen experimentellen Bedingungen somit

keinen Einfluss auf die Interaktion zwischen C. albicans und Makrophagen zu haben.

Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (PMNs) dominieren die Antwort des angeborenen
Immunsystems in Bezug auf C. albicans [58]. Sie minimieren oder beseitigen C.

albicans ,QIHNWLRQHQ GXUFK HLQH 5HLKH DQWLPLNURELHOOH!
GHU JUHLVHW]XQJ UHDNWLYHU 6DXHUVWRIIV Selittopht D QWLF
extracellular traps (NETSs) [58].

Um die postulierte Hypersensitivitat der Doppelmutante in Anwesenheit von
Neutrophilen zu validieren [88] Z X W BnHRahmen dieser Arbeit auch ein in vitro killing
assay mit humanen Neutrophilen durchgefuhrt. Hierzu wurden Neutrophile aus
humanem Vollb O XW LVROLHUW. alBitans ZelISKID @dil Runden ko-inkubiert
02, XQG DQVFKDO Litkensi@ipked Ider Pilzzellen durch Umsetzung
von XTT quantifiziert. (UZDUWXQJVJHPI% ZDU GLH hHEEUTGHEHQVUD)\
Mutante in Anwesenheit der Neutrophilen im Vergleich zum Wildtyp bzw. der
Revertante um ca. 20% geringer (Abb. 24A). Aufgrund der Abhangigkeit des Assay
von einer Vielzahl schwer kontrollierbarer Parameter ZDU GLH 9DULDQ] ]ZLVI
unabhangigen Experimenten jedoch UHODWLY JUR %o

,Q HLQHP ZHLWHUI*KUHQGHQ ([SHULPHQW ZXUGH JHWHVWH
exprimiertem Rbelp und Rbt4p aus P. pastoris einen Einfluss auf die Uberlebensrate
des Wildtyps oder der Doppelmutante in Anwesenheit von Neutrophilen hat. Hierzu
wurden je 400 nM Protein direkt in die Ko-Kultur gegeben. Die Zugabe von Rbelp und

Rbt4p hatte keinen protektiven Effekt auf das Uberleben von C. albicans unter den
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gegebenen Versuchsbedingungen (Abb. 24B). Womdbglich entsprechen die
eingesetzten Konzentrationen und/oder die zeitliche bzw. rdumliche Verfugbarkeit der

Proteine somit nicht den physiologischen Interaktionsbedingungen.
=XVDPPHQIDVVHQG NDQQ JHVDJW ZHUGHQ GDVV 301V
Haupteffektorzellen der RBE1- und RBT4-Funktion in Vollblut darstellen ZIKUHQG

andere Blutkomponenten eine untergeordnete Rolle spielen.

Abb. 24: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf das Uberleben von C. albicans bei Exposition mit
polymorphonukledren Granulozyten  (PMNSs). (A) Isolierte humane PMNs wurden mit C. albicans

=HOOHQ GHV DQJHJHEHQHQ *HQRW\S¥kd--UlQNXEEHUW f&2, &2 $QVFKOL
wurden die PMNs mit 1% Trition X-100 lysiert und die Lebensfahigkeit der C. albicans Zellen durch

einen XTT-Reduktionsassay quantifiziert. (B) Wie in (A) nur mit Zugabe von 400 nM rekombinantem

Rbelp und Rbt4p aus P. pastoris. Die Uberlebensrate der Mutante und der Revertante wurden bezogen

auf den Wildtyp normiert. Die Daten zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung aus vier biologischen

Replikaten. Die Signifikanz wurde mittels t-test bestimmt. ns = nicht signifikant.
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3.7 Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die transkriptionelle Antwort von

PMNs gegenuber C. albicans

Nachdem PMNs wahrscheinlich eine der Haupteffektoren des RBE1/RBT4-
Virulenzphanotyps bei systemischen Infektionen sind VWHOOW VLFK GLH )UDJI
molekularen Mechanismen diesem Phéanotyp zu Grunde liegen? Um diese Frage

QIKHU ] X EHDQWZRUWHQ ZXU @ritwvatlvéh MWirdaDep PMNsaE @b RQHO O F
'LOGWIsSWUEH (-Midante und die Revertante verglichen.

Zur Erstellung der Transkriptionsprofile wurden humane PMNs aus Vollblut isoliert und

fur eine Stunde mit den verschiedenen C. albicans Stammen ko-inkubiert. Ahnlich wie

beim killing assay wurden K\SKDOH ,QRNXOD Y HgsZudr@eGlid WOI BulDIOHU G L Q
H UK | KW eine starkere und homogenere Transkriptionsantwort zu generieren.
$QVFKOLH%HQG ZXUGHQ GLH 3UREHQ P L WedB¥iidrRdbE K Q L W W (
VHTXHQ]J]LHUW ZREHL MHZHLOV FDreads derd LHOr@ahdeQomQ
zugeordnet werden konnten. Die Anzahl der nicht zugeordneten reads war unabhéngig

von der Ko-Inkubation mit C. albicans fur alle Proben &hnlichhoch ZDV EHVWIWLJIJW G
die Proben primar humane RNA enthielten.

'LH YHUJOHLFKHQGHQ *HQH[SUHVVLRQVDQDO\VHQC|HLIJWHQ
albicans das Transkriptionsprofil der PMNs stark verandert. 417 Gene waren bei

Exposition mit dem Wildtyp signLILNDQW GLIIHUHZL® hddl® QndUu202 XOLHUW
herunterreguliert. Gruppiert man die differentiell exprimierten Gene (DEGS) in
IXQNWLRQHOOH .ODVVHQ ZLUG GHXWOLFK GDVV GLH UHC
Cytokine und Signalmolekile kodieren EHV R Q G H UV (Adb.RZBA).L28 W ytokin-

Gene waren nach Ko-Inkubation mit C. albicans signifikant hochreguliert. Hierzu

gehdorten unter anderem verschiedene Chemokine (CCL2 CCL3 CCL3L3 TNF und

Interleukine (CXCL8 ILla ,/ , IL13). GHU '(*V NRGILHUMWHBSWRUHQ
hauptsachlich G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Viele Rezeptor-Gene waren auch
QHJIJDWLY UHJXOL KO Wersdkiedehk] Xolljlike Rezeptoren (TLR1 TLR4

TLR6 TLRS8 7 tRezeptoren (TNFRSF10A TNFRSF10B TNFRSF10C

TNFRSF12A LTBR) und Cytokin-Rezeptoren (CXCR1 CXCR2 CCR2 IL10RB).

$XFK GDV DP VWIUNVWHQ KHPXAPER/ HURGUNHOWHUWHEREGQ 5H

den platelet-activating factor receptor.
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Abb. 25: Transkriptionelle Antwort von polymorphonukleérer Granulozyten auf C. albicans . (A)
Funktionelle Annotation und relative Abundanz der *HQH G L H -sQubdigér Inkubation mit dem C.
albicans Wildtyp in PMNs signifikant differentiell reguliert waren. Die Einteilung der Gene erfolgte
basierend auf Datenbankabgleich. (B) GO-Anreicherungsanalyse der differentiell exprimierten Gene
mittels des Online-Tools DAVID 6.8. Rot: hochreguliert nach Infektion; Blau: herunterreguliert nach
Infektion. Die x-fache GO-Anreicherung ist der Quotient aus der Clusterhaufigkeit des getesteten
Gensets gegen die Clusterhaufigkeit des genomischen Hintergrunds. Fur jeden GO-Terminus ist zudem
der p-Wert angegeben.



