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�  
��	���	�
	��������������������������������������� ��������������������������������������������������� ����������������������! �
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��� � ����#�������4�����$%������������������������������� ��������������������������������������������������� �������������������������&( �

��& � 3	�������+'���%��	$	������������������������������� ��������������������������������������������������� ������������������������&( �

��. �  ���	
��������������������������������������������� ��������������������������������������������������� �����������������������������������&� �

��� � '����
$	��	���������������������������������������� ��������������������������������������������������� ������������������������������&� �
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��� � �����5
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��- �  ���$��	������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������������������������.0 �
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���� � ��		
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��� �)��$$	�������������������������������������������� ���������������������������������������.& �

���& � ������������	��
 �)��$$	�������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ����.& �

���. � 7	������	������������������������������������������ ��������������������������������������������������� �����������������������������������.. �
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� ���	��� ��������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ���������������������.� �

� �������	��
 ��������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� �������������.� �

� �����
����
 ��������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������.� �

� ���	�����
��� ��������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ����������.� �

� 8��.�������
�����	��������������������������������� ��������������������������������������������������� �������������.( �

��� � ������������$��	
����%$�
�������	�
	
�9
������%�	�� ��������������������������������������������������� ��.( �

��& �  ����	���
����$��	��������������������������������� ��������������������������������������������������� ������������������������.� �

��. � �	����	����
�����%�	�����,:������������������������ ��������������������������������������������������� ���������������.� �

�  ���$���������������� ���	��� ��������������������������������������������������� ��������������������������������������.� �

� �����������	��$��
�	
�,:������ �������	��
 ��������������������������������������������������� ������������.� �

� ;	���$$�����	
�,:�+'���	��
������������������������ ��������������������������������������������������� ����.- �

�  ��%$	
��	+'	��	�
	�������< *3=�������������������� ��������������������������������������������������� �������.- �

� ���
	������������,:�+/
��$	��	��������������������� ��������������������������������������������������� ������� �

� '����	
�������������������������������������������� ��������������������������������������������������� �������������������������� �

� '����	
������	��	��	
� ���$��	��������������������� ��������������������������������������������������� ������������� �

��� � >
�����
$������������������������������������������ ��������������������������������������������������� ������������������������������. �

� >
�����
$���������� ���	��� ��������������������������������������������������� �����������������������������������������. �

� >
�����
$���������� �������	��
 ��������������������������������������������������� ���������������������������������� �

� >
�����
$���������� �����
����
 ��������������������������������������������������� ����������������������������������� �

��( � �	����	����
�����%�	�����3:������������������������ ��������������������������������������������������� ����������������� �

� ��������������9	��$�+3:������ �������	��
 ��������������������������������������������������� ��������������� �

� ��������������9	��$�+3:������ �:������������������� ��������������������������������������������������� ����- �

� '���	��
������+�����?��������#	���$$�����	
�3:�4
,: ������������������������������������������! �

� $3:�+)	@�	���	
������������������������������������ ��������������������������������������������������� ��������������! �

��� � �	����	����
�����%�	����� 
��	��	������������������ ��������������������������������������������������� �������������(0 �

�  
��	���������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ����������������������(0 �

�  
��	����
	�
�	
��������'����
A#	
����������������� ��������������������������������������������������� ����(� �

�  
��	������	��
������#	���$$����������������������� ��������������������������������������������������� �������(� �

� ,���%�	�������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������������������(� �

� �������������
	������������ 
��	��	���������������� ��������������������������������������������������� ����������(� �

� )�	��	��	� 
��	�����
	�������	��������������������� ��������������������������������������������������� �����������(. �

� ),)+ ��%�

%��$��+9	�	�	��
����
	�	�<),)+ �9"=����� ��������������������������������������������(( �

� /�
#�������� 
��	��	���$� ��%�

%��$���	����������� ��������������������������������������������������� ��(� �

� :�
��	������� 
��	��	����

��B	��	
�+;������������� ��������������������������������������������������� �(� �

� ����	���	��
�$	�
�	�������������������������������� ��������������������������������������������������� ���������������(- �

� ,	��%���%��	
�������� 
��	��	���������������������� ��������������������������������������������������� ����������(! �

��- � ���
������	���������������������������������������� ��������������������������������������������������� �������������������������������(! �

� �$$������
	��	������������������������������������� ��������������������������������������������������� �����������������(! �

� /�
#��������������	$�*��������

��B	��	��	�$+������ �������������������������������������������0 �

� /������+/�
#��������������������������������������� ��������������������������������������������������� �����������������������0 �
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#	��	���������������������������� ��������������������������������������������������� �������������������������� �

� ����#���+����%������������������������������������� ��������������������������������������������������� ������������������������ �

� :	��
�����	��'������+����%������������������������� ��������������������������������������������������� ����������������� �

� ���
�����	��'������+����%�������������������������� ��������������������������������������������������� �������������� �

���0 � �	����	����
�����%�	�����)�	
��	������������������� ��������������������������������������������������� ���������������& �

� )�	
��#�����������%�������������������������������� ��������������������������������������������������� �����������������& �

� )�	
��	2��
�����%���������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������������& �

� )�	
���$��
�����%���������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������������. �

� ����	���	��
�$	�
��
�	�1��������%�	���������������� ��������������������������������������������������� ����. �

���� � ;������
$������������������������������������������ ��������������������������������������������������� ��������������������������������� �

� )	@�	��+����%�	�����C�$�����	+���	���	
������������ �������������������������������������������������� �

� ����%�	��	
�3:�+)	@�,��	��������������������������� ��������������������������������������������������� ������������ �
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���� �*****************************************************************************************************************************************�>>�

��� � 1�������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ���������������������������������! �

��� � 9�%���%��	
���������������������������������������� ��������������������������������������������������� �����������������������������-. �

��& �  
��	��+ 
��	������	
������	����������������������� ��������������������������������������������������� ����������������������-� �

&�� � C	�	
����	�"2�
	����������3#	�������3#�.����� ���	��� ��������������������������������������������������� ��!0 �

&�� � �������� �)�	
��#������������������������������������������� ��������������������������������������������������� �������������������!& �

&�&� ������� �)�	
���
�����
������������������������������������ ��������������������������������������������������� ��������������������!( �

&�. � "��������������	�1������$5�����	������������������� ��������������������������������������������������� ������������������!! �

&�� � "������������ ���� ����� ���� �������	���
�������	+�#������	�>
����
������������� �������������0& �

&�( � "������������ ���� ����� ���� ���������D#	
�	#	�����;���������������������������� ��������������������������0- �

� ����#���������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������������������0! �

�  �����%�	������������������������������������������ ��������������������������������������������������� ����������������������0 �

&�� � "�������� ���� ���� � ���� ���� � ���� ��	� �
����
������	��	� �����
�� ����  �:�� �	�	�A# 	
� ���
����	��
 ��������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ��������������������������������������. �
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 �****************************************************************************************************************************************���7�

� 1�������������������������������������������������� ��������������������������������������������������� ������������������������! �
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� 3#	���C�$���$	
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������������������������������� ��������������������������������������������������� �����������& �

� /������������3#	�������	
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Abkürzungsverzeichnis 

AMP Ampicillin GFP green fluorescent protein 

AMPs Antimikrobielle Peptide GPI Glykosylphosphatidlyinositol 

APS Ammoniumpersulfat h Stunde 

BMGY buffered minimum glycerol (Medium) HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
Ethansulfonsäure 

BMM buffered minimum methanol 
(Medium) 

HSA human serum albumin  

bp Basenpaare IF Immunfluoreszenz 

BSA bovine serum albumin  IP Immunpräzipitation 

Ca  Candida albicans IPTG Isopropyl-��-D-thiogalactopyranosid 

CAP Chloramphenicol kDa Kilodalton 

CPM counts per million reads l Liter 

CT C-terminal LB lysogeny broth 

DAPI ���•����-Diamidin-2-phenylindol MetOH Methanol 

ddH2O Doppelt destilliertes Wasser MIC minimal inhibitory concentration 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's 
(Medium) 

min Minute 

DMSO Dimethylsulfoxid ml Milliliter 

DNA Desoxyribonukleinsäure 
(desoxyribonucleic acid)  

mM Millimolare Konzentration [mmol/l] 

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat MOI multiplicity of infection 

DTT Dithiothreitol MS Massenspektrometrie 

Ec Escherichia coli MWCO molecular weight cutoff 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure Nano-LC-ESI- 
MS/MS 

nano liquid chromatography 
electrospray ionization tandem mass 
spectrometry 

ER Endoplasmatisches Retikulum NaOH Natriumhydroxid 

ESI Elektrospray-Ionisierung NCBI National Center for Biotechnology 
Information 

EtOH Ethanol NETs neutrophil extracellular traps 

FDR false discovery rate NGS Next-Generation Sequencing 

FITC Fluoresceinisothiocyanat Nou Nourseothricin 
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FRT FLP recognition target sequences NT N-terminal 

g Erdbeschleunigung NTA nitrilotriacetic acid (Nitriloessigsäure) 

g Gramm sec Sekunde 

ORF open reading frame TAE Tris-Acetat-EDTA 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese Taq Thermophilus aquaticus 

PAMPs pathogen-associated molecular 
patterns 

TE Tris-EDTA 

PBS phosphate buffered saline TEMED Tetramethylethylendiamin 

PBS-T PBS mit Tween 20 OD Optische Dichte 

PDB protein data base Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

PIC protease inhibitor cocktail U unit�����(�Q�]�\�P�H�L�Q�K�H�L�W 

PMNs polymorphonuclear neutrophils V Volt 

PMSF Phenylmethyl-Sulfonylfluorid v/v volume per volume 

PP Polypropylen w/v weight per volume 

PVDF Polyvinylidenfluorid WB Western-Blot 

RMSD root-mean-square deviation of 
atomic positions 

WGA Weizenkeim-Agglutinin 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) WT Wildtyp 

RNA-Seq RNA Sequencing XTT ��������-bis (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino) 
carbonyl]-2H-Tetrazolium Hydroxid) 

ROS reactive oxygen species  YPD yeast extract-peptone-dextrose 
(Medium) 

RPKM reads per kilobase of exon model per 
million mapped reads 

YPDS Yeast extract – peptone – dextrose – 
sorbitol (Medium) 

rpm revolutions per minute  YPM yeast extract – peptone – maltose 
(Medium) 

RPMI Roswell Park Memorial Institute ��-ME ��-Mercaptoethanol 

RT Raumtemperatur °C Grad Celsius 

SAPs sekretierte Aspartylproteasen µ Mikro 

Sc Saccharomyces cerevisiae µM Mikromolare Konzentration [µmol/l] 

SC synthetic complete (Medium) Å Ångström 

SDS sodium dodecyl sulfate 
(Natriumdodecylsulfat) 
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Zusammenfassung 

Candida albicans gehört zu den dominantesten Pilzspezies im Mikrobiom gesunder 

�,�Q�G�L�Y�L�G�X�H�Q����stellt gleichzeitig aber auch eine der häufigsten Ursachen für 

opportunistische Pilzinfektionen beim Menschen dar. Der Pilz hat sich über sehr lang 

�=�H�L�W�U�l�X�P�H���D�Q���G�D�V���/�H�E�H�Q���L�P���0�H�Q�V�F�K�H�Q���D�Q�J�H�S�D�V�V�W���X�Q�G���9�L�U�X�O�H�Q�]�I�D�N�W�R�U�H�Q���H�Q�W�Z�L�F�N�H�O�W�����G�L�H��

ihm das Überleben im Wirt sichern. Diese Faktoren können auf verschiedenen Ebenen 

�D�J�L�H�U�H�Q�����X�Q�G���X�P�I�D�V�V�H�Q���X�Q�W�H�U���D�Q�G�H�U�H�P���7�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�R�Q�V�I�D�N�W�R�U�H�Q�����=�H�O�O�Z�D�Q�G�S�U�R�W�H�L�Q�H���R�G�H�U��

sekretierte Proteine. Die Kenntnis über die molekularen Wirkmechanismen dieser 

Virulenzfaktoren ist für das Verständnis der Pathogenität von C. albicans �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O����

und stellt zudem die Grundlage für die Entwicklung zukünftiger Antimykotika dar.  