Ergebnisse 116

9HUVFKLHGHQH *HQH GLH LP =XVDPPHQKDQJ PLW GHU ¢
GTPasen (RASD1 RASD2 RRAD RASGEF1B 0 $ 3Kinasen (DUSP1 DUSP4

DUSP8) oder apoptotischen Prozessen (DDIT3 BRE HIP1IR IER3 VWHKHQ ZXUGHC(
zudem SRVLWLY UHJXOWwélddan die * Al@kerung von apoptotischer
Endopeptidasen regulieren (FADD NLRC4 NLRP12 CARDS8 ZDUHQ JOHLFK]HL
KHUXQWHUUHJXOLHUW $X%HUGHP OLH%HQ VLFK GHU '
zuordnen und 6% waren mit Phagozytose und Cytoskelett-Dynamik assoziiert. Eine
GO-$QDO\WH GHU LQGX]JLHUWHQ *HQH ]HL30hEngig)sDVV G
Signaltransduktion (P-Y D O X H -11) und die hiermit im Zusammenhang stehende

Chemotaxis von Neutrophilen (P-value: 4.46E-09) besonders signifikant angereichert

waren (Abb. 25 % =XGHP ZDUHQ 6LJQDOZHJH-P@teirtgBkBppEEaLI YRQ *
5HIHSWRUHQ GHP 7UDQVNUUnN8 \deh FC@akiremN Metleukie\y Dny

TNF VLQG DQJHUHLFKHUW 8QWHU GHQ QHJDWLY UHJIXOLL
LQIODPPDWRULVFKH $QWZRUW XQG &KHPRWD[LV VWDUN YH
Anreicherung des Toll-like receptor Signalwegs und der Aktivierung pro-apoptotischer
Endopeptidasen. Analysiert man die DEGs gezielt auf die Anreicherung molekularer
Interaktionsnetzwerke mit Hilfe des webbasierten EnrichNet-PURJUDPPV ZHOFKHV C
Daten aus Protein-Protein Interaktions-datenbanken und den annotierten Signalwegen

der KEGG-Datenbank zure FNJUHLIW ILQGHW PDQ HLQH VLJQLILNDQ
Nod-like receptor Signalwegs (P-value: 1.6E-03) und von Cytokin-Cytokin-Rezeptor-
Interaktionen (P-value: 3.2E-08).

=XVDPPHQIDVVHQG NDQQ PDQ DOVR VDJHQ GDVV VLFK GLH
PMNs auf C. albicans besonders durch Cytokin-abhangige Prozesse und der

Aktivierung des Nod-like receptor Signalwegs auszeichnet.

Vergleicht man nun die transkriptionelle Antwort der PMNs auf die verschiedenen C.

albicans 6 WIPPH :LOIGJWYS O-MEMWW Revertante) wird GHXWOLFK GDVYV
nur sehr geringe Genexpressionsunterschiede gibt. Trotz moderater Stringenz bei den
Parametern fur die Signifikanzbetrachtung (logz FC (fold change) >1; logz CPM

(counts per million reads) ! ) ' 5(false discovery rate) waren zwischen

dem Wildtyp und der Doppelmutante nur drei Gene (DEFA3 MREG ATP6V1G2)

signifikant differentiell reguliert (Abb. 26).
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Abb. 26: Expressionsprofil der PMN-Gene, die bei einer Infektion mit C. albicans in Abwesenheit

von RBE1 und RBT4 differentiell reguliert werden.  Gezeigt sind die gemittelten Expressionswerte
der Gene DEFA3 MREG und ATP6V1G2 in RPKM (reads per kilobase per million mapped reads) +
Standardabweichung. Die Daten basieren auf drei biologischen Replikaten und die
Signifikanzbetrachtung bezieht sich auf die false discovery rate (FDR). )'5 005; *** <

DEFAS kodiert fur ein Neutrophilen-spezfisches alpha- ' H I H Q WIREG fiur das Protein
Melanoregulin und ATP6V1G2 fur die katalytische Untereinheit des V1-ATPase-
Komplexes. Alle drei Gene scheinen infektionsunabangig reguliert zu werden (Abb.
26). DEFA3 zeigte die starkste differentielle Regulation und war im Vergleich zum
Wildtypinder GUEH (G-M@EaAte ca. 3-fach herunterreguliert (Abb. 26). MREG und
ATP6V1G2 waren in der Mutante jeweilsca. 2- I DFK K|KHU H[SULPLHUW DOOH!
die Expressionslevel dieser beiden Gene im Vergleich zu DEFAS3 relativ niedrig
(DEFA3iog2cpm = 32; MREG 0g2cPm ATP6V1G2iog2cem DEFA3 und
MREG ZDUHQ DX%HUGHP LQ IKQOLFKHP $XVPD% DXFK ]JZLVFK
Revertante differentiell reguliert (Abb. 26). Diese Beobachtung kdnnte auf einem
Gendosis- (I ITHNW LQ GHU 5HYHUWDQWH EDVLHUHQ ZEBOFKHU \
albicans RNA-Sequenzierung angedeutet hat (Abschnitt 3.5). Ein Effekt basierend auf
VHNXQGIUHQ OXWDWLRQHQ LQ GHQ VYHUZHQGHWHQ G6WIF
phanotypischen Reversion weitestgehend ausgeschlossen werden. Das RNA-Seq



118

([ SHULPHQW JHLJWH VRPLW BEEY VWnd3RBM4 Zzd OrtiEvgdhRd@n YnR Q
der molekularen Antwort von PMNs auf C. albicans *KUW ZREHL GLH 7UDQVNUI
DEFA3 am starksten beeinflusst wird.



Diskussion 119

Diskussion

CAP-Proteine zeichnen sich durch ihre evolutiondre Konservierung und nahezu
ubiquitare Verbreitung in verschiedenen pro- und eukaryotischen Phyla aus [90]. Trotz
dieser Konservierung ist die funktionelle Diversitst von CAP-Proteinen
DX% HUJHZ|KQ O L rKfasR aritera@l@em SHSURGXNWLRQ .UHEVHQW
oder Immunregulation [90]. Ein molekularer WirkmechDQLVP XV GHU GLH)
unterschiedlichen ) XQNWLRQHQ HUNOIUHQ N|QQWH IHKOW ELVODQ

Fungale PRY-Proteine gehdren neben den PR-1-Proteinen aus Pflanzen zu den
evolutionar altesten Subfamilien eukaryotischer CAP-Proteine [92]. PRY-Proteine
modulieren die Virulenz von Pilzen bei systemischen Infektionen und sind somit im
Hinblick auf die hohen Mortalitéats- und Morbiditatsraten dieser Infektionen auch von
klinischer Relevanz > . @AP-Proteine sind in pathogenen Pilzen auf molekularer
Ebene nur sehr unzureichend charakterisiert und ihr genauer Beitrag zur Virulenz ist
unbekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die PRY-Proteine Rbelp und Rbt4p aus
C. albicans hinsichtlich ihrer molekularen und funktionellen Charakteristika naher
untersucht und neue Erkenntnisse Uber deren Lokalisation und molekulare

Interaktionen gewonnen.

Molekulare Charakteristika von Rbelp und Rbt4p

Lokalisation

Rbelp und Rbt4p wurden bis dato bei verschiedenen massenspektrometrischen

Analysen im Sekretom von C. albicans Hefe- und Hyphenzellen nachgewiesen >

119]. Obwohl beide Proteine auch nach Trypsin-Behandlung intakter Zellen detektiert

werden konnten > @ ZdMddexddllwandassoziation meist als Zwischenstufe

im sekretorischen Weg interpretiert[88]. 'LHVH $QVLFKW ZXUGH ]XGHP GDGXl
dass beide Proteine keine Strukturmotive fir Zellwandlokalisation besitzen und

Analysen kovalent verknupfter Zellwandproteine keinen Hinweis auf die Prasenz von

Rbelp und Rbt4p geliefert haben [180].
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,Q GLHVHU SUEHLW NRQQWH Rb¢]lpl lin) WefeZdldh € duadkeD V V
/RNDOLVDW LR Qein DsighfikhhtérWAnteil des Proteins ist unter diesen
Wachstumsbedingungen Disulfidbriicken-abhédngig PLW GHU =HOOZDQG DVV
wahrend der ungebundene Teil sekretiert wird. Zellwand-assoziiertes Rbelp ist polar

lokalisiert und befindet sich an den Chitin-reichen Knospungstellen von Hefezellen. Ein

eindeutiges Rbelp-Polarisationsmuster OLH % VLFK QLFKW QDFKZEehLVHQ GI
mit uni- als auch bipolaren Signalen beobachtet wurden. Interessanterweise wurde in

friheren Studien auch eine polarisierte Lokalisation der RBT4 mRNA in C. albicans
Hyphenzellen detektiert > . [@Bglicherweise greift ein dhnlicher Mechanismus

auch fur die RBE1 mRNA. Generell ermdglicht polarisierte Proteinsekretion

pathogenen Pilzen verschiedene Effektormolekile gezielt zu applizieren und so deren

Wirkung zu maximieren. Ein Beispiel hierfur ist die Sekretion des Enzyms
Phospholipase B an der Spitze von C. albicans Hyphenzellen [183].

Ein erster Hinweis auf eine Disulfidbriicken-abhéngige Zellwandlokalisation von

Rbelp finden sich in einer massenspektrometrischen Studie von Hernaezetal. LQ GHU
eine Kombination aus Trypsin und 5 mM DTT verwendet wurde X Fperiphere
Zellwandproteine aus C. albicans Hefezellen zu extrahieren und zu verdauen [178]. In
hEHUHLQVWLPPXQJ PLW GHQ 'Darée® RDeXp-Peptittehidrbei BtdtE H L W
nach DTT-Behandlung der Zellen detektiert.

Verschiedene Studien in S. cerevisike KDEHQ JH]JHLJW GDVV 3URWH
Disulfidbriicken in der Zellwand verankert werden kénnen > . @erzu gehodren
KDXSWVIFKOLFK *OXFDQDVHQ &KLWL-@@niel ir-RQtéine3URWH L
konnen ahnlich wie es fur Rbelp EHREDFKWHW ZXUGH VRZRKO VHNUHW
Disulfidbricken in der Zellwand verankert werden [185]. +LHUEHL VWHOOW VLFK C
wie eine solche duale Lokalisation vermittelt bzw. reguliert wird? Die Autoren der

Studie Uber die Pir-Proteine in S. cerevisiae KDEHQ Y H U P Xdi¢s¢ \Rroténe Wy
Disulfid-verknupfte Dimere oder Multimere sekretiert werden Z R EdihLTeil der
Untereinheiten Disulfidbricken-DEKIQJLJ LQ GHU =HOOZDQG YHUEOHL
ungebundene Teil in den Uberstand gelangt [185]. Diese Hypothese scheint fiir Rbelp
XQJHHLJQHW ]X VHLQ GD GHVVHQ +RPRGLPHULVLHUXQJ
vermittelt wird. Die Verankerung von Rbelp in der Zellwand konnte entweder auf

direkter Disulfidbrickenbildung zwischen Rbelp und einem Interaktionspartner

basieren oder durch Interaktion mit einem Disulfid-verankerten Protein bzw. einer
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Proteinuntereinheit zustande kommen. Da die vier konservierten Cysteinreste in PRY-

Proteinen durch intramolekulare Disulf LGE U FNH Q E L O Gk @Quil TeriEstiukter O L

und Proteinstabilitat beitragen > @ LVW HV XQZDKUulsekabch@OLFK GELC
intermolekulare Bindungen zur Verfiigung stehen. $ X %0 H U G k@ dikee Behandlung

von C. albicans Zellwandpraparationen mit 2% SDS zur Freisetzung von monomerem

5EH S zZDV JHJHQ GLUHNW itlung UndailrL\@EhkekihgHIQEE nicht-

kovalente Protein-Protein Interaktionen spricht. Generell lasst sich auch eine
unspezifische Freisetzung von Rbelp durch erhéhte Zellwandpermeabilitdt nach DTT-
%HKDQGOXQJ QLFKW YROOMWIQGLJ DXVVFKOLH% HQ

In Ubereinstimmung mit friiheren Genexpressions- und Massenspektrometrie-Daten
[88] L VW RBap/Expressionslevel in Hyphenzellen sehr viel niedriger als in
Hefezellen. Interessanterweise ist Rbelp unabhangig von der niedrigeren
Expressionsstarke unter Hyphenwachstumsbedingungen nicht in der Zellwand
nachzuweisen. 'LHV  JHLJW G D ¥Yalwan@idkHlisation von Rbelp
wachstumsabhangig reguliert wird und mdéglicherweise mit einer hefespezifischen
Zusammensetzung der Zellwand Kkorreliert. Verschiedene Studien haben die
Unterschiede im Zellwandproteom zwischen C. albicans Hefe- und Hyphenzellen
hervorgehoben > . @

,P *HIJHQVDW] ]X 5EH S ZLGGGallbdaw $tely BeQ analysierten
Wachstumsbedingungen konstitutiv  sekretiert. Rbt4p konnte weder durch
Immunfluoreszenz-) IUEXQJ QRFK G X UBléttingHnask HDUTQ oder SDS-
Extraktion in der Zellwandfraktion gefunden werden. (UZ D U W X Q J WaH dRak%o
Expressionslevel und die Sekretion von Rbt4p in Hyphenzellen hoher als in Hefezellen
[88].

Post translationale Modifikation von Rbelp und Rbt4p

Neben einer differentiellen Expression und Lokalisation von Rbelp und Rbt4p in C.
albicans Hefe- und Hyphenzellen wurde in dieser Arbeit auch eine
wachstumsbedingungsabhangige Prozessierung beider Proteine beobachtet. Eine
Analyse des Glykosylierungsstatus von Rbelp und Rbtd4p KDW HUJHEHQ GDVV HL
dieser Prozessierungsstufen auf unterschiedlicher O- bzw. N-Glykosylierung basiert.
Sowohl Rbelp als auch Rbt4p werden O-JO\NRV\OLHUW ZIKUHQG 5EH S ]X
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glykosyliert wird. Die O-Glykosylierungen finden in beiden Proteinen wahrscheinlich in

der Serin/Theonin-reichen Region D X % HU KD O EDGibe ¥ $BDWW dieWUHQG
Glykane von Rbelp wahrscheinlich an einem C-terminalen Asparaginrest (N254)

angehangt werden. Ahnlich wie die allgemeine Kohlenhydratzusammensetzung der

Zellwand mit der Morphologie oder der verfiigbaren Kohlenstoffquelle variiert >

190] VFKHLQW DXFK GLH *O\NRV\OLHUYQ die¥eR Raréradiers XQG 5E
abhangig zu sein. 'DV $XVPD% GHU *O\NRV\OLHUXQJ VFKHLQW
+HIHZDFKVWXPVEHGLQJXQJHQ DP JU|%WHQ ]X VHLQ 2

Hyphenwachstumsbedingungen starker glykosyliert wird.

1HEHQ GHU *O\NRV\OLHUXQJ VWHOOW GLH SURWHRO\WLYV
wichtigen Modifikationsfaktor flir sekretierte Proteine dar. Sekretierte Proteine

durchlaufen meist eine Reihe kompartimentspezifischer Prote RO\VHVFKULW W I
angefangen mit der Abspaltung des N-terminalen Sekretionssignals durch den
Signalpeptidase-Komplex im ER [44]. Danach folgen weitere proteinspezifische
Prozessierungen z.B. durch Kexin-dhnliche Proteinasen im Golgi oder durch
Aspartatproteasen in der Zellwand > 192]. Rbelp und Rbt4p scheinen in C.

albicans nicht durch die Golgi-Protease Kex2p prozessiert zu werden. Wahrend Rbelp

keine Lysin-Arginin-Spaltstelle fur Kex2p H Q W K1 O WRbE pl 2Nai\e]nd potentielle

Kex2p- (UNHQ Q X Q JV Vakanbidaptes Rbt4p wurde in einem in vitro Experiment

allerdings nicht durch Kex2p gespalten [193]. $X%HUGHP VWHOOHQ kihH S XQG
Substrat fur die zellwandassoziierten Aspartatproteasen Sap9p und Sapl10p dar [192].

Eine genauere Aufklarung des Mechanismus der proteolytischen Prozessierung von

Rbelp und Rbt4p steht somit noch aus.

Ein interessanter Zusammenhang zwischen der proteolytischen Prozessierung von
CAP-Proteinen und Signaltransduktion wurde fir ein PR-1 Protein aus Tomaten
(Solanum lycopersicum) beschrieben. Ein C-terminales PR-1 Peptid (11
Aminosauren) ZH O F K BAP-Detivéd peptide 1 (CAPE1L) bezeichnet Z L Uh@&duliert
die Signaltransduktion bei biotischem (Pathogenbefall 9 H U O H WwhiXaQidtischem
Stress (Salzstress) in Pflanzen > ]. CAPEL1 ist im CAP2-Motif lokalisiert und
besitzt die Konsensus-Sequenz PXGNxxxxxPY. Es findet sich in vielen Pflanzen und
ist auch partiell in der Rbelp- und Rbt4p-Sequenz konserviert (Rbelp =
PXGNxxxxxVT; Rbt4p = PXxGNxxxxxPK). Da Rbelp und Rbt4p allerdings HWZDV JU|% HU
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sind als die pflanzlichen PR- 3URWHLQH ZeUGH EHL JOHLBKHU 6SL
Aminosauren langes Rbelp-Peptid und ein 25 Aminosauren langes Rbt4p-Peptid
entstehen. Interessanterweise befindet sich das N-Glykosylierungsmotif von Rbelp in
der potentiellen Peptidsequenz. Weitere Experimente missen Uber diese mogliche

proteolytische Prozessierung von Rbelp und Rbt4p Aufschluss geben.