Mit den sekretierten Glykoproteinen Rbe1p und Rbt4p wurden vor kurzem zwei neue 

Virulenzfaktoren in C. albicans �E�H�V�F�K�U�L�H�E�H�Q�����G�Le eine wichtige Rolle bei systemischen 

Infektionen zu spielen scheinen. Die Deletion beider Gene führt synergistisch zu einem 

�9�L�U�X�O�H�Q�]�G�H�I�H�N�W�� �L�Q�� �H�L�Q�H�P�� �V�\�V�W�H�P�L�V�F�K�H�Q�� �0�D�X�V�L�Q�I�H�N�W�L�R�Q�V�P�R�G�H�O�O���� �V�R�Z�L�H�� �]�X�U��

Hypersensitivität des Pilzes gegenüber polymorphonukleären Granulozyten in vitro. 

Die molekularen Grundlagen dieser phänotypischen Beobachtungen sind 

�Z�H�L�W�H�V�W�J�H�K�H�Q�G�� �X�Q�Y�H�U�V�W�D�Q�G�H�Q���� �G�D�U�•�E�H�U�� �K�L�Q�D�X�V�� �I�H�K�O�H�Q�� �,�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�H�Q��über die 

grundlegenden molekularen und funktionellen Eigenschaften dieser Proteine in C. 

albicans.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es Rbe1p und Rbt4p auf molekularer und funktioneller 

�(�E�H�Q�H�� �X�P�I�D�V�V�H�Q�G�� �]�X�� �F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�H�Q���� �X�P�� �L�K�U�H�� �%�H�G�H�X�W�X�Q�J�� �I�•�U�� �G�L�H�� �9�L�U�X�O�H�Q�]�� �Y�R�Q��C. 

albicans besser zu verstehen. Zu diesem Zweck wurde sowohl ihre Rolle in C. 

albicans���� �D�O�V�� �D�X�F�K bei der Interaktion �P�L�W�� �G�H�P�� �P�H�Q�V�F�K�O�L�F�K�H�Q�� �:�L�U�W���� �Q�l�K�H�U��betrachtet. 

Hierbei konnten verschiedene neue molekulare Eigenschaften von Rbe1p und Rbt4p 

beschrieben werden. Entgegen früherer Annahmen zeigte sich�����G�D�V�V���H�L�Q���V�L�J�Q�L�I�L�N�D�Q�W�H�U��

Anteil von Rbe1p unter Hefewachstumsbedingungen Disulfidbrücken-abhängig in der 

Zellwand von C. albicans verankert ist. Massenspektrometrische Analysen konnten 

auch �Q�D�F�K�Z�H�L�V�H�Q���� �G�D�V�V�� �5�E�H���S�� �L�Q�� �$�E�K�l�Q�J�L�J�N�H�L�W�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�D�V�V�R�]�L�D�W�L�R�Q�� �D�X�‰�H�U-

ordentlich stabile Homodimere bildet. Zudem war die Zellwandlokalisation von Rbe1p 

polar�� und trat selektiv an den chitinreichen Knospungsstellen von Hefezellen auf. All 

diese Beobachtungen deuten auf eine bisher unbeschriebene Funktion von Rbe1p in 

der Zellwand hin.  
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In dieser Arbeit konnte erstmals ge�]�H�L�J�W���Z�H�U�G�H�Q�����G�D�V�V���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S��dazu in der 

�/�D�J�H�� �V�L�Q�G���� �6�W�H�U�R�O�H�� �]�X�� �E�L�Q�G�H�Q�� �X�Q�G�� �D�X�V��der Zelle zu exportieren. Die funktionellen 

Implikationen dieser Eigenschaft für den Virulenzphänotyp sind allerdings noch 

unbekannt. Sie stehen aber möglicherweise auch im Zusammenhang mit der 

Interaktion zwischen C. albicans und polymorphonukleären Granulozyten. Diese 

Zellen des angeborenen Immunsystems konnten in dieser Arbeit als Haupteffektoren 

der Funktion von Rbe1p und Rbt4p bei Blutstrominfektionen bestätigt werden. Darüber 

hinaus lieferte eine globale Transkriptomanalyse Hinweise auf mögliche molekulare 

Targets von Rbe1p und Rbt4p bei der Interaktion zwischen C. albicans und 

polymorphonukleären Granulozyten.  
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Summary 

Candida albicans is one of the most prevalent fungal species in the microbiome of 

healthy i�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�V���� �E�X�W�� �L�W�� �L�V�� �D�O�V�R�� �R�Q�H�� �R�I�� �W�K�H�� �P�R�V�W�� �F�R�P�P�R�Q�� �F�D�X�V�H�V�� �R�I�� �R�S�S�R�U�W�X�Q�L�V�W�L�F��

fungal infections in humans. The fungus has adapted to life in the human host over 

very long periods of tim�H�����G�H�Y�H�O�R�S�L�Q�J���Y�L�U�X�O�H�Q�F�H���I�D�F�W�R�U�V���W�K�D�W���H�Q�D�E�O�H���L�W�V���V�X�U�Y�L�Y�D�O�����7�K�H�V�H��

factors can act at different levels�� �D�Q�G���L�Q�F�O�X�G�H���W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q���I�D�F�W�R�U�V�����F�H�O�O���Z�D�O�O���S�U�R�W�H�L�Q�V���R�U��

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 antimycotics. 

�5�E�H���S���D�Q�G���5�E�W���S�����W�Z�R���V�H�F�U�H�W�H�G���J�O�\�F�R�S�U�R�W�H�L�Q�V�����K�D�Y�H���E�H�H�Q���U�H�F�H�Q�W�O�\���G�L�V�F�R�Y�H�U�H�G���W�R���D�F�W��

as virulence factors in C. albicans during systemic infections. The deletion of both 

�J�H�Q�H�V���V�\�Q�H�U�J�L�V�W�L�F�D�O�O�\���O�H�D�G�V���W�R���D���Y�L�U�X�O�H�Q�F�H���G�H�I�H�F�W���L�Q���D���V�\�V�W�H�P�L�F���P�R�X�V�H���L�Q�I�H�F�W�L�R�Q���P�R�G�H�O����

as well as to the hypersensitivity of the fungus to polymorphonuclear granulocytes in 

vitro. The molecular basis of these phenotypic observations is largely �X�Q�N�Q�R�Z�Q�����D�Q�G��

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 Rbe1p and Rbt4p at the 

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

virulence of C. albicans�����)�R�U���W�K�L�V���S�X�U�S�R�V�H�����E�R�W�K�����W�K�H�L�U���U�R�O�H���L�Q��C. albicans�����D�V���Z�H�O�O���D�V���L�Q��

�W�K�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���Z�L�W�K���W�K�H���K�X�P�D�Q���K�R�V�W�����Z�H�U�H��studied.  

Various new molecular properties of Rbe1p and Rbt4p could be described. Contrary 

�W�R���S�U�H�Y�L�R�X�V���D�V�V�X�P�S�W�L�R�Q�V�����L�W���K�D�V���E�H�H�Q���V�K�R�Z�Q���W�K�D�W���D���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W���S�U�R�S�R�U�W�L�R�Q���R�I���5�E�H���S���L�V��

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 Rbe1p 

forms extraordinarily stable homodimers dependent on this cell wall association. In 

�D�G�G�L�W�L�R�Q�����W�K�H���F�H�O�O���Z�D�O�O���O�R�F�D�O�L�]�D�W�L�R�Q���R�I���5�E�H���S���Z�D�V���S�R�O�D�U�����D�Q�G���Z�D�V���V�H�H�Q���V�H�O�H�F�W�L�Y�H�O�\���D�W���W�K�H��

chitin-rich budding sites of yeast cells. All these observations point to a previously 

undescribed function of Rbe1p in the cell wall. 

In this work it was shown for the first time that Rbe1p and Rbt4p are able to bind and 

export sterols from the cell. The functional implications of this property for the virulence 

�S�K�H�Q�R�W�\�S�H���D�U�H���V�W�L�O�O���X�Q�N�Q�R�Z�Q�����K�R�Z�H�Y�H�U�����W�K�H�\���P�D�\��be related to the interaction between 
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C. albicans and polymorphonuclear granulocytes. �,�Q���W�K�L�V���Z�R�U�N�����Whese innate immune 

cells could be confirmed as the main effectors of the function of Rbe1p and Rbt4p 

during �E�O�R�R�G�V�W�U�H�D�P�� �L�Q�I�H�F�W�L�R�Q�V���� �,�Q�� �D�G�G�L�W�L�R�Q���� �D�� �J�O�R�E�D�O�� �W�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�R�P�H�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �S�U�R�Y�L�G�H�G��

evidence for possible molecular targets of Rbe1p and Rbt4p during the interaction 

between C. albicans and polymorphonuclear granulocytes. 
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Einleitung 

 Humanpathogene Pilze  

Pilze sind ubiquitär auftretende heterotrophe �(�X�N�D�U�\�R�W�H�Q�����G�L�H���V�L�F�K���Y�R�U���X�Q�J�H�I�l�K�U��einer 

Milliarde Jahren vom Reich der Tiere abgespalten haben�� und seitdem eine 

beachtliche Diversität entwickelt haben [1]. Unter den schätzungsweise 3 - 6 Millionen 

Pilzspezies auf der Erde [2]�� finden sich interessanterweise nur sehr wenige 

humanpathogene Vertreter (150-300 Spezies������während Pilze bei Pflanzen�����,�Q�V�H�N�W�H�Q��

oder Amphibien weitaus häufiger mit Pathogenität assoziiert sind �>������ ���@. Die hohe 

Resistenz von Säugetieren gegenüber Pilzinfektionen korreliert wahrscheinlich direkt 

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

Trotz dieser intrinsischen Resistenz �J�L�E�W�� �H�V�� �Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�� �3�L�O�]�V�S�H�]�L�H�V���� �G�L�H�� �E�H�L�P��

Menschen �,�Q�I�H�N�W�L�R�Q�H�Q�� �K�H�U�Y�R�U�U�X�I�H�Q�� �N�|�Q�Q�H�Q����insbesondere bei immunsupprimierten 

Individuen.  

Eine Infektion mit humanpathogenen Pilzen findet entweder über die Umwelt oder das 

wirtsassoziierte Mykobiom statt. Die meisten humanpathogenen Pilzspezies kommen 

in speziellen Umweltnischen�����P�H�L�V�W���L�P���(�U�G�E�R�G�H�Q�����Y�R�U�� und gehören zu den Gattungen 

Cryptococcus����Histoplasma����Blastomyces����Pneumocystis und Aspergillus [5]. Diese 

Organismen sind häufig �R�E�O�L�J�D�W�� �S�D�W�K�R�J�H�Q�� �X�Q�G�� �E�H�V�L�W�]�H�Q�� �(�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q���� �G�L�H�� �L�K�Q�H�Q��

sowohl das Überleben in ihrem natürlichen Habitat als auch in einem 

immunsupprimierten Wirt ermöglichen. �'�L�H�V�H�� �D�X�‰�H�U�J�H�Z�|�K�Q�O�L�F�K�H evolutionäre 

Anpassung beruht �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�� �G�D�U�D�X�I���� �G�D�V�V�� �G�L�Hse Pilze auch in ihrer natürlichen 

Umgebung�� zumindest temporär�� wirtsähnlichen Bedingungen ausgesetzt sind [4]. 