Rbelp Homodimerisierung

Verschiedene in vitro 6 WXGLHQ KDEHQ JH]HIiURW KBIDQBR, NERBP-

S *$35S )SU S M@MULQ GHU /DJH GD]X VLQUEUbIRENRGLPHUH
97-99]. Allerdings scheint Dimerisierung kein gemeinsames Merkmal von CAP-
SURWHLQH ]X VHLQ GInVAH4 ey MPPR-i ZimEr als Monomere
vorliegen > . @ls treibende Kraft fur die Dimerisierung von CAP-Proteinen
wurden meist polare und hydrophobe Interaktionen postuliert > @ DOOHUGLC

gibt es auch ein Beispiel fur Disulfidbriicken-vermittelte Dimerisierung [197].

'LH (UJHEQLVVH GLHVHU $UEHLWiInQlerZElQa@da €. albibavsy 5EH S
Homodimere ausbildet. Diese Dimerisierung basiert vermutlich primar auf polaren und
hydrophoben :HFKVHOZLUNXQJHQ GD GLH 5HGXNWLRRDTTYRQ 'LV>
R G H-ME keinen Einfluss auf die Dimerbildung hat. Zudem scheint das Dimer durch

hohe SDS-Konzentrationen dissoziiert zu werden. Auch Glykosylierung scheint keine
Voraussetzung fur die Rbelp Dimerisierung zu sein G D s& didch PNGase F-

Behandlung nicht negativ beeinflusst wird.

In der extrazellularen Fraktion konnte keine vergleichbare Menge an Rbelp-
Homodimere QDFKJHZLHVHQ ZHUGHQ AushilduKd Q& [Dirhdis
madglicherweise durch einen Stimulus in der Zellwand oder der Plasmamembran
induziert wird. Interessanterweise wird die Dimerisierung bzw. Oligomerisierung des
humanen CAP-Proteins GAPR-1 durch Interaktion mit negativ geladenen
Membranlipiden reguliert [152]. 1LFKW NRPSOHWW DXV]XVFKOLH%HQ L
induzierte Dimerisierung bzw. Aggregation von Rbelp durch die Anwesenheit von DTT
R G HWE. Artifizielle Proteinaggregation durch DTT-induzierte Reduktion von
Disulfidbricken wurde zum Beispiel schon fir Rinderserumalbumin oder Insulin
beobachtet > . B gibt allerdings auch Beispiele fur Disulfidbriicken-abhangige

Proteinoligomerisierung unter physiologischen Bedingungen. Die humane Superoxid-
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Dismutase SOD1p initiiert in ihrer Disulfidbriicken-reduzierten Form die
Oligomerisierung von monomerem SOD1p und tragt hierdurch zu neuro-
pathologischen Erkrankungen bei [200]. Selbst wenn die Dimerisierung von Rbelp
GXUFK 5HGXNWLRQ GHU 'LVXOILGEU*FNHS MLt QE&XEINHUW Z L1

physiologischer Vorgang mit funktioneller Relevanz sein.

'LH DX%HUJHZ|KQOLFKH 6W DHomOdiréléN geGeHiber ShbhenS
Temperaturen und SDS-Konzentrationen erinnert an die Eigenschaften von Amyloid-
Proteinkomplexen > . @ieser Zusammenhang ist besonders relevant und

naheliegend Gdas CAP-Protein GAPR-1 nach Interaktion mit negativ geladenen
Phospholipiden Amyloidfibrillen ausbildet [100]. Die Autoren der GAPR-1 Studie haben
SRVWXOLHUW GDVV $P\ORLGELOGXQJ HLGURWEHQHQ QR WL
durch proteinspezifische Lipidinteraktionen induziert wird [100]. GAPR-1 hat einen

hohen isoelektrischen Punkt (plcapr-1 XQG LVW EHCEh&KpHWRIOW&tDL V
positivgelaGHQ ZDV ZDKUVFKHLQOLFK I«-U GLH ,QWHUDNWLRQ F
von Bedeutung ist. Im Gegensatz hierzu haben Rbelp und Rbt4p einen sehr viel

niedrigeren isoelektrischen Punkt (plroe1 Rbtg ZDV GLH %LQGXQJ "
negativ geladenen Lipiden unter physiologischem pH-Wert erschwert. Entsprechend

wurde in dieser Arbeit keine Amyloidbildung von Rbelp und Rbt4p in Anwesenheit von

Liposomen mit negativ geladenem Phosphatidylinostiol und Cholesterol beobachtet

(Daten nicht gezeigt). Sollten Rbelp und Rbtdp somit GD]X LQ GHU /DJH VHLQ
ILSLGELQGXQJ $P\ORLGVWUXNW XU #&hQereD XpitlsRezie© GdedrQ LV W
Lipidkombination nétig.

In der Literatur findet man wenige Informationen Uber die funktionelle Rolle der
Dimerisierung von CAP-Proteinen. Prylp Dimerisierung e KUW XU %LOGXQJ HLQH!
6SDOWH J]ZLVFKHQ GHQ DQWLSDUD O QrHder deCAR-Ratr&enH WHQ OR
und CBM-Regionen verbunden sind [93]. Die funktionellen Implikationen dieser

Struktur fur die Bindung von Cholesterol oder moglichen anderen Liganden sind jedoch

unbekannt. Generell scheint die Dimersierung von CAP-Proteinen keine notwendige

Bedingung fur Sterolbindung ] X V H L Quclsdas monomere CAP-Protein SmVAL4

Sterole bindet [91].
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Serrano et al. haben pRVW XOLHUWwch @d Divherisierung von GAPR-1
mdoglicherweise ein katalytisch ak WLYHV =HQWUXP HQWVWHKa ZHOF
konservierte Histidin- und Glutamatpaare aufgebaut wird [97]. Interessanterweise fuhrt
die Mutation dieser konservierten Aminosauren im Protein Fprlp aus F. oxysporum zu
einem Virulenzdefekt in einem systemischen Mausinfektionsmodell [99]. In der
gleichen Studie wurde allerdings D X FK JH]HLJWMuBaboven delDimerisierung

von Fprlp nicht beeinflussen.

Der Zusammenhang zwischen der Dimerisierung und den funktionellen Eigenschaften

von Rbelp bleibt somit weitestgehend ungeklart XQG HV VLQG WXtatlagdO L FKH
und Strukturanalysen Q |[WLJ X P Zukamvhenhang detaillierter zu beschreiben.

[107]

Molekulare Funktion von Rbelp und Rbt4p

Die Klassifizierung von CAP-Proteinen aufgrund konservierter Sequenz- und

Strukturmotive deutet auf eine einheitliche molekulare Funktion dieser Proteine hin.

Die in der Literatur dokumentierte funktionelle Diversitat der Proteine spricht allerdings

fur unterschiedliche Wirkmechanismen. Diese Diversitat liegt wahrscheinlich nicht nur

in den GLYHUJHQWaENQKonservierten Proteinbereichen EHJU*QGHW VRQGH

betrifft auch die CAP-DRPIQH VHOEWW unterschiedliche molekulare

Eigenschaften EHVFKULHEHQ ZXUGHQ +LHU]JX JIKOW GLH %LQGXC

FettsI XUHQ /HXNRWULHQHQ@ GLH ,QWHUDNWLRQ PLW YHUVF
,QWHJULQH &DYHROLQ [10FBp¥ odét HIr@dageaktivitat [102].

Moglicherweise kann die CAP-Doméne auch mehrere ) XQNWLRQHQ DXVI*.KUHQ C

gegenseitig bedingen oder beeinflussen.

Der einzige Hinweis auf die molekulare Funktion von fungalen CAP-Proteinen basiert
PRPHQWDQ DXl GHU %HREDméieMX QU3 S.Geravigiad Sterole und

Fettsduren binden und exportieren kdénnen [201]. Die )UDJH RE -amdHURO
Fettsaurebindung eine generelle Funktion von PRY-Proteinen in Pilzen ist und welche

5ROOH GLHVH (LJHQVFKDIWHQ XQWHU SK\VLIRA&RdNgE FKHQ %

noch ungeklart.
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Die in dieser Arbeit beschriebenen molekularen Charakteristika von Rbelp und Rbt4p
fuhren zu einem einheitlicheren Bild Uber die Funktion von fungalen PRY-Proteinen.
Obwohl die Ergebnisse redundante Eigenschaften zwischen Rbelp und Rbt4p
bestatigen implizieren sie gleichzeitig auch eine molekulare und funktionelle

Diversifizierung dieser Proteinfamilie in C. albicans.

Funktion von Rbelp in der Zellwand

Die in dieser Arbeit beschriebene duale Lokalisation von Rbelp in der Zellwand und

GHU H[WUD]JHOOXOIUHQ )UDNW bRdas EAfekiorkmpatticheptudds) H D X1
Proteins ist? Verschiedene experimentelle Beobachtungen in C. albicans |HLJHQ GDVV

es nicht nur eine Antwort auf eine solche Frage geben muss. Das
Transmembranprotein Msb2 besteht zum Beispiel aus unterschiedlich lokalisierten
6LIQDOGRPIQHQ HLQHU H[WUD]HOOXOIUHQ 'RPIQH GLH SUR
DQWLPLNURELHOOH 3HSWLGH ELQGHW XQG HLQHU F\\
Hyphenmorphogenese und Zellwandstress-vermittelte Signaltransduktion reguliert

[202]. Ein anderes Beispiel ist das SURWHLQ 3UD S ZHOFKHV LQ VHLQHU
Form DQ GHU $XIQDKPH YRQ =LQNLRGdher EekateHen®@-arinvinLVW X Q
Integrin-Rezeptoren und Proteine des Komplementsystems bindet > . @

'D 5EH S XQWHU +HIHZDFKVWXPVEHGLQJXQJHQ ]JX HLQHP °
ORNDOLVLHUW LVW LVW HV VFKO-*«VVL audhQ@Qpkt@ieKid Q GDV\
physiologisch relevant ist. Die Unterschiede in der molekularen Konstitution von Rbelp
zwischen der Zellwandfraktion und dem Uberstand sprechen zusatzlich fir eine

physiologische Relevanz.

Eine direkte Rolle von Rbelp beim Zellwandaufbau kann sehr wahrscheinlich
DXVJHVFKORVYVH QsichHler Glcan- G OD Q QU@ Chitin-Gehalt zwischen

dem Wildtyp und der U EH " U{Warite nicht unterscheidet [88] $X%HUGHP ZXUGH
LQ GLHVHU $UEHLW JH]JHLJW GDVV GLH /RNDOLWBRILRQ YRQ
nicht beeinflusst wird. Rbelp Gbernimmt mdglicherweise eine eher indirekte Rolle bei
Zellwand-assoziierten Prozessen. In  Ubereinstimmung mit einer Zellwand-

assoziierten )XQNWLRQ YRG@ab&EHnN&S et al. JHJHLJIJW GIRBF1L HLQ
'"HOHWLRQVVWDPP GHU PLW /DFWDW DOV hRiEGeARIVWRIITXF

gegenuber Zellwandstress ist [189]. Diese Hypersensitivitdt wurde durch hohe
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Osmolaritat (2M NacCl) bzw. Exposition mit dem Chitin-bindenden Fluoreszenzfarbstoff
Calcofluor white (200 pg/mL) ausgelost. Dieser beschriebene Phanotyp ist von der
verfugbaren Kohlenstoffquelle abhangig und wurde nicht in Medium mit 2% Glucose
beobachtet. In dieser Arbeit konnte interessanterweise QDFKJHZLHVHQ ZHUGHQ
die Sekretion und posttranslationale Modifikation von Rbelp mit der verfigbaren
Glukosekonzentrat LR Q Y D U L lztsHtxNch HiDeihe Kohlenstoffquellen-abhéngige

Funktion bzw. Regulation des Proteins spricht.

Einen indirekten Hinweis auf eine Funktion von Rbelp in der Zellwand liefert das PRY-
Protein Epx1p aus Pichia pastoris Z H O Fzdibdctien den funf PRY-Proteinen in C.
albicans GLH JU3éguénkiahnlichkeit zu Rbelp zeigt. Die Deletion von EPX1 fuhrt
zur Hypersensitivitat von P. pastoris in Anwesenheit von Zellwand-pertubierenden
Substanzen wie Calcofluor white und Kongorot [204]. Zudem wird EPX1 in P. pastoris
bei hoher Osmolaritat verstarkt exprimiert [204]. Dieser Phéanotyp &hnelt den
Beobachtungen tber RBE1 von Ene et al. in C. albicans [189] DOOHUGLQJV ZXUGH

Experimente in P. pastoris mit 2% Glucose als C-Quelle durchgefihrt.

Rbelp ist an Knospungsstellen lokalisiert ZRGXUFK HLQH IXQNWLRQHOO
Zellteilungsprozessen denkbar ware. Allerdings lieferte die Wachstumsdynamik und
Morphologie der UEHZElOHQ XQWHU 6WDQGDUGEHGLQJXQJHQ NHL
solche Funktion. Mdglicherweise sind spezielle Bedingungen oder Wachstumsformen
Q|WLJ XP HLQHQ VROFKHQ 3KIQRWeSBal] X EHHRE DHK WLIH®W 5GOR
RBEL1 in Abhangigkeit des epigenetischen Wechsels zwischen der white- und der
opague-Zellform differentiell reguliert wird [88]. Wahrend dieses Wechsels werden aus
den normalerweise vorherrschenden white-=HOOHQ SDDUXQJopadgRe® SHWHQ V
Zellen des Paarungstyps MTLa oder 07 /. [205]. Die Expression von RBEL1 ist in
opague-Zellen mit Paarungstyp MTLa ca. 2-fach héher als in white-Zellen [88].
Genauere Untersuchungen zu einer moglichen Rolle von Rbelp in opaque-Zellen

stehen allerdings noch aus.

Neben der Zellteilung stellen Knospungsstellen durch ihre besondere Exposition von
-1-3 Glukan und Chitin auch wichtige PAMPs dar G hay¥orzugt von Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems erkannt werden > . @e Immunevasion durch
Maskierung dieser Erkennungsmuster ist ein wichtiger Pathogenitdtsmechanismus
von C. albicans > @nd Rbelp konnte moglicherweise einen solchen

immunevasiven Effekt haben. Unter in vitro Bedingungen konnte dies allerdings nicht
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gezeigt werden & der Hypersensitivitatsphanotyp der UEH ~U-B&Wante

gegenuber Neutrophilen nur in Hyphenzellen auftritt [88].

Funktion i m Lipid transport und Metabolismus

Die Bindung von Sterolmolekilen scheint eine weit verbreitete Eigenschaft von CAP-
Proteinen zu sein und wurde schon in verschiedenen Organismen nachgewiesen >

.@llerdings stellt diese Bindung wohl keine universelle Eigenschaft
dieser Proteinfamilie dar da beispielsweise das CAP-Protein Tablysin-15 aus der
Pferdebremse Tabanus yao keine Sterolbindung zeigt [115]. Tablysin-15 bindet jedoch
andere hydrophobe Molekile ZLH HWWVIXUHQ X[QLE]. VdnddrReWATAPH Q H
Proteinen im phytopathogenen Pilz Moniliophthora perniciosa sind finf dazu in der
/IDJH BWHUROH ]X ELQGHQ XQG ]X VHNUHWLHUHQ ZIKUHQG ]
[110]. Diese zwei Beobachtungen stitzen die 7KHRULH GDV VDomdnd &$3
maoglicherweise als Gerist fur die Bildung verschiedener hydrophober Bindetaschen
fungiert [115].
,P 5DKPHQ GLHVHU $UEHLW ZXUGH JH]JHLJW GDN&N&GEH S XQ
'LVVR]LDWLRQVNRQVWDQWH YuMCGinden kénfenE Heermit ist die
Affinitat zu Cholesterol etwas niedriger als fir PRY-Proteine in S. cerevisiae (Kda Pryl
~ 0.7 uM; Kg Pry2 ~ 0.6 pM jedoch im mkroPRODUHQ %HUHLFK ZLH 1I+U
Cholesterolbindeproteine beobachtet > . @

'XUFK SRVLWLRQVVSH]JLILVFKH OXWDJHQHVH ZXUGH EHV\
Bindemotif (CBM = @X@XXXXQ; @ = aromatische Aminoséure; X = beliebige
Aminosaure) fur die Sterolbindung von Prylp und verschiedene MpPR-1 Proteine
essentiell ist > . kKerbei scheint die aromatische Aminosaure an Position 3 des
CBMs EHVRQGHUYV ZLFKVWiciMpPRY HR QR \@ B LK@iHe Stiolé binden
durch Einfuhrung einer aromatischen Aminosaure an dieser Position in sterolbindende
Proteine umwandeln lassen [110]. Trotz der experimentell bestatigten
SterolbindungsHLJHQVFKDIWHQ YRQ 5 BtHieXotnse®iebuagheS CBMs
in beiden Proteinen eher schlecht. In der Rbelp Primarsequenz sind die aromatischen
AminosaurenaQ 3RVLWLRQ XQG GHV &%0V NRQVHUYLHUW ZIKI

keine der aromatischen Aminosauren aufweist. Fir die Cholesterolbindung scheint
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somit die raumliche Anordnung der Aminosauren wichtiger zu sein als die

Primarsequenz.