Dies ist ein grundlegender Unterschied zu �Z�L�U�W�V�D�V�V�R�]�L�L�H�U�W�H�Q���3�D�W�K�R�J�H�Q�H�Q�����Gie sich über 

lange evolutionäre Zeiträume an das Leben im Wirt anpassen konnten. 

Wirtsassoziierte Pathogene lassen sich grob in zwei Klassen einteilen: obligate und 

opportunistische Pilze. �2�E�O�L�J�D�W�H�� �3�D�W�K�R�J�H�Q�H���� �Z�L�H�� �'�H�U�P�D�W�R�S�K�\�W�H�Q����infizieren auch 

�L�P�P�X�Q�N�R�P�S�H�W�H�Q�W�H�� �,�Q�G�L�Y�L�G�X�H�Q���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �R�S�S�R�U�W�X�Q�L�V�W�L�V�F�K�H�� �3�D�W�K�R�J�H�Q�H���� �Z�L�H��Candida 

albicans���� �Q�R�U�P�D�O�H�U�Z�H�L�V�H�� �7�H�L�O�� �G�H�V�� �N�R�P�P�H�Q�V�D�O�H�Q�� �0�L�N�U�R�E�L�R�P�V�� �V�L�Q�G���� �X�Q�G�� �Q�X�U�� �X�Q�W�H�U��

prädisponierenden Bedingungen Infektionen auslösen. 

Das häufigste Krankheitsbild im Zusammenhang mit humanpathogenen Pilzen ist die 

oberflächliche Mykose. 25% der Weltbevölkerung zeigt Infektionen von Haut oder 
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Nägeln durch Dermatophyten [6]. Oberflächliche Pilzinfektionen der Mundhöhle treten 

�K�l�X�I�L�J�� �E�H�L�� �.�O�H�L�Q�N�L�Q�G�H�U�Q���� �3�D�W�L�H�Q�W�H�Q�� �P�L�W�� �=�D�K�Q�S�U�R�W�K�H�V�H�Q�� �R�G�H�U��immunsupprimierenden 

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 oberflächlichen Mykosen sind invasive Pilzinfektionen sehr viel 

�V�H�O�W�H�Q�H�U���� �D�X�I�J�U�X�Q�G�� �L�K�U�H�U�� �K�R�K�H�Q�� �0�R�U�E�L�G�L�W�l�W�V- und Mortalitätsrate allerdings von hoher 

klinischer Relevanz. Die Anzahl systemischer Pilzinfektionen hat aufgrund steigender 

�P�H�G�L�]�L�Q�L�V�F�K�H�U�� �,�Q�W�H�U�Y�H�Q�W�L�R�Q�H�Q���� �Z�L�H��z.B. Antibiotika- oder �&�K�H�P�R�W�K�H�U�D�S�L�H���� �]�Z�L�V�F�K�H�Q��

1979 und 2000 um 207% zugenommen [8]. 90% aller dokumentierten Todesfälle durch 

systemische Pilzinfektionen gehen auf Spezies der Gattungen Candida����

Cryptococcus����Aspergillus und Pneumocystis zurück [3]. Candida Spezies sind 

gleichzeitig die vierthäufigste Ursache für nosokomiale Blutstrominfektionen [9]�����Z�R�E�H�L��

Candida albicans mit 42% hierbei die am häufigsten identifizierte Candida Spezies 

darstellt [10].  

 

 Candida  albicans  

Candida albicans gehört 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 

ungewöhnliche Translation des CUG-Codons in die Aminosäure �6�H�U�L�Q�� �D�X�V���� �X�Q�G��sie 

haben sich vor ca. 170 Millionen Jahren von der Familie der Saccharomycetaceae 

�J�H�W�U�H�Q�Q�W���� �]�X�� �G�H�U��die Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae gehört [11]. C. albicans 

wurde lange Zeit als obligat �G�L�S�O�R�L�G�H�U���2�U�J�D�Q�L�V�P�X�V���D�Q�J�H�V�H�K�H�Q�����Q�H�X�H�U�H���8�Q�W�H�U�V�X�F�K�X�Q�J�H�Q 

haben jedoch �E�H�V�W�l�W�L�J�W����dass auch ein lebensfähiger haploider Zustand existiert [12]. 

C. albicans �E�H�V�L�W�]�W�� ���� �&�K�U�R�P�R�V�R�P�H�Q���� �D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V�� �]�H�L�J�H�Q��besonders klinische Isolate 

häufig eine �J�U�R�‰�H Variabilität im Karyotyp [13]. Die genomische Variabilität entsteht 

unter anderem durch stressinduzierte chromosomale Rearrangements oder loss of 

heterozygosity (LOH)-Events �>�������� �����@. A�X�‰�H�U�G�H�P�� �W�U�l�J�W�� �H�L�Q��parasexueller Zyklus zur 

genomischen Diversifizierung in C. albicans Populationen bei [16].  
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Die Übertragung von C. albicans auf den Menschen findet wahrscheinlich bereits 

während oder kurz nach der Geburt statt�� und eine Besiedelung von epithelialem 

Wirtsgewebe ���'�D�U�P���� �+�D�X�W���� �0�X�Q�G���� �*�H�V�F�K�O�H�F�K�W�V�R�U�J�D�Q�H����lässt sich bei 60-70% der 

gesunden Bevölkerung nachweisen [17]. Normalerweise verläuft die Besiedelung mit 

C. albicans �D�V�\�P�S�W�R�P�D�W�L�V�F�K���� �D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V�� �N�|�Q�Q�H�Q�� �6�W�|�U�X�Q�J�H�Q�� �G�H�V�� �,�P�P�X�Q�V�\�V�W�H�P�V���� �G�H�U��

epithelialen Barrierefunktion oder des lokalen Mikrobioms���� �]�X�� �9�H�U�l�Q�G�H�U�X�Q�J�H�Q�� �L�P��

Wachstum bzw. der Physiologie von C. albicans �I�•�K�U�H�Q���� �G�L�H�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G den Wirt 

schädigen. �'�D�V�� �$�X�V�P�D�‰�� �G�L�H�V�H�U�� �6�F�K�l�G�L�J�X�Q�J�H�Q ist stark vom Infektionsort und der 

Immunreaktion des Wirts selbst abhängig. Aufgrund des Infektionsorts unterscheidet 

man z.B. zwischen oralen���� �J�D�V�W�U�R�L�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O�Hn���� �Y�X�O�Y�R�Y�D�J�L�Q�D�O�Hn und systemischen 

Candidosen. Die Voraussetzungen für die Entwicklung der verschiedenen 

Ausprägungen �X�Q�W�H�U�V�F�K�H�L�G�H�W�� �V�L�F�K�� �V�W�D�U�N����so findet man orale Candidosen meist 

�D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K bei immunsupprimierten �,�Q�G�L�Y�L�G�X�H�Q���� �Z�L�H��AIDS-Patienten oder 

Empfängern von Chemotherapie [18]����während systemische Candidosen auch bei 

Individuen mit relativ stabilem Immunsystem �D�X�I�W�U�H�W�H�Q�� �N�|�Q�Q�H�Q���� �Z�H�Q�Q�� �G�H�U�� �3�L�O�]�� �G�X�U�F�K��

chirurgische Eingriffe oder vaskuläre Katheter direkt in den Blutstrom gelangt [19].  

Die Fähigkeit von C. albicans �V�L�F�K�� �D�Q�� �G�L�Y�H�U�V�H�� �:�L�U�W�V�Q�L�V�F�K�H�Q�� �D�Q�]�X�S�D�V�V�H�Q���� �G�L�H�� �V�L�F�K�� �L�Q��

grundlegenden Eigenschaften wie pH-�:�H�U�W���� �1�D�K�U�X�Q�J�V�D�Q�J�H�E�R�W���� �7�H�P�S�H�U�D�W�X�U����

Sauerstoffverfügbarkeit oder der Immunreaktion���� �X�Q�W�H�U�V�F�K�H�L�G�H�Q����machen die 

Einzigartigkeit dieses opportunistischen Pathogens aus. Die funktionellen und 

molekularen Eigenschaften oder Komponenten���� �G�L�H��für die Anpassung und das 

Überleben von C. albicans �L�P���:�L�U�W���E�H�Q�|�W�L�J�W���Z�H�U�G�H�Q���� �X�Q�G���K�L�H�U�G�X�U�F�K���H�L�Q�H���6�F�K�l�G�L�J�X�Q�J��

�G�H�V���:�L�U�W�V���K�H�U�Y�R�U�U�X�I�H�Q����bezeichnet man als Virulenzfaktoren [5].  

 

 

 

 



Einleitung  15 

 

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 näher erläutert.  

 

 

Abb. 1 : Virulenzfaktoren, die C. albicans  das Überleben im menschlichen Wirt ermöglichen . 

 Morphologiewechsel  

Als polymorpher Pilz nimmt C. albicans in Abhängigkeit von exogenen Stimuli 

verschiedene Wachstumsformen an. Neben der einzelligen Hefeform (Blastospore)�� 

die sich durch Sprossung �W�H�L�O�W����bildet C. albicans a�X�F�K���I�L�O�D�P�H�Q�W�|�V�H���6�W�U�X�N�W�X�U�H�Q���D�X�V�����G�L�H��

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

�V�L�F�K�� �G�X�U�F�K�� �S�R�O�D�U�L�V�L�H�U�W�H�� �=�H�O�O�W�H�L�O�X�Q�J����hierbei elongieren sich die teilenden Hefezellen 

���7�R�F�K�W�H�U�]�H�O�O�H�Q�������R�K�Q�H���V�L�F�K��nach der Zytokinese von der Mutterzelle abzulösen. Echte 

Hyphen werden hingegen �G�X�U�F�K�� �D�S�L�N�D�O�H�V�� �:�D�F�K�V�W�X�P�� �P�L�W�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�H�U��

�6�H�S�W�H�Q�E�L�O�G�X�Q�J�� �J�H�E�L�O�G�H�W���� �Z�R�E�H�L�� �G�L�H�� �6�H�S�W�H�Q�� �G�L�H�� �H�L�Q�]�H�O�Q�Hn Zellkerne voneinander 

trennen. 
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Diese morphologische Plastizität wird häufig als einer der wichtigsten Virulenzfaktoren 

von C. albicans angesehen [20]. Beide Wachstumsformen stehen im Zusammenhang 

mit Pathogenität und werden in infiziertem Gewebe gefunden [21]. Die kleineren 

�+�H�I�H�]�H�O�O�H�Q�� �V�F�K�H�L�Q�H�Q�� �H�L�Q�H�� �5�R�O�O�H�� �E�H�L�� �G�H�U�� �'�L�V�V�H�P�L�Q�D�W�L�R�Q�� �L�P�� �%�O�X�W�V�W�U�R�P�� �]�X�� �V�S�L�H�O�H�Q����

während Hyphenzellen mit invasivem Wachstum und Gewebeschädigung assoziiert 

werden �>�������������@.  

 

 

Abb. 2 : Verschiedene Wachstumsformen von C. albicans . Oben links: Hefezellen; oben rechts: 

�H�F�K�W�H���+�\�S�K�H�Q���E�]�Z�����I�L�O�D�P�H�Q�W�|�V�H���.�R�O�R�Q�L�H�����X�Q�W�H�Q���O�L�Q�N�V�����3�V�H�X�G�R�K�\�S�K�H�Q�����6�F�K�Z�D�U�]�H�U���0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q�����������P����

�Z�H�L�‰�H�U���0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q���������P�P�����0�R�G�L�I�L�]�L�H�U�W���Q�D�Fh: [23]. 