Cholesterolbindestellen sind in I8slichen Proteinen meist in einer oberflachlich
IXJIQIOLFKHQ 9HUWLHIXQJ E]Z d@Ekpaditen @uR NBraphidh HUW X |
Umgebung zu minimieren [158]. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wurde

durch in silico +RPRORJLHPRGHOOLHUXQJ E FReybnahlvomnRb&ApP VY GLH

und Rbt4p potentiell oberflachlich zugangliche Kavitaten ausbilden kénnen.

Neben Sterolmolekilen sind CAP-Proteine auch dazu in der Lage freie Fettsduren zu
binden und zu exportieren > . Reylp aus S. cerevisiae bindet
Palmitinsaure X QD E K| Q Jder StdRopindung mit einer Dissoziationskonstante
von 112 uM [115]. 'LHVH ([SRUWIXQNWLRQ LVW HVVHQWLHOO XQW
intrazellulare Fettsauren stark akkumulieren [115]. Erste in vitro Bindungsstudien
GHXWHQ GDUDXI KLQ GDVV UHNRPELQDQWHY 5EH S XQG 5E
Palmitinsaure zu binden (Daten nicht gezeigt). Allerdings sind weitere Studien zur
6SHILILWIW GLHVHU %LQGXQJ Q|WLJ XP HLQH $XVVDJH <EHL

kdnnen.

Durch ektopische Expression von RBE1 und RBT4 in der S. cerevisiae “pryl "pry2-

Mutante konnte in dieser Arbeit JHIHLJW ZHUGHQ GDVV EHmhGW 3URWH]
Sterole binden und exportieren kdnnen. Der Export von Cholesterylacetat durch PRY-

Proteine scheint in S. cerevisiae an den Acetylierungs-/Deacetylierungszyklus von
/ILSLGHQ JHNRSSHOW ]X VH kzi@ungéntethan@us dienV RQ8]! L

Endogene und exogene Sterole 6 W H U R O YuRds@iotdhdlidhe Molekille werden

nach Acetylierung aus der Zelle transportiert und so unschadlich gemacht. Die zwei
Komponenten dieses Acetylierungs- '"HDFHW\OLHUXQJV]\NOXV GLH $FH!
ATF2 (C. albicans: 0rf19.276) und die Steroldeacetylase SAY1l (C. albicans:

RUI sind in C. albicans konserviert. Ob Rbelp und Rbt4p auch in C. albicans

l*U GHQ 6WHUROH[SRUW E]Z GLH 'HWRJ[LIL]JLHUXQJ YRQ 6W!
ist allerdings noch unklar. Im Gegensatz zur “pryl “pry2-Mutante in S. cerevisiae fuhrt

die Deletion von RBE1 und RBT4 nicht zur Hypersensitivitat gegentber hydrophoben

Molekilen wie Eugenol. Dies muss allerdings nicht zwangslaufig auf eine
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unterschiedliche Funktion der Proteine in C. albicans KLQGHXWHQ VR@GHUQ N|Q
durch einen kompensatorischen Effekt der drei zusatzlichen PRY-Proteine oder einen
RBE1/RBT4-unabhangigen Resistenzmechanismus erklart werden. Interessanter-
weise wurde RBT4 in einem kompetitiven Wachstumsexperiment mit verschiedenen
heterozygoten Deletionsstammen DOV *HQ L G HdasVdid [RdsistéhyVvon C.
albicans gegenuber einem synthetischen Ergosterolderivat verringert [209]. Dieses
Ergebnis konnte durch die Sterolbindungs- und Exporteigenschaften von Rbt4p erklart
werden. Der beschriebene Phanotyp wurde in der Studie allerdings nur unzureichend
charakterisiert und musste zusatzlich durch eine homozygote RBT4-Mutante oder den

entsprechenden Reversionsstamm validiert werden.

Bisdato JLEW HV NHLQH 3XEOLNDWLRQHQ GLHabvarsWRE H[SRUW
physiologischen Bedingungen EHVFKUHLEHQ 'LH 'DWHQ DXV GLHVHU $1
dass eine mdogliche Sterolexportfunktion von Rbelp und Rbt4p unter in vitro
Wachstumsbedingungen wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Sterollokalisation und

die quantitative bzw. qualitative Lipidzusammensetzung in C. albicans hat. In S.

cerevisiae wird die Exportfunktion der PRY-3URWHLQH HUVW HYLGHQW ZH
Steroldeacteylase SAY1 deletiert [107] ZHVKDOE P|JOLFKHUZHLVH \
Bedingungen vorlie JHQ P*VVHQ XP HLQHQ 3KIQRW\S EBREBEO FKWHQ
nicht exportierte Cholesterylacetat hierbei in der ER-))UDNWLRQ DNNX®XOLHUW
vielleicht zudem notig eine subzellulare Lipidanalyse durchzufiihren. Auch die
Transkriptomanalysen der Mutanten unter Standardbedingungen zeigten keine
GLITHUHQWLHOOH 5HIXODWLRQ Yd&€ LigidQormhQostéasé beté&ligt GHU 6 W
sind. (V LVW VRPLW ZDKUVFKHLQOLFK- usdCEXpo6rtfanktibnodhH U R O E L (

Rbelp und Rbt4p hauptsachlich bei extrazellularen Prozessen eine Rolle spielt.

Trotzdem deuten die differenziellen Transkriptomanalysen zwischen dem Wildtyp und

den OXWDQWHQ GDUDXI| KLQ GRBEY usdLRBT4hGcH BiheRENNSR Q

auf intrazellulare Prozesse hat. Sowohl in Hefe- als auch in Hyphenzellen scheinen

*HQH GLH BrRmenshahdg mit dem Kohlenhydratmetabolismus oder der
6WUHVVDQWZRUW VWHKHQ YRQ GHU 'HAletdngRLRIgehHHL Q10 X
sowohl die Einzel- als auch die Doppelmutante keinen Phanotyp bei Wachstum in
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Anwesenheit verschiedener Kohlenstoffquellen oder unter diversen Stress-
EHGLQJXQJHQ O|JOLFKHUZHLVH LVW HLQH .RPELQDWLRQ G
eine phanotypische Ausprédgung zeigt. =XGHP LVW XQNODU RE GLH WUD
Unterschiede mit einer direkten Funktion von Rbelp und Rbt4p korrelieren oder durch

indirekte regulatorische Effekte hervorgerufen werden.

Funktion in der Interaktion mit dem Wirt

Phanotypische Effekte der RBE1- und RBT4-Deletion lassen sich in C. albicans nur im

Kontext von Wirt-Pathogen-Interaktionen beobachten [88]. Hierbei scheint die

Interaktion PLW % O X W N R InShe£rt€r&VpdiPmorphonukleare *UDQXOR]J\WHQ
von JU R %Betlgutung zu sein. In dieser Arbeit konnte die Hypersensitivitat der
Doppelmutante gegentber diesen Zellen EHVWIWLIJW ZHUGHQ JOHLFK]JHLWI
Effekte im Zusammenhang mit anderen zellularen Immunkomponenten wie
Makrophagen beobachtet. Uberraschenderweise war zudem das Uberleben der
Doppelmutante in humanem Vollblut im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert. Dies

beruht sehr wahrscheinlich auf den anderen kompensatorisch wirkenden
Immunmechanismen L P % O Xdéh E@flusk der Neutrophilen in vitro Giberlagern oder

verandern.

(VJIJLEW YHUVFKLHGHQH %HLVSL H @hktibigllenZusahhinvghahp W XU G L
zwischen CAP-Proteinen und Neutrophilen beschreiben. Hierzu gehdrt die Inhibierung
der Integrin-DEKIQJLJHQ $ G K BpérR&ozoerHideraktion oder des oxidative
burst von Neutrophilen durch CAP-Proteine > . X % HU G H®@nCTAR-Q
Proteine durch Sequestrierung proinflamatorischer Leukotriene oder Modulation von
Thrombozytenaggregation einen indirekten Effekt auf Neutrophile austiben > . @
Interessanterweise sind CAP-Proteine in Saugetieren selbst besonders stark in
Immunzellen exprimiert und finden sich unter anderem in den sekretorischen Granula
von Neutrophilen > . @ierbei ist das CAP-Protein Crisp3 spezifisch in
Peroxidase-QHJDWLYHQ -réichdd \V@laqu oKalisiert [214]. Mdglicherweise
modulieren oder neutralisieren PRY-Proteine auch den Effekt dieser Proteine durch

direkte Protein-Protein-Interaktionen.

Die Analyse der transkriptionellen Antwort von humanen Neutrophilen auf die Infektion
mit C. albicans KDW JH]JHLJW GDVV RBHEL uhiGRBW inRi€senRKantext
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nur einen geringen Effekt auf die Genexpression hat. Die Exposition der Neutrophilen
mit der OUEH GMEaNMe fahrte im Vergleich zum Wildtyp lediglich zur
differentiellen Regulation von drei Genen. '"HP JHJHQ<EHU VWHKHQ
generell durch Exposition der Neutrophilen mit C. albicans differentiell reguliert

*HQF

wurden. (LQ *UR%WHLO GLHVHU GLIIHUHQWLHOO H[Sbrée PLHUWH

response von Neutrophilen auf C. albicans [67].

'LH GUHL BHRABI MREG und ATP6V1G2 GHUHQ ([SUHVVLRQ GXUF
RBE1/RBT4-Deletion verandert wurde NRGLHUHQ |+« WehXptErg¢hi&lighteO O
Proteine. Allerdings scheinen alle drei Proteine mit YHVLNXOIUHQ .RPSDUWLPHQ
VHNUHWRULVFKHQ *UDQXOD RGHAUsBIKDJRVRPHQ DVVR]LLH

DEFA3 kodiert fur das Protein human neutrophil peptide 3 (HNP-3) Z H GsFzaaH

Klasse der .-'HIHQVLQH JiD&f¢hse sind kurze cysteinreiche kationische

SHSWLGH PLW DQWLPLNUR E wbhh&theitlich : didh X @dmbra@-L H
permeabilisierung wirken > @ 'HU OHQVFK HI[S U LHIHHQUM QMH F&LVH.

unterschiedliche Spezifitaten gegenuber verschiedenen Mikroorganismen aufweisen
[216]. HNP-3 zeigt unter in vitro Bedingungen uberraschenderweise keine Aktivitat
gegen C. albicans im Gegensatz zur HNP-1 und HNP- G L &h nak durch eine N-
terminale Aminosaure von HNP-3 unterscheiden > . @leben direkter
antimikrobieller Aktivitat wird .-Defensinen auch eine Funktion bei der Neutralisation
von mikrobiellen Toxinen V R Z L HBlugdrinung zugeschrieben > . @NP-3
bindet auch an cholesterolabhéngige Cytolysine und inhibiert so die Hamolyse von
Erythrozyten [221].

Das Genprodukt von MREG GDV 3URWHLQ 0H O DQrnaldiiese® iap

Zellen des retinalen Pigmentepithels exprimiert und reguliert den Transport von

ZLUG

OHODQRVRPHQ GLH 'HJUDGDWLRQ YRQ 3KDJRVRPHD XQG Gl

[222-224].
ATP6V1G2 kodiert fur die G2-Untereinheit einer vakuoldren H*-ATPase (V-ATPase)

welche die AQVIXHUXQJ LQWUD]J]HOOXOIUHU .RPSDUWLPHQWH

/I\WVRVRPHQ UHn Xéeutrdphllgvs finden sich V-ATPasen hauptsachlich in
WHUWLIUHQ -réieherDEYan@QeD[223]. Interessanterweise gibt es mikrobielle
SURWHLQH -ATPdsel@er&nheiten binden und so die Ansduerung von
Phagosomen verhindern. Ein Beispiel hierfur ist eine sekretierte Tyrosin-Phosphatase
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aus Mycobacterium tuberculosis GLH D Q-Uatereinheit der phagosomalen V-

ATPase von Makrophagen bindet [226] $X%HUGHP ZXUGH LQ HLQHU ,QWH
JH]HLJW G D V VUntéreikheit* der V-ATPase mit L-Typ-Calciumkanalen

assoziieren kann [227].

Inwiefern eine veranderte Expression dieser drei Gene durch die Deletion von RBE1

und RBT4 HUNOIUW ZH UvH@e dgeba@ Sich Bie Genexpressionsanderungen

auf die Sensitivitat von C. albicans JHIHQ*EHU 1HXWURSKLOHQ DXVZLUN)
noch spekulativ. Hierzu fehlen Daten Uber die Regulation der Gene wahrend einer C.

albicans Infektion und tber die molekulare Wirkung der jeweiligen Genprodukte in

diesem Kontext.

Trotz dieser Wissenslicken EHVWIWLIJW GLH $QDO\VH &ib\Mer HV 8QV
transkriptionellen Antwort der Neutrophilen in Bezug auf den Wildtyp bzw. die
Doppelmutante gibt. Ein solcher Unterschied wurde bei einer ahnlichen RNA-Seq
Analyse mit vaginalen Epithelzellen in dieser Arbeit nicht beobachtet (Daten nicht
JH]HLJW ZDYV HL Q HspkHikdveURRIEKOh @dth Rbelp und Rbtdp weiter
untermauert. Ob dieser Effekt auf einer RBE1/RBT4-abhangigen Veranderung der C.
albicans Zellen oder der direkten Interaktion von Rbelp und Rbt4p mit Neutrophilen
basiet NRQQWH LP 5DKPHQ GLHVHU $ Ulkebntwirte) wérdew IDEVFKOL
der differentiellen Genexpressionsanalyse zwischen dem C. albicans Wildtyp und der
QUEH MEamte kcQQWHQ 8QWHUVFKLHGH IHVWJHVWHOOW ZH
Uberleben in Anwesenheit von Neutrophilen auswirken kénnten. Gleichzeitig kann ein

direkter Effekt von Rbelp und Rbt4p auf Neutrophile nicht ausgeschlossen werden.

In der Literatur wird VS H N X O L HU WPrdzebh®/ Modibherweise eine Rolle bei der
Sequestrierung von Membransterolen in Wirtszellen spielen kénnten > . @le
RNA-Seq Analyse liefert hierfur allerdings keine direkten Hinweise zudem waére dies
keine  Neutrophilen-spezifische Aktivitdt. Neben der Sequestrierung von
Me P E U D Q V WWwLWR fOr LAP-Proteine auch eine Funktion bei der Sequestrierung
bzw. Neutralisierung extrazellularer immunmodulatorischer Steroide oder anderer
Lipide postuliert > . Bine solche extrazellulare Funktion ware in einem in vitro
RNA-Seq Experiment vermutlich nur schwer zu detektieren XQG DX%HUGHP DO
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Erklarung fur die Hypersensitivitat der Doppelmutante gegentiber Neutrophilen nicht

vollstandig.

(V.LVW JHQHUHOO DXFK QLFKW DXVJHVFKORVVHQ GDVV GLI
PRY-Proteinen unabhangig von der Pathogenese im Wirt existieren. Hierfir spUL F KW

dass die Mutation des konservierten Histidin-Rests im PRY-Protein Fprlp aus F.

oxysporum zu einem Virulenzdefekt im systemischen Mausmodell fuhrt [99] wé&hrend

dieselbe Mutation in Prylp keine Auswirkungen auf dessen Sterolbindungs-
eigenschaften hat [112]. Die Aussagekraft dieser Beobachtungen ist allerdings
EHVFKUIQNed/ furGHprlp aktuell noch keine experimentellen Daten zur
Sterolbindung gibt. Es sind in Zukunft somit weitere molekulare und funktionelle
$QDO\WHQ QIWLJ XP HLQHQ P|JO kwiscChe@ SterobiDdRifRgHIQK D Q J

Virulenz aufzudecken.