 

Ein Wechsel zwischen den verschiedenen Wachstumsformen kann in vitro gezielt 

durch die Wahl der Umgebungsbedingungen gesteuert werden. Hyphenwachstum 

�Z�L�U�G���]���%���� �L�Q���$�Q�Z�H�V�H�Q�K�H�L�W���Y�R�Q���6�H�U�X�P���� �1-Acetyl-D-�*�O�X�F�R�V�D�P�L�Q���� ������ �&�22-�3�D�U�W�L�D�O�G�U�X�F�N����

neutralem pH�� oder unter mikroaerophilen Bedingungen induziert [23]. Zudem ist meist 

eine Umgebungstemperatur von 37°C für Hyphenwachstum �Q�|�W�L�J���� �H�L�Q�H��Ausnahme 

bildet die Filamentierung in einer festen Matrix oder unter mikroaerophilen 

�%�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�����Z�H�O�F�Ke auch bei 25°C auftreten kann [24].  
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Die unterschiedlichen Wachstumsstimuli aktivieren den cAMP/Proteinkinase A oder 

MAPK (mitogen-activated protein kinase)-Signalweg�� und führen so zur Expression 

von Transkriptionsfaktoren wie Efg1p oder Cph1p�����Z�H�O�F�K�H��Hyphen-assoziierte Gene 

meist positiv regulieren �>�������������@. Die negative Regulation des Hyphenwachstums wird 

von einem Komplex aus dem Transkriptionsfaktor Tup1p und den DNA-Bindeproteinen 

�1�U�J���S�����0�L�J���S���R�G�H�U���5�I�J���S��übernommen �>�������������@.  

Hyphen-assoziierte Gene sind generell nicht nur für die Ausbildung und 

Aufrechterhaltung �Y�R�Q���I�L�O�D�P�H�Q�W�|�V�H�P���:�D�F�K�V�W�X�P���H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�����V�R�Q�G�H�U�Q���N�R�G�L�H�U�H�Q���D�X�F�K���I�•�U��

�9�L�U�X�O�H�Q�]�I�D�N�W�R�U�H�Q�����G�L�H���]���%�����G�L�H���$�G�K�l�V�L�R�Q��an Wirtszellen ermöglichen. 

 Adhäsion  

�'�L�H�� �$�G�K�l�V�L�R�Q���D�Q���:�L�U�W�V�]�H�O�O�H�Q���� �D�Q�G�H�U�H�� �0�L�N�U�R�R�U�J�D�Q�L�V�P�H�Q�� �X�Q�G���D�E�L�R�W�L�V�F�K�H�� �2�E�H�U�I�O�l�F�K�H�Q����

ist sowohl für den Kommensalismus als auch für die Pathogenese von C. albicans von 

�J�U�R�‰�H�U Bedeutung. Für all diese Adhäsionsprozesse ist die molekulare Konstitution der 

Zellwand �D�X�‰�H�U�R�U�G�H�Q�W�O�L�F�K���Z�L�F�K�W�L�J�����'�L�H���=�H�O�O�Z�D�Q�G���Y�R�Q��C. albicans ist eine mehrschichtige 

Struktur mit einer inneren Schicht aus Chitin und ��-������-Glucan�����X�Q�G�� �H�L�Q�H�U�� �l�X�‰�H�U�H�Q��

Schicht aus ��-������-Glucan und mannosylierten Proteinen. Diese mannosylierten 

Proteine sind die für Zelladhäs�L�R�Q����sowie die Biofilmbildung und Virulenz essentiell �>��������

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

O-�*�\�O�N�D�Q�H�� beide Glykosylierungsvarianten spielen eine wichtige Rolle bei der 

Erkennung von C. albicans durch das angeborene Immunsystem [30]. �$�X�‰�H�U�G�H�P��

tragen die Phosphodiesterbindungen der N-glykosylierten Zellwandproteine zur 

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

Zellwand erfolgt entweder über kovalente Bindungen (Glykosylphosphatidylinositol 

(GPI)-Anker���� �D�O�N�D�O�L-labile �%�L�Q�G�X�Q�J�H�Q�� Disulfidbrücken) oder über nichtkovalente 

�:�H�F�K�V�H�O�Z�L�U�N�X�Q�J�H�Q�� ���:�D�V�V�H�U�V�W�R�I�I�E�U�•�F�N�H�Q���� �K�\�G�U�R�S�K�R�E�H�� �R�G�H�U��ionische Wechsel-

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

�K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K���D�X�V����-����������-Glucan und Chitin (Poly-��-����������-N-Acetyl-�*�O�X�F�R�V�D�P�L�Q�����D�X�I�J�H�E�D�X�W�����'�L�H���l�X�‰�H�U�H��

�6�F�K�L�F�K�W�� �E�H�V�W�H�K�W�� �D�X�V�� ��-����������-�*�O�X�F�D�Q�� �X�Q�G�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�S�U�R�W�H�L�Q�H�Q�� ���=�:�3�V������ �G�L�H�� �H�Q�W�Z�H�G�H�U�� �•�E�H�U�� �D�O�N�D�O�L-labile 

�%�L�Q�G�X�Q�J�H�Q�� �P�L�W�� ��-����������-Glucan oder über einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-�$�Q�N�H�U�� �P�L�W�� ��-����������-

Gluc�D�Q�� �Y�H�U�N�Q�•�S�I�W�� �V�L�Q�G���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �N�|�Q�Q�H�Q�� �3�U�R�W�H�L�Q�� �•�E�H�U�� �'�L�V�X�O�I�L�G�E�U�•�F�N�H�Q�� �L�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�� �Y�H�U�D�Q�N�H�U�W��

werden (nicht in der Abbildung dargestellt)���� �'�L�H�� �P�H�L�V�W�H�Q�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�S�U�R�W�H�L�Q�H�� �V�L�Q�G�� �V�W�D�U�N�� �J�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�W����

�Z�R�G�X�U�F�K���H�L�Q�H���l�X�‰�H�U�H���0�D�Q�Q�D�Q-Schicht gebildet wird. Das Anhängen der Mannose-Reste an die ZWPs 

erfolgt entweder über die Aminogruppe (NH) eines Asparaginrests (Asn) oder über 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-�:�D�D�O�V�� �.�U�l�I�W�H�� �X�Q�G�� �L�R�Q�L�V�F�K�H�� �:�H�F�K�V�H�O�Z�L�U�N�X�Q�J�H�Q���� �Y�H�U�P�L�W�W�H�O�W����die 

stabile Adhäsion an Wirtszellen benötigt hingegen eine direkte Interaktion von 

Adhäsionsmolekülen mit Wirtsrezeptorproteinen [33].  

Die am besten charakterisierte Gruppe von Adhäsionsmolekülen in C. albicans sind 

die Proteine der Als (agglutinin-like sequence)-Familie. Diese GPI-verankerten 
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Proteine werden primär in Hyphen exprimiert und vermitteln unter anderem die 

Adhäsion an Wirtszellen �>�������������@. Als3p 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 Adhäsin ist das hyphal 

wall protein 1 (Hwp1p�������Z�H�O�F�K�H�V���D�O�V���6�X�E�V�W�U�D�W���I�•�U���H�S�L�W�K�H�O�L�D�O�H���7�U�D�Q�V�J�O�X�W�D�P�L�Q�D�V�H�Q���G�L�H�Q�W����

wodurch eine Glutamin-abhängige kovalente Kreuzvernetzung von Hwp1p mit den 

Epithelzellen entsteht [37].  

Die stabile Adhäsion auf abiotischen und biotischen Oberflächen ist auch eine wichtige 

Vorrausetzung für die Bildung von Biofilmen. Biofilme sind oberflächenassoziierte 

mikrobielle Gemeinschaften mit einer charakteristischen Struktur und einer eigenen 

extrazellulären Matrix. Die Biofilmbildung läuft bei C. albicans generell in 4 Stufen ab: 

(i) Oberfläche�Q�D�G�K�l�V�L�R�Q���Y�R�Q���+�H�I�H�]�H�O�O�H�Q����(ii) Proliferation dieser Zellen zu einer dünnen 

�6�F�K�L�F�K�W����(iii) Reifung des Biofilms durch Bildung von Hyphen und einer extrazellulären 

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

albicans �%�L�R�I�L�O�P�H�� �V�L�Q�G�� �Y�R�Q�� �K�R�K�H�U�� �N�O�L�Q�L�V�F�K�H�U�� �5�H�O�H�Y�D�Q�]���� �G�D�� �V�Le sich häufig auf 

�P�H�G�L�]�L�Q�L�V�F�K�H�Q�� �2�E�H�U�I�O�l�F�K�H�Q���� �Z�L�H�� �]���%���� �.�D�W�K�H�W�H�Un���� �+�H�U�]�V�F�K�U�L�W�W�P�D�F�K�H�Un oder 

Zahnprothesen bilden�� und besonders resistent gegenüber Antimykotika sind �>�������������@.  

Der Aufbau und die �S�K�\�V�L�N�D�O�L�V�F�K�H�Q���(�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q���G�H�U���=�H�O�O�Z�D�Q�G����und somit auch die 

�=�H�O�O�D�G�K�l�V�L�R�Q���� �V�L�Q�G��in C. albicans stark von den Umweltbedingungen abhängig. Zum 

Beispiel hat die verfügbare �.�R�K�O�H�Q�V�W�R�I�I�T�X�H�O�O�H�� �H�L�Q�H�Q�� �V�H�K�U�� �J�U�R�‰�H�Q�� �(�L�Q�I�O�X�V�V�� �D�X�I�� �G�H�Q��

Zellwandaufbau in C. albicans und beeinflusst so die Adhäsion und Biofilmbildung �>��������

42].   

 Proteinsekretion  

Ein weiterer wichtiger Virulenzmechanismus von C. albicans ist die Sekretion von 

�3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���� �G�L�H�� �G�X�U�F�K�� �$�E�E�D�X�� �X�Q�G�� �6�F�K�l�G�L�J�X�Q�J�� �Y�R�Q�� �:�L�U�W�V�J�H�Z�H�E�H�� �R�G�H�U�� �,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q�� �P�L�W��

�.�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�Q���G�H�V���,�P�P�X�Q�V�\�V�W�H�P�V�����G�D�V���h�E�H�U�O�H�E�H�Q���L�P���:�L�U�W���V�L�F�K�H�U�Q���� 

Die Sekretion von Proteinen in C. albicans �H�U�I�R�O�J�W���� �Z�L�H�� �L�Q�� �D�O�O�H�Q�� �H�X�N�D�U�\�R�W�L�V�F�K�H�Q��

Organisme�Q����primär �•�E�H�U�� �G�H�Q�� �V�H�N�U�H�W�R�U�L�V�F�K�H�Q�� �:�H�J����einem Transportsystem aus 

membrangebundenen Kompartimenten und Vesikeln. Die Präsenz einer N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�H�Q����

hydrophoben Signalsequenz entscheidet über 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 

�X�Q�G���G�X�U�F�K�O�D�X�I�H�Q���G�R�U�W���H�L�Q�H���5�H�L�K�H���Y�R�Q���3�U�R�]�H�V�V�L�H�U�X�Q�J�V�V�F�K�U�L�W�W�H�Q�����Z�L�H��die Abspaltung des 

�6�L�J�Q�D�O�S�H�S�W�L�G�V����N- und O-Glykosylierungen����das Anhängen eines GPI-Anker oder die 

Ausbildung von Disulfidbrücken [44]. Richtig gefaltete und prozessierte Proteine 

gelangen dann über Transportvesikel zum Golgi-Appara�W�����X�Q�G���H�U�I�D�K�U�H�Q���E�H�L�P���7�U�D�Q�V�L�W��

vom cis- zum trans-Golgi weitere Modifikationen�����Z�L�H���G�L�H���S�U�Rteolytische Prozessierung 

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

Lösliche �3�U�R�W�H�L�Q�H�����G�L�H���G�H�Q���*�R�O�J�L���Y�H�U�O�D�V�V�H�Q���K�D�E�H�Q�����J�H�O�D�Q�J�H�Q���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���G�X�U�F�K��die 

Fusion von post-Golgi-Vesikeln mit der Plasmamembran an die Zelloberfläche und 

werden entweder in den extrazellulären Raum entlassen oder durch verschiedene 

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

Proteinsekretion ist ein räumlich und zeitlich stark �U�H�J�X�O�L�H�U�W�H�U�� �3�U�R�]�H�V�V���� �D�X�‰�H�U�G�H�P��

unterscheidet sich der Sekretionsapparat von C. albicans zwischen Hefe- und 

Hyphenzellen. In Hefezellen ist der Golgi eher zufällig im Cytoplasma �Y�H�U�W�H�L�O�W�����Z�l�K�U�H�Q�G��

er in Hyphenzellen an der wachsenden Spitze lokalisiert ist [45]. Besonders in 

Hyphenzellen ist die Proteinsekretion stark auf di�H���+�\�S�K�H�Q�V�S�L�W�]�H���E�H�V�F�K�U�l�Q�N�W�����M�H�G�R�F�K��

werden Proteine in Hefezellen auch häufig an Knospungsstellen (bud tips) sekretiert 

�>�������������@.  

C. albicans �V�H�N�U�H�W�L�H�U�W�� �H�L�Q�H�� �5�H�L�K�H�� �Y�R�Q�� �+�\�G�U�R�O�D�V�H�Q���� �G�D�U�X�Q�W�H�U�� �3�U�R�W�H�D�V�H�Q����

�3�K�R�V�S�K�R�O�L�S�D�V�H�Q�����/�L�S�D�V�H�Q���X�Q�G���(�V�W�H�U�D�V�H�Q�����G�L�H���]���%�����%�L�Q�G�H�J�H�Z�H�E�H���R�G�H�U���L�P�P�X�Q�U�H�D�N�W�Lve 

Proteine des Wirts abbauen �>�������������@. So spalten einige sekretierte Aspartylproteasen 

(SAPs) zum Beispiel Komponenten des Komplementsystems und wirken so 

immunevasiv [48]. �*�O�H�L�F�K�]�H�L�W�L�J���G�L�H�Q�H�Q���G�L�H�V�H���S�U�R�W�H�R�O�\�W�L�V�F�K�H�Q���(�Q�]�\�P�H���G�H�P���(�U�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q��

von Nahrungsbestandteilen. �.�•�U�]�O�L�F�K���Z�X�U�G�H���D�X�‰�H�U�G�H�P���H�L�Q���V�H�N�U�H�W�L�H�U�W�H�V���F�\�W�R�W�R�[�L�V�F�K�H�V��

Peptid���� �Q�D�P�H�Q�V�� �&�D�Q�G�L�G�D�O�\�V�L�Q���� �L�G�H�Q�W�L�I�L�]�L�H�U�W���� das epitheliale Membranen durch 

Permeabilisie�U�X�Q�J�� �G�L�U�H�N�W�� �V�F�K�l�G�L�J�W���� �X�Q�G�� �K�L�H�U�G�X�U�F�K��eine epitheliale Immunantwort 

hervorruft [49].  
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 Evasion des angeborenen Immunsystems  

Das angeborene Immunsystem ist für die Gewebehomöostase essentiell�� und beseitigt 

�Q�H�E�H�Q�� �Y�H�U�l�Q�G�H�U�W�H�Q�� �R�G�H�U�� �E�H�V�F�K�l�G�L�J�W�H�Q�� �:�L�U�W�V�]�H�O�O�H�Q���� �K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K�� �L�Q�Y�D�V�L�Y�H��

Mikroorganismen. �1�H�E�H�Q���G�H�U���P�H�F�K�D�Q�L�V�F�K�H�Q���%�D�U�U�L�H�U�H�I�X�Q�N�W�L�R�Q���G�H�U���(�S�L�W�K�H�O�L�H�Q����setzt sich 

das angeborene Immunsystem �D�X�V���G�U�H�L���J�U�R�‰�H�Q���(�I�I�H�N�W�R�U�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�Q���]�X�V�D�P�P�H�Q����(i) 

den antimikrobiellen Peptiden����(ii) 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�‰�H�U�G�H�P�� �N�|�Q�Q�H�Q�� �V�L�H��

zusätzliche immunmodulatorische Funktionen haben. Aktive AMPs sind zwischen 10 

– 50 Aminosäuren lang und entstehen durch proteolytische Spaltung eines inaktiven 

Vorläufers. AMPs werden aufgrund von Sekundärstrukturelementen verschiedenen 

Klassen zugeordnet [50]. Zu den wichtigsten AMPs im Zusammenhang mit C. albicans 

�J�H�K�|�U�H�Q���'�H�I�H�Q�V�L�Q�H�����+�L�V�W�D�W�L�Q�H���X�Q�G���G�D�V���&�D�W�K�H�O�L�F�L�G�L�Q���/�/-37.  

�'�H�U�� �0�H�Q�V�F�K�� �E�H�V�L�W�]�W�� ���� �.�O�D�V�V�H�Q�� �Y�R�Q�� �'�H�I�H�Q�V�L�Q�H���� �G�L�H aufgrund ihres Disulfid-

brückenmusters �L�Q�� �.- �X�Q�G�� ��-Defensine unterteilt werden. Bislang hat man beim 

Menschen sechs �.-�'�H�I�H�Q�V�L�Q�H�� �X�Q�G�� �Y�L�H�U�� ��-Defensine identifiziert [51]. �.-Defensine 

�I�L�Q�G�H�W�� �P�D�Q�� �S�U�L�P�l�U�� �L�Q�� �G�H�Q�� �*�U�D�Q�X�O�D�� �Y�R�Q�� �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� ��-Defensine 

hauptsächlich von Epithelien gebildet werden. Beide Klassen führen zur 

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

C. albicans �K�D�W�� �Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�� �6�W�U�D�W�H�J�L�H�Q�� �H�Q�W�Z�L�F�N�H�O�W���� �X�P�� �V�L�F�K�� �J�H�J�H�Q�� �G�L�H�� �$�N�W�L�Y�L�W�l�W�� �Y�R�Q��

AMPs �]�X�� �V�F�K�•�W�]�H�Q���� �K�L�H�U�]�X�� �]�l�K�Oen �G�L�H�� �6�H�N�U�H�W�L�R�Q�� �Y�R�Q�� �3�H�S�W�L�G�H�I�I�H�N�W�R�U�H�Q���� �G�L�H��verstärkte 

Expression von Effluxpumpen oder die veränderte Regulation kompensatorischer 

Signalwege. Konkrete Beispiele hierfür sind�� der Abbau und die Bindung von 

�Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�Q�� �$�0�3�V�� �G�X�U�F�K�� �6�D�S���S���� �6�D�S�����S��oder �0�V�E���S���� �G�H�U�� �(�[�S�R�U�W�� �Y�R�Q�� �+�L�V�W�D�W�L�Q�� ����

durch den Polyamin-Transporter Flu1p�� 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���� �G�L�H�� �G�L�Y�H�U�V�H��

�L�P�P�X�Q�U�H�J�X�O�D�W�R�U�L�V�F�K�H�� �)�X�Q�N�W�L�R�Q�H�Q�� �K�D�E�H�Q���� �X�Q�G�� �O�H�W�]�W�O�L�F�K�� �]�X�U�� �%�H�V�H�L�W�L�J�X�Q�J�� �Y�R�Q�� �L�Q�Y�D�V�L�Y�H�Q��

�3�D�W�K�R�J�H�Q�H�Q�� �G�X�U�F�K�� �(�I�I�H�N�W�R�U�P�R�O�H�N�•�O�H���� �Z�L�H�� �G�H�Q�� �$�Q�D�S�K�\�O�D�W�R�[�L�Q�Hn �&���D�� �X�Q�G�� �&���D���� �G�H�Q��

Opsoninen C3b/iC3b oder dem terminalen Komplement-�.�R�P�S�O�H�[�����I�•�K�U�H�Q [58]. Durch 

C3b/iC3b opsonisierte Pathogene werden von Zellen des angeborenen 

�,�P�P�X�Q�V�\�V�W�H�P�V���� �Z�L�H z.B. Makrophagen oder Neutrophilen erkannt�� und durch eine 

Reihe von Effektormechanismen beseitigt. Gleichzeitig wird durch die Aktivierung des 

Komplementsystems �D�X�F�K���H�L�Q�H���]�H�L�W�O�L�F�K���Y�H�U�]�|�J�H�U�W�H�����%- und T-Zell-�Y�H�U�P�L�W�W�H�O�W�H�����D�G�D�S�W�L�Y�H��

Immunantwort eingeleitet.  

Um di�H�� �$�N�W�L�Y�L�H�U�X�Q�J�� �G�H�V�� �.�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�V�\�V�W�H�P�V�� �]�X�� �X�P�J�H�K�H�Q���� �E�L�Q�G�H�W��C. albicans z.B. 

verschiedene Negativregulatoren des Komplements an seine Oberfläche [58]. 

Zusätzliche immunevasive Funktionen werden durch sekretierte Proteine wie SAPs 

�R�G�H�U�� �3�U�D���S�� �Y�H�U�P�L�W�W�H�O�W���� �G�L�H�� �.�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�Q�� �G�H�V�� �.�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�V�\�V�W�H�P�V�� �D�E�E�D�X�H�Q�� �R�G�H�U��

binden �>���������������������@.  

Phagozyten 

Während virale Infektionen primär von T-�=�H�O�O�H�Q���E�H�N�l�P�S�I�W���Z�H�U�G�H�Q���� �V�L�Q�G���3�K�D�J�R�]�\�W�H�Q����

bei oberflächlichen und systemischen Candidosen ein essentieller Teil der humanen 

Immunabwehr [61]. Eine besonders wichtige Rolle spielen hierbei Neutrophile und 

�0�D�N�U�R�S�K�D�J�H�Q���� �G�L�H��C. albicans Zellen durch extra- und intrazelluläre Mechanismen 

effektiv beseitigen können.  

Neutrophile sind relativ kurzlebige polymorphonukleäre Leukozyten und machen den 

�*�U�R�‰�W�H�L�O��der zirkulierenden Leukozyten in humanem Blut aus. Sie sind für die 

Eliminierung von C. albicans im Blutstrom essentiell�� und bestimmen die fungale 

Transkriptomantwort in Vollblut �>�������������@. Entsprechend gilt Neutropenie als Risikofaktor 

für systemische Candidosen [64].  

Bei einer Infektion mit C. albicans migrieren zirkulierende Neutrophile durch 

chemotaktische Stimuli sehr schnell zum Infektionsort und lösen dort eine erste 

Immunantwort aus. Die direkte Erkennung von C. albicans durch Neutrophile erfolgt 

über Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors�� PRRs)���� �V�R�Z�L�H��

Rezeptoren für opsonisierende Antikörper und Komponenten des Komplement-
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systems [32]. Ein zentraler Rezeptor scheint hierbei der complement receptor 3 (CR3) 

�]�X���V�H�L�Q�����G�H�U���G�D�V���R�S�V�R�Q�L�V�L�H�U�H�Q�G�H��Spaltprodukt iC3b auf der Oberfläche von C. albicans 

erkennt�����X�Q�G���D�X�‰�H�U�G�H�P���D�Q����-Glucan in der Zellwand binden kann [65]. Andere wichtige 

PPRs���� �G�L�H�� �Y�R�Q�� �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q�� �H�[�S�U�L�P�L�H�U�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �V�L�Q�G�� �)�F��-Rezeptoren und Toll-like 

Rezeptoren [66].  