Schlussbetrachtung und Ausblick

Der synergistische Effekt der RBE1/RBT4-Deletion auf die Virulenzeigenschaften von

C. albicans im systemischen Mausinfektionsmodell deutet auf eine &hnliche Funktion

beider Genprodukte hin [88]. Die Sequenzhomologie und Konservierung der CAP-

Domane unterstreichen diese Vermutung zuséatzlich. Trotz dieser Ahnlichkeiten und

Synergien KDW GLHVH $SUEHLW JH]HLJW GDVV HV DXl PROHI
Unterschiede zwischen beiden Proteinen gibt. Rbelp ist in Hefezellen bevorzugt
Disulfidbricken-DEKIQJLJ LQ GHU =HOOZDQG ORNDgéereiLHUW  Z
konstitutiv sekretiert wird. Zudem tragt die Homodimerisierung und N-Glykosylierung

von Rbelp wahrscheinlich weiter zu dessen funktioneller Diversifizierung bei. Solche

molekularen Diversifizierungsvorgénge erklaren die funktionelle Vielfalt von CAP-

Proteinen XQDEKIQJLJ Y R-Qné Stuktuir@rologien in der CAP-Domane.

Rbelp und Rbt4p binden und exportieren Sterole in vivo. Die Relevanz dieser Funktion
im Zusammenhang mit der Virulenz von C. albicans wahrend systemischer Infektionen
ist allerdings noch spekulativ. Sterole scheinen QHEHQ )HWWVIXUHQ RGHU /HX
nur eine mogliche Klasse von hydrophoben Liganden fir CAP-Proteine darzustellen
[228]. 0] JOLFKHUZHLVH ELQGHQ 5EH S XQG 5EW S VRPLW ZHLW

die unter physiologischen Bedingungen fur C. albicans besonders relevant sind.
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Rbelp und Rbt4p nehmen bei der Interaktion von C. albicans mit Neutrophilen eine
besondere Rolle HLQ GLHV ]JHut&v amlederd an der verdnderten
transkriptionellen Antwort der Neutrophilen aufdie G U EH (-M@Eahte. Die Rolle von
Rbelp und Rbt4p als Virulenzfaktoren in C. albicans basiert somit zumindest zum Teil

auf der Interaktion mit dem angeborenen Immunsystem.

Die Erkenntnisse uber die molekularen und funktionellen Eigenschaften von Rbelp
XQG 5EW S GLH DXV GLHVHU $UEHLW KHUYRUJHJIDQJHQ VL
vivo Infektionsmodellen weiter untersucht werden. Nur so scheint sich ein konkreter
Zusammenhang zwischen Phanotyp und Funktion fur diese wichtigen Virulenzfaktoren

in C. albicans ableiten zu lassen.
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Abb. 27: Codon- Optimierung der RBE1- und RBT4-Gensequenzen. Urspriingliche (Original) und
Codon-optimierte (Optimized) RBE1- (A) und RBT4- (B) *HQVHTXHQ]JHQ GLH I«U GLH KHV

Expression in E. coli verwendet wurden. Die modifizierten Codons sind rot markiert.
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Abb. 28: Expression und Affinitatsaufreinigung von Rbelp und Rbt4p in P. pastoris . Rbelp (A)

und Rbt4p (B) wurden als c-myc/His6-Fusionsproteine im P. pastoris Stamm X-33 heterolog exprimiert.

Die Proteinsequenzen enthielten das native Signalpeptid aus C. albicans ZRGXUFK VLH LQ GH!
Kulturiberstand sekretiert wurden. 'LH ([SUHVVLRQ ZXUGH GXUFK =XJDRhI YRQ
induziert und zu den angegebenen Zeitpunkten durch SDS-3$*( XQG DQVFKOLH%HQGHU &RR
G250-Farbung Uberprift. (C, D) NiZ*-NTA-Affinitatsaufreinigung von Rbelp und Rbt4p aus dem
Kulturiiberstand von P. pastoris QD FK K ,QGXNWLR/Q Nethanol. Hierfir wurde der

Uberstand (I) duch Ultrazentrifugation aufkonzentriert (K) und auf eine Ni**-NTA-S&ule gegeben (D).

Die Sdule ZXUGH DQVFKOLH%HQG JHZDVFKHQ : XQG GDVnidlakBl i@t HQH 3URW
(E). Die verschiedenen Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel mit Coomassie

G-250 gefarbt.
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Tabelle 22: Ausw ertung der in der Nano-LC-ESI-MS/MS gefundenen Peptide der Monomer - und
Dimerbanden von Rbelp- V5. Aufgelistet sind die Proteine VRZLH GLH $Q]DKO GHU HQWVSL
Peptide GLH LQ GHU ub® QiRdér-Bande der Rbel-V5- und der Kontroll-Probe identifiziert

wurden.

o . Accession _
Identifizierte Proteine Monomer Dimer
Number
Kontrol le Rbel-V5 | Kontrolle Rbel-V5
hypothetical protein MGQ_01364 [Candida albicans
KHC42070.1 0 17 2 34
P76067] Repressed by Efgl (RBE1)
likely HSP70 family chaperonin [Candida albicans
XP_713714.1 7 14 0 0
SC5314]
chaperone DnaK [Candida albicans 19F]
KGU15991.1 9 11 0 0
olyadenylate-ELQGLQJ SURWHL F\WRISODVPLF D(
poly Y Q Q Q KGQ95663.1 2 1 0 0
[Candida albicans P94015]
translation elongation factor 3 [Candida albicans]
CAA78282.1 0 0 6 7
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit
. . EEQ44016.1 5 12 0 0
[Candida albicans WO-1]
hypothetical protein W5Q_01381 [Candida albicans
KHC84156.1 0 0 7 3
SC5314]
leucyl-tRNA synthetase [Candida albicans WO-1]
EEQ43286.1 0 0 2 1
acetate--CoA ligase [Candida albicans SC5314]
AOW26103.1 0 2 0 0
FRDWRPHU SURWHLQ FRPSOH] VXEXQLW D
. . KGQ92106.1 0 0 2 1
[Candida albicans P37005]
transketolase [Candida albicans WO-1]
EEQ42384.1 1 4 0 0
pyruvate carboxylase [Candida albicans P94015]
KGQ86632.1 0 0 1 0
chaperone protein CaMsi3p [Candida albicans]
BAB71816.1 2 0 0 0
hypothetical protein MEU_02536 [Candida albicans
KGQ92022.1 0 0 3 1
P37005]
plasma membrane ATPase [Candida albicans WO-1]
EEQ44146.1 0 0 2 2
hypothetical protein MG1_02805 [Candida albicans
KGQ98165.1 0 0 5 4
GC75]
protein EPD1 precursor [Candida albicans WO-1]
EEQ43106.1 0 0 4 3
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ubiquitin-activating enzyme E1 [Candida albicans

KGQ86919.1 0 0 2 3
P94015]
hypothetical protein MEO_00975 [Candida albicans

KGQ90660.1 2 3 0 0
P94015]
hypoxia up-regulated 1 [Candida albicans P94015]

KGQ88838.1 0 0 2 2
hypothetical protein CAWG_03911 [Candida albicans

EEQ45582.1 0 0 2 2
WO-1]
hypothetical protein MEU_00181 [Candida albicans

KGQ98590.1 1 3 0 0
P37005]
hypothetical protein MG3_02408 [Candida albicans

KGR13974.1 0 0 2 2
P78048]
conserved hypothetical protein [Candida albicans WO-
1 EEQ45027.1 0 0 0 1
hypothetical protein MEO_03840 [Candida albicans

KGQ85522.1 0 0 2 0
P94015]
hypothetical protein CAALFM_C200360CA [Candida

) AOW27090.1 2 0 0 0
albicans SC5314]
cytoskeleton assembly control protein Sla2p [Candida
. CAA08750.1 0 0 1 1

albicans]
flavocytochrome c¢ [Candida albicans P37005]

KGQ97513.1 1 2 0 0

valy- W51$ VIQWKHWDVH PLWRFKRQGULDO
. . EEQ46054.1 0 0 1 1
[Candida albicans WO-1]

glycerol-3-SKRVSKDWH GHK\GURJHQDV|H PLWRFKHR

KGQ92654.1 2 0 0 0
[Candida albicans GC75]
ATP-dependent RNA helicase DED1 [Candida albicans

KGQ88221.1 1 0 0 0
P94015]
drug resistance protein 2 [Candida albicans]

AAB96797.1 0 0 0 1
hypothetical protein CAWG_05603 [Candida albicans

EEQ47048.1 1 0 0 0
WO-1]
conserved hypothetical protein [Candida albicans WO-
1 EEQ46430.1 0 0 0 2
conserved hypothetical protein [Candida albicans WO-

EEQ42790.1 1 0 0 0

1]

KHDW VKRFN SURWHLQ 66& PLWRFKROGUL
) ) EEQ47268.1 2 0 0 0
[Candida albicans WO-1]

vacuolar ATP synthase subunit a [Candida albicans

EEQ44988.1 0 1 0 0
WO-1]
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