Nach Rezeptorbindung werden in �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H���6�L�J�Q�D�O�Z�H�J�H���D�N�W�L�Y�L�H�U�W�����G�L�H��

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���]�X�U���)�U�H�L�V�H�W�]�X�Q�J���Y�R�Q���&�\�W�R�N�L�Q�H�Q����sowie zur Phagozytose und Beseitigung 

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

Reihe v�R�Q�� �&�\�W�R�N�L�Q�H�Q���� �Z�L�H�� �]���%���� �,�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q-������ �,�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q-������ oder TNF-�.���� �G�L�H�� �]�X�U��

Rekrutierung und Aktivierung weiterer Neutrophilen führen�� und die generelle 

Immunreaktion koordinieren [67].  

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

�H�Q�W�V�W�D�Q�G�H�Q�H�� �3�K�D�J�R�V�R�P�� �I�X�V�L�R�Q�L�H�U�W�� �P�L�W�� �L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q�� �*�U�D�Q�X�O�D���� �X�P�� �G�D�V�� �V�R�J�H�Q�D�Q�Q�W�H��

Phagolysosom zu bilden. Im Phagolysosom werden die Pilzzellen �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��durch 

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

�Z�H�U�G�H�Q�� �L�Q�� �G�U�H�L�� �X�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�G�O�L�F�K�H�Q�� �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q�J�U�D�Q�X�O�D�� ���S�U�L�P�l�U�H�� �E�]�Z���� �D�]�X�U�R�S�K�L�O�H����

sekundäre����tertiäre bzw. Gelatinase-Granula) gespeichert. Sekundäre und tertiäre 

�*�U�D�Q�X�O�D�� �H�Q�W�K�D�O�W�H�Q�� �K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K�� �D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H���� �Z�L�H�� �]���%���� �/�D�F�W�R�I�H�U�U�L�Q����

�*�H�O�D�W�L�Q�D�V�H���� �/�\�V�R�]�\�P�� �R�G�H�U�� �0�H�W�D�O�O�R�S�U�R�W�H�D�V�H�Q���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �S�U�L�P�l�U�H�� �*�U�D�Q�X�O�D�� 

�0�\�H�O�R�S�H�U�R�[�L�G�D�V�H�����D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H���3�H�S�W�L�G�H�����.-�'�H�I�H�Q�V�L�Q�H�����6�H�S�U�R�F�L�G�L�Q�H�����R�G�H�U���3�U�R�W�H�D�V�H�Q��

���&�D�W�K�H�S�V�L�Q�� �*���� �(�O�D�V�W�D�V�H���� �H�Q�W�K�D�O�W�H�Q [68]. Der oxidative Effektormechanismus von 

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

molekularem Sauerstoff zu Hyperoxid-A�Q�L�R�Q�H�Q�����Z�H�O�F�K�H���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���H�L�Q�H���5�H�L�K�H���Y�R�Q��

reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species�����5�2�6�������Z�L�H���:�D�V�V�H�U�V�W�R�I�I�S�H�U�R�[�L�G����

Hydroxylradikale und �K�\�S�R�F�K�O�R�U�L�J�H�� �6�l�X�U�H���� �E�L�O�G�H�Q����Die Entstehung des Peroxinitrit-

Anions durch Hydroxid-�$�Q�L�R�Q�H�Q���� �X�Q�G���G�L�H���)�U�H�L�V�H�W�]�X�Q�J�� �Y�R�Q���6�W�L�F�N�V�W�R�I�I�R�[�L�G���V�L�Q�G���Z�H�L�W�H�U�H��

antimikrobielle Funktionen�� die im Zusammenhang mit dem oxidativen Mechanismus 

stehen [69].  

�1�H�E�H�Q���G�L�H�V�H�Q���L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q���0�H�F�K�D�Q�L�V�P�H�Q����eliminieren Neutrophile C. albicans auch 

durch die Freisetzung von neutrophil extracellular traps (NETs) [70]. NETs bestehen 

�D�X�V�� �]�H�O�O�X�O�l�U�H�P�� �&�K�U�R�P�D�W�L�Q���� �K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K�� �'�1�$�� �X�Q�G�� �+�L�V�W�R�Q�H���� �Z�H�O�F�K�H�V�� �P�L�W��

antimikrobiellen Granulaproteinen und Peptiden bedeckt ist [71]. Die Freisetzung von 
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NETs ist eine effektive �6�W�U�D�W�H�J�L�H�� um Mikroorganismen zu immobilisieren und 

abzutöten.  

Welcher dieser verschiedenen Effektormechanismen letztendlich für das Abtöten von 

C. albicans �]�X�V�W�l�Q�G�L�J���L�V�W�����L�V�W���D�N�W�X�H�O�O���Q�R�F�K���Q�L�F�K�W���Y�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J���J�H�N�O�l�U�W�����:�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K���L�V�W��

eine Kombination unterschiedlicher Stressoren für die Sensitivität von C. albicans 

gegenüber Neutrophilen ausschlaggebend �>�������������@.  

�9�L�U�X�O�H�Q�]�I�D�N�W�R�U�H�Q�� die das Überleben von C. albicans gegenüber Neutrophilen 

beeinflussen����wirken sich meist entweder auf die Erkennung des Pilzes oder das 

Überleben im Phagolysosom aus. �(�L�Q�� �:�H�J�� �G�L�H�� �(�U�N�H�Q�Q�X�Q�J�� �]�X�� �X�P�J�H�K�H�Q���� �L�V�W��die 

Abschirmung von zellulären Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-

associated molecular patterns����PAMPs�������X�P���G�L�H���%�L�Q�G�X�Q�J���G�X�U�F�K���3�5�5�V���]�X���Y�H�U�K�L�Q�G�H�U�Q. 

C. albicans Hyphenzellen besitzen �]���%���� �N�H�L�Q�� �R�E�H�U�I�O�l�F�K�H�Q�H�[�S�R�Q�L�H�U�W�H�V�� ��-�*�O�X�F�D�Q����

wodurch die Bindung durch den Rezeptor Dectin-1 erschwert ist und eine 

proinflammatorische Reaktion unterdrückt wird [74]. �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �L�Q�K�L�E�L�H�U�W�� �Gas 

sekretierte Protein Pra1p die Erkennung und Phagozytose von C. albicans durch 

Bindung an den CR3-Rezeptor [75]. Das Überleben von C. albicans im Phagolysosom 

wird z.B. durch die Expression von Superoxid-Dismutase�Q���� �.�D�W�D�O�D�V�H�Q�� �R�G�H�U��

Flavohämoglobin-Proteinen �Y�H�U�E�H�V�V�H�U�W���� �Z�H�O�F�K�H reaktive Sauerstoffspezies bzw. 

Stickstoffoxide neutralisieren �>�������� �����@. �$�X�‰�H�U�G�H�P��passt sich C. albicans an die 

nährstoffarmen Bedingungen im Phagoslysosom durch einen Wechsel von der 

Glykolyse zur Gluconeogense und einer verstärkten Expression von Genen der 

Aminosäuresynthese an [78].  

�0�D�N�U�R�S�K�D�J�H�Q���V�L�Q�G���J�H�Z�H�E�H�V�W�l�Q�G�L�J�H���3�K�D�J�R�]�\�W�H�Q�����G�L�H���V�L�F�K��durch verschiedene Stimuli 

aus zirkulierenden Monozyten im Blut differenzieren. �6�W�X�G�L�H�Q�� �K�D�E�H�Q�� �J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V��

Makrophagen während systemischer C. albicans Infektionen besonders zu frühen 

Zeitpunkten eine wichtige Rolle spielen [79]���� �D�X�‰�H�U�G�H�P��sind sie in bestimmten 

�2�U�J�D�Q�H�Q���� �Z�L�H�� �G�H�Q�� �1�L�H�U�H�Q���� �Y�R�Q�� �J�U�R�‰�H�U�� �%�H�G�H�X�W�X�Q�J��[80]. Als Phagozyten ähneln sich 

Makrophagen und Neutrophile in verschiedenen Eigenschaften. Während Neutrophile 

allerdings die Filamentierung von C. albicans inhibieren���� �E�L�O�G�H�W�� �G�H�U�� �3�L�O�]��in den 

Phagosomen von Makrophagen Hyphen aus�� und kann aus diesen Zellen entkommen 

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

der Plasmamembran���� andererseits aktivieren C. albicans Hyphenzellen in 
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Makrophagen aber auch die Caspase-1 und das NLRP3 (NOD-like receptor family, 

pyrin domain containing 3) Inflammasom�����Z�R�G�X�U�F�K��in den Phagozyten eine Form des 

programmierten Zelltods induziert wird [82]. Dieser als Pyroptose bezeichnete Prozess 

ist wahrscheinlich besonders für die Lyse von Makrophagen zu frühen Zeitpunkten 

nach Phagozytose verantwortlich [83]. Pyroptose führt neben der Zelllyse auch zu 

einer starken Freisetzung der proinflammatorischen Cytokine Interleukin-������ �X�Q�G��

Interleukin-���������G�L�H���I�•�U���G�D�V���h�E�H�U�O�H�Een des Wirts bei systemischen Infektionen wichtig 

sind [84]. Neben diesen zwei lytischen Abwehrmechanismen wird bei einer geringen 

Anzahl von Markophagen auch ein nicht-�O�\�W�L�V�F�K�H�U���$�X�V�V�W�R�‰���Y�R�Q��C. albicans beobachtet�� 

bei dem beide Zelltypen überraschenderweise intakt bleiben [85]. Dieser Vorgang wird 

�D�O�V�� �9�R�P�L�W�R�V�H�� �E�H�]�H�L�F�K�Q�H�W���� �D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V�� �L�V�W�� �G�H�U�� �]�X�J�U�X�Q�G�H�O�L�H�J�H�Q�G�H�� �0�H�F�K�D�Q�L�V�P�X�V�� �X�Q�G�� �G�L�H��

genaue Bedeutung dieses Vorgangs während C. albicans Infektionen noch unbekannt.  

Zusätzlich zu diesen Fluchtstrategien moduliert C. albicans verschiedene Parameter 

in den Phagosomen von Makrophagen�����X�P��sein Überleben zu verbessern. Über noch 

unbekannte Mechanismen moduliert C. albicans die Fusion von Phagosomen mit 

lysosomalen Vesikeln���� �X�P�� �G�L�H�� �5�H�L�I�X�Q�J�� �Y�R�Q�� �3�K�D�J�R�O�\�V�R�V�R�P�H�Q�� �]�X�� �L�Q�K�L�E�L�H�U�H�Q��[86]. 

�$�X�‰�H�U�G�H�P�� �L�V�W��der Pilz in Abhängigkeit seines Aminosäuremetabolismus dazu in der 

Lage�� den sauren pH-Wert in Phagosomen �]�X�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�V�L�H�U�H�Q���� �Z�D�V��neben den 

verbesserten Überlebensbeding�X�Q�J�H�Q���� �D�X�F�K��ein wichtiger Induktor für 

Hyphenwachstum ist [87]. Viele von den oben beschriebenen Strategien für das 

Überleben von C. albicans �L�Q���G�H�Q���3�K�D�J�R�V�R�P�H�Q���Y�R�Q���1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q�����J�H�O�Wen zudem auch 

für Makrophagen.  

 

Das Wissen über die Virulenzfaktoren von C. albicans hat in den letzten Jahren stetig 

zugenommen und bildet eine wichtige Grundlage für die Entwicklung neuer 

antifungaler Therapien und Diagnostika. Die Inhibierung oder Modulierung von 

�9�L�U�X�O�H�Q�]�I�D�N�W�R�U�H�Q�� �L�V�W�� �D�O�V�� �W�K�H�U�D�S�H�X�W�L�V�F�K�H�� �2�S�W�L�R�Q�� �E�H�V�R�Q�G�H�U�V�� �Y�L�H�O�Y�H�U�V�S�U�H�F�K�H�Q�G���� �G�D�� �L�P��

Vergleich zu klassischen fungiziden Antimykotika weniger Resistenzbildung zu 

erwarten ist.  

Mit den Proteinen Rbe1p und Rbt4p wurden in C. albicans zwei neue sekretierte 

Virulenzfaktoren identifiziert�� über deren molekularen und funktionellen Eigenschaften 

aktuell nur sehr wenig bekannt ist [88]���� �6�L�H�� �J�H�K�|�U�H�Q�� �G�H�U�� �J�U�R�‰�H�Q�� �&�$�3-
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�3�U�R�W�H�L�Q�V�X�S�H�U�I�D�P�L�O�L�H���D�Q�����G�L�H���L�K�U�H�U�V�H�L�W�V���Q�X�U���X�Q�J�H�Q�•�J�H�Q�G���F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�W���L�V�W�����,�P���)�R�O�J�H�Q�G�H�Q��

soll auf die Eigenschaften der CAP-Proteinsuperfamilie allgemein�� und Rbe1p/Rbt4p 

im Speziellen�� näher eingegangen werden.  

 

 Die CAP-Proteinsuperfamilie  

3.1 Klassifikation  

Proteine der CAP-Superfamilie finden sich in prokaryotischen und eukaryotischen 

�3�K�\�O�D���� �X�Q�G��zeichnen sich durch die Anwesenheit der charakteristischen CAP- bzw. 

SCP-Domäne aus. �&�$�3���L�V�W���H�L�Q���$�N�U�R�Q�\�P�����D�E�J�H�O�H�L�W�H�W���Y�R�Q��den ursprünglich identifizierten 

�6�X�E�I�D�P�L�O�L�H�Q����Cysteine-rich secretory proteins����Antigen 5�� und Pathogenesis-related 

protein 1. Synonym wird der Begriff SCP (Sperm Coating Proteins)-Domäne 

�Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W���� �G�H�U�� �V�L�F�K�� �D�X�I�� �G�L�H�� �)�l�K�L�J�N�H�L�W�� �E�H�V�W�L�P�P�W�H�U�� �)�D�P�L�O�L�H�Q�P�L�W�J�O�L�H�G�H�U�� �E�H�]�L�H�K�W�� �D�Q��

Spermienzellen zu binden [89]. Die CAP-Domäne ist zwischen 17- �������N�'�D���J�U�R�‰���X�Q�G��

wird durch vier �N�R�Q�V�H�U�Y�L�H�U�W�H�� �6�H�T�X�H�Q�]�P�R�W�L�Y�H�� �F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�W���� �G�L�H�� �P�L�W�� �&�$�3���� �E�L�V�� �&�$�3����

bezeichnet werden [90]. Allerdings besitzt nicht jeder Vertreter der Proteinfamilie 

notwendigerweise alle vier Sequenzmotive [91]���� �X�Q�G�� �L�Q�� �G�H�U�� �3�5�2�6�,�7�(-Datenbank 

(https://prosite.expasy.org) sind nur die Motive CAP1 und CAP2 aufgeführt.  

Aktuell werden der CAP-Superfamilie 13.584 Mitglieder in 2.863 Spezies zugeordnet 

(https://pfam.xfam.org/family/pf00188). �'�L�H�� �J�U�|�‰�W�H�Q�� �6�X�E�I�D�P�L�O�L�H�Q�� �G�H�U�� �&�$�3-Proteine 

sind: die SCP domain-containing proteins �L�Q���%�D�N�W�H�U�L�H�Q�����G�L�H��pathogenesis-related (PR)-

proteins �L�Q�� �3�I�O�D�Q�]�H�Q����die pathogen-related in yeast (PRY)-proteins �L�Q�� �3�L�O�]�H�Q����venom 

allergen (Ag)-proteins �L�Q�� �,�Q�V�H�N�W�H�Q���� �X�Q�G�� �E�H�L Chordatieren die cysteine-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  

Während evolutionär ältere CAP-Subfamilien meist nur aus einer isolierten CAP-

�'�R�P�l�Q�H���E�H�V�W�H�K�H�Q�����K�D�E�H�Q���V�L�F�K���&�$�3-Proteine im Laufe der Evolution zu Multidomän-

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

Bakterien besitzen die evolutionär älteste und einfachste Form der CAP-Domäne. 

Obwohl sie Sequenzähnlichkeiten zur CAP-�.�R�Q�V�H�Q�V�X�V�V�H�T�X�H�Q�]�� �]�H�L�J�H�Q���� �I�H�K�O�W�� �Y�L�H�O�H�Q��

das CAP2-�0�R�W�L�Y���X�Q�G���H�L�Q���*�U�R�‰�W�H�L�O��der konservierten Cysteinreste�����G�L�H���I�•�U���(�X�N�D�U�\�R�W�H�Q��

charakteristisch sind [92].  

 

 

Abb. 4:  Die wichtigsten Schritte in der Evolution der frühen CAP- Subfamilien.  Die Dreiecke 

�P�D�U�N�L�H�U�H�Q���G�D�V���$�X�I�N�R�P�P�H�Q���Q�H�X�H�U���6�X�E�I�D�P�L�O�L�H�Q���L�P���W�D�[�R�Q�R�P�L�V�F�K�H�Q���%�D�X�P�����Z�R�E�H�L���G�L�H���(�U�H�L�J�Q�L�V�V�H���Q�D�F�K���L�K�U�H�U��

potentiellen Chronologie nummeriert sind. Es sind nur frühe Ev�R�O�X�W�L�R�Q�V�V�F�K�U�L�W�W�H�� �J�H�]�H�L�J�W���� �G�L�H��

verschiedenen Subfamilien der Chordata sind aufgrund der Übersichtlichkeit nicht dargestellt. Die CAP-

�6�X�S�H�U�I�D�P�L�O�L�H�� �L�V�W�� �V�H�K�U�� �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�� �D�X�V�� �S�U�R�N�D�U�\�R�W�L�V�F�K�H�Q�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�Q�� �H�Q�W�V�W�D�Q�G�H�Q���� �G�L�H�� �Q�X�U�� �D�X�V�� �G�H�U��

CAP/SCP-Domäne aufgebaut waren (1). Diese Proteine diversifizierten sich dann zur eukaryotischen 

GAPR-�6�X�E�I�D�P�L�O�L�H������������ �Z�H�O�F�K�H���P�D�Q���E�H�L���3�I�O�D�Q�]�H�Q�����������X�Q�G���3�L�O�]�H�Q���������� �I�L�Q�G�H�W�����'�D�V���$�Q�I�•�J�H�Q���H�L�Q�H�U���*�H�O�H�Q�N- 

(hinge)-�'�R�P�l�Q�H������������ �X�Q�G���G�H�U���&�5�,�6�3- bzw. GLIPR-�'�R�P�l�Q�H�Q������������ �I�•�K�U�W�H���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���]�X�U���(�Q�W�V�W�H�K�X�Q�J��

der komplexeren Ag-�3�U�R�W�H�L�Q�H���������������L�Q���,�Q�V�H�N�W�H�Q���X�Q�G���]�X�U���3�,-Subfamilie (9). Modifiziert nach: [92]. 
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Im Gegensatz hierzu besitzen pflanzliche PR-�3�U�R�W�H�L�Q�H�����G�L�H���Z�D�K�U�V�F�K�Hinlich als direkte 

�1�D�F�K�I�D�K�U�H�Q���G�H�U���E�D�N�W�H�U�L�H�O�O�H�Q���9�H�U�W�U�H�W�H�U���D�Q�]�X�V�H�K�H�Q���V�L�Q�G�����Y�L�H�U���&�\�V�W�H�L�Q�H�U�H�V�W�H�����'�L�H�V�H���Y�L�H�U��

Cysteinreste findet man in allen frühen eukaryotischen CAP-�3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���� �]�X�G�H�P��

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

Die Aminosäuresequenzen den fungalen PRY-Proteine zeigen hohe lokale 

Homologien zu pflanzlichen PR-�3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���� �V�L�Q�G�� �W�H�L�O�Z�H�L�V�H�� �D�E�H�U�� �G�H�X�W�O�L�F�K��länger als 

diese. PRY-Proteine besitzen neben den vier konservierten Cysteinresten nur sehr 

selten zusätzliche Cysteinreste [92].  

Während die Ag-Proteine aus Insekten noch durch eine einzelne CAP-Domäne 

�F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�W�� �V�L�Q�G���� �K�D�E�H�Q�� �V�L�F�K�� �&�$�3-Proteine bei Invertebraten zu Zwei-Domänen-

�3�U�R�W�H�L�Q�H�Q����bestehend aus der CAP-Domäne und einer C-terminalen Gelenk-Domäne 

(hinge domain������ �H�Q�W�Z�L�F�N�H�O�W���� �'�L�H�V�H��Varianten dienten dann als Vorläufer für die Drei-

Domänen-�3�U�R�W�H�L�Q�H���� �Z�L�H�� �G�L�H�� �*�/�,�3�5��- und CRISP-�6�X�E�I�D�P�L�O�L�H�Q���� �Z�H�O�F�K�H�� �P�D�Q�� �K�H�X�W�H�� �L�Q��

Vertebraten findet [92]. Diese dritte���� �P�H�L�V�W�� �&-terminale Erweiterung���� �N�D�Q�Q�� �]���%���� �H�L�Q�H��

Ionenkanal-regulierende Domäne (CRISP-�6�X�E�I�D�P�L�O�L�H������ �7�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�G�R�P�l�Q�H��

(GLIPR1-Subfamilie) oder eine C-Typ-Lektin-Dömäne (CLEC-Subfamilie) sein.  

Obwohl man in Säugetieren stark diversifizierte CAP-�3�U�R�W�H�L�Q�H���I�L�Q�G�H�W�����L�V�W���P�L�W���G�H�U���*�$�3�5-

1/GLIPR2-Familie auch noch eine evolutionär relativ ursprüngliche Subfamilie erhalten 

geblieben. Diese Proteine bestehen nur aus der CAP-Domäne und zeigen hohe 

Sequenzähnlichkeit zu pflanzlichen PR-Proteinen [90].  

3.3 Struktur der CAP -Domäne  

Die Tertiärstruktur der CAP-Domäne ist trotz der globalen Sequenzunterschiede 

zwischen CAP-Proteinen (> 38% Sequenzidentität) stark konserviert [93]�����X�Q�G���Z�L�U�G���D�O�V��

�.-��-�.���)�D�O�W�X�Q�J���E�H�]�H�L�F�K�Q�H�W�����6�L�H���E�H�V�W�H�K�W���D�X�V���]�Z�H�L���.-�+�H�O�L�F�H�V�����G�L�H���G�D�V���]�H�Q�W�U�D�O�H����-Faltblatt 

�X�P�J�H�E�H�Q���� �X�P�� �H�L�Q�H�Q�� �N�R�P�S�D�N�W�H�Q�� �]�Z�H�L�W�H�L�O�L�J�H�Q�� �.�H�U�Q�� �]�X�� �E�L�O�G�H�Q���� �G�H�U�� �Y�R�Q��

Wasserstoffbrücken und den zwei konservierten Disulfidbrücken stabilisiert wird. 

�'�L�H�V�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�O�O�H�Q�� �(�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q�� �V�L�Q�G�� �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�� �I�•�U�� �G�L�H�� �K�R�K�H�� �W�K�H�U�P�L�V�F�K�H���� �S�+-

abhängige und proteolytische Stabilität von CAP-Proteinen verantwortlich [94].  
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Einzelne CAP-Domänen unterscheiden sich hauptsächlich in der Länge der Helices 

�X�Q�G���)�D�O�W�E�O�l�W�W�H�U�����D�X�‰�H�U�G�H�P���E�H�V�W�H�K�H�Q���F�D�������������G�H�U���6�W�U�X�N�W�X�U���D�X�V���/�R�R�S�V�����Z�D�V���H�L�Q�H���J�H�Z�L�V�V�H��

strukturelle Variabilität erzeugt.  

�(�L�Q���*�U�R�‰�W�H�L�O���G�H�U���N�R�Q�V�H�U�Y�L�H�U�W�H�Q���$�P�L�Q�R�V�l�X�U�H�Q���L�Q���G�H�Q���&�$�3-Motiven ist zum Inneren der 

Domäne hin orientiert. �9�L�H�U�� �$�P�L�Q�R�V�l�X�U�H�U�H�V�W�H�� �D�X�V���� �R�G�H�U�� �L�Q�� �G�L�U�H�N�W�H�U�� �1�D�F�K�E�D�U�V�F�K�D�I�W�� �]�X��

diesen Motiven ���+�L�V�W�L�G�L�Q���D�X�V���&�$�3�������*�O�X�W�D�P�D�W���D�X�V���&�$�3�������+�L�V�W�L�G�L�Q���D�X�V���&�$�3�������*�O�X�W�D�P�D�W��

aus CAP4)�� bilden zusammen die charakteristische CAP-�7�H�W�U�D�G�H�����Z�H�O�F�K�H��in einer der 

zentralen oberflächenexponierten Furchen liegt. Die Aminosäuren der Tetrade können 

�G�L�Y�D�O�H�Q�W�H���.�D�W�L�R�Q�H�Q�����Z�L�H���=�L�Q�N���R�G�H�U���0�D�J�Q�H�V�L�X�P���E�L�Q�G�H�Q���>���������������������@�� und ähneln in ihrer 

Anordnung dem aktiven Zentrum von Proteasen [90]. 

 

 

Abb. 5 : Struktur der CAP -Domäne von Pry1p aus S. cerevisiae . Links: Bändermodell von Pry1p mit 

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

Eintrag 5ete. Die vier Aminosäuren der CAP-�7�H�W�U�D�G�H�� �V�L�Q�G�� �L�Q�� �6�W�l�E�F�K�H�Q�G�D�U�V�W�H�O�O�X�Q�J�� �J�H�]�H�L�J�W�� ���+�L�V����������

�*�O�X�����������*�O�X�����������+�L�V������������Rechts: Oberflächendarstellung von Pry1p mit der charakteristischen CAP-

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

 

Häufig lagern sich CAP-Proteine �]�X�� �+�R�P�R�G�L�P�H�U�H�Q���� �L�Q�� �V�H�O�W�H�Q�H�U�H�Q�� �)�l�O�O�H�Q�� �D�X�F�K�� �]�X��

Multimeren zusammen �>������������-100]. Über die geometrische Anordnung dieser Dimere 

ist generell �Z�H�Q�L�J���E�H�N�D�Q�Q�W�����L�Q���H�L�Q�H�P���.�U�L�V�W�D�O�O�L�V�D�W�L�R�Q�V�H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W���P�L�W���G�H�P���&�$�3-Protein 

Pry1p aus S. cerevisiae �Z�X�U�G�H���D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���V�L�F�K���G�L�H���0�R�Q�R�P�H�U�H��in diesem 

Fall in antiparalleler Weise anordnen [93].  
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3.4 Molekulare Funktion der CAP -Domäne  

Die evolutionäre Diversität der CAP-Proteinsuperfamilie korreliert mit der funktionellen 

Vielfalt ihrer Mitglieder. CAP-Proteine werden mit verschiedensten biologischen 

�3�U�R�]�H�V�V�H�Q���� �Z�L�H�� �G�H�U�� �,�P�P�X�Q�D�E�Z�H�K�U���� �G�H�U�� �9�L�U�X�O�H�Q�]�� �Y�R�Q�� �3�D�W�K�R�J�H�Q�H�Q���� �G�H�U�� �7�R�[�L�]�L�W�l�W�� �Y�R�Q��

�*�L�I�W�H�Q���� �G�H�U�� �5�H�L�I�X�Q�J�� �Y�R�Q�� �6�S�H�U�P�L�H�Q�� �R�G�H�U�� �G�H�U�� �(�Q�W�Z�L�F�N�O�X�Q�J�� �Y�R�Q�� �3�U�R�V�W�D�W�D�N�U�H�E�V�� �L�Q��

Verbindung gebracht [94]. Die strukturelle Konservierung der CAP-Domäne spricht 

�M�H�G�R�F�K�� �G�D�I�•�U���� �G�D�V�V��ein Teil dieser funktionellen Diversität durch Subfamilien-

spezifische Domänen oder variablen Bereichen innerhalb der CAP-Domäne zustande 

kommt. Zum Beispiel basiert die Aktivität von CRISP-Proteinen als Ionenkanal-

modulatoren wahrscheinlich nicht auf der CAP-�'�R�P�l�Q�H�� �V�H�O�E�V�W���� �V�R�Q�G�Hrn auf der C-

terminalen Cystein-reichen Domäne [101].  

Für die CAP-�'�R�P�l�Q�H���Z�X�U�G�H�Q���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�D�U�H���)�X�Q�N�W�L�R�Q�H�Q���S�R�V�W�X�O�L�H�U�W�����G�L�H���L�P��

Folgenden näher erläutert werden sollen.  

 Protease -Funktion  

Das aufgereinigte CAP-Protein Tex31p aus den Giftdrüsen der Meeresschnecke 

Conus textile besitzt proteolytische Aktivität in vitro. Diese Aktivität lässt sich durch 

Serinproteaseinhibitoren blockieren und durch die Zugabe von Ca2+ stimulieren [102]. 

�'�L�H���$�X�W�R�U�H�Q���G�H�U���6�W�X�G�L�H���K�D�E�H�Q���S�R�V�W�X�O�L�H�U�W�����G�D�V�V��die Proteaseaktivität im Zusammenhang 

mit der CAP-Tetrade steht�����D�Q�G�H�U�H���$�X�W�R�U�H�Q���K�D�E�H�Q���H�U�J�l�Q�]�W�����G�D�V�V���V�L�F�K���G�D�V���Y�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J�H��

aktive Zentrum möglicherweise erst nach Homodimerisierung zweier Monomere bildet 

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

Schlangen konnten allerdings keine proteolytische Aktivität nachweisen �>�����������������������@. 

Proteaseaktivität scheint somit keine konservierte Funktion der CAP-Domäne zu sein.  

 Protein -Protein Interaktionen  

Möglicherweise dient die CAP-Domäne als stabiles Gerüst für die Interaktion mit 

anderen Proteinen [94]. Für verschiedene CAP-Proteine wurden bis dato 

�,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q�V�S�D�U�W�Q�H�U�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�]�L�H�U�W���� �G�L�H�V�H�� �J�H�K�|�U�H�Q�� �D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V�� �Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�Q��

Proteinklassen an���� �X�Q�G�� �H�V�� �H�U�J�L�E�W�� �V�L�F�K kein einheitliches Bild bezüglich deren 

funktionellen Eigenschaften. Beispiele hierfür sind: die Interaktion des pflanzlichen 
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CAP-Proteins PR-1-�����P�L�W���G�H�P���I�X�Q�J�D�O�H�Q���3�U�R�W�H�L�Q���7�R�[�$�����G�L�H���%�L�Q�G�X�Q�J��von NIF aus dem 

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 für 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 �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �L�Q�� �G�Hr Lage dazu die Aggregation von �$��-

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

eine konservierte Eigenschaft der CAP-�'�R�P�l�Q�H�����G�D���D�X�F�K���D�Q�G�H�U�H���&�$�3-�3�U�R�W�H�L�Q�H�����Z�L�H��

�&�5�,�6�3������ �$�P�\�O�R�L�G�I�L�E�U�L�O�O�H�Q�� �D�X�V�E�L�O�G�H�Q�� �N�|�Q�Q�H�Q��[100]. Die physiologische Bedeutung 

dieser Oligomerisierung ist allerdings noch unbekannt.  

 Lipidbindung und Export  

Sterole  

Die ersten Hinweise auf eine Funktion von CAP-Proteinen bei der Bindung und dem 

Export von Sterolen kommen aus der Bäckerhefe S. cerevisiae [107]. Das Genom von 

S. cerevisiae kodiert für drei CAP-Proteine - �3�U�\���S�����3�U�\�����X�Q�G���3�U�\���S�����3�U�\���S���X�Q�G���3�U�\���S��

�V�L�Q�G���V�H�N�U�H�W�L�H�U�W�H���*�O�\�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�H�����Z�l�K�U�H�Q�G���3�U�\���S���H�L�Q���]�H�O�O�Z�D�Q�G�J�H�E�X�Q�G�H�Q�H�V���*�3�,-Protein 

ist [107]. Alle drei Proteine binden Sterole wie Cholesterol und Cholesterylacetat unter 

in vitro Bedingungen mit einer Dissoziationskonstante im mikromolaren Bereich [107]. 

�$�X�‰�H�U�G�H�P��sind sie alle am Export von Cholesterylacetat aus der Zelle beteiligt����

wodurch der Sterolexport in einer �¨pry1�¨pry2-Mutante nahezu komplett blockiert ist. 

Cholesterylacetat entsteht in S. cerevisiae hauptsächlich im Rahmen eines 

Acetylierungs-/Deacetylierungszyklus [108]. Hierbei dient die Acetylierung von 

�6�W�H�U�R�O�H�Q���� �6�W�H�U�R�O�Y�R�U�O�l�X�I�H�U�Q�� �R�G�H�U�� �N�O�H�L�Q�Hn hydrophoben Molekülen als ein 

Sekretionssignal���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �Q�L�F�K�W-acetylierte Moleküle in der Zelle zurückgehalten 

werden [108]. Dieser Zyklus stellt wahrscheinlich eine Art Qualitätskontrolle oder 

Detoxifizierungsmechanismus der Zelle dar [108].  

Da CAP-Proteine aus dem Mensche�Q�����&�5�,�6�3��������einigen �3�D�U�D�V�L�W�H�Q�����6�P�9�$�/�������%�P�9�D�O-

�������1�D-�$�6�3������ �3�I�O�D�Q�]�H�Q�����3�����F�����3�5-1a) und dem Pilz Moniliophthora perniciosa (MpPR-

1) den fehlenden Cholesterylacetat-Export in der S. cerevisiae �¨pry1�¨pry2-Mutante 
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revertieren �N�|�Q�Q�H�Q���� �V�F�K�H�L�Q�W�� �6�W�H�U�R�O�E�L�Q�G�X�Q�J���6�W�H�U�R�O�H�[�S�R�U�W�� �H�L�Q�H�� �Z�H�L�W�Y�H�U�E�U�H�L�W�H�W�H�� �)�X�Q�N�W�L�R�Q��

dieser Proteinfamilie zu sein �>������������������������-111].   

Für die Sterolbindung durch Pry1p ist die CAP-Domäne alleine �D�X�V�U�H�L�F�K�H�Q�G�����Z�R�E�H�L���H�L�Q��

flexibler Loop innerhalb der Domäne für die Bindung essentiell zu sein scheint �>��������

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

(caveolin binding motif�����&�%�0�������H�L�Q���N�X�U�]�H�V���6�H�T�X�H�Q�]�P�R�W�L�Y�����G�D�V���V�L�F�K���G�X�U�F�K���D�U�R�P�D�W�L�V�F�K�H��

Aminosäuren auszeichnet. Punktmutationen in diesem Bereich führen in vitro und in 

vivo zu einem Verlust der Sterolbindung [112]. Au�‰�H�U�G�H�P�� �V�F�K�H�L�Q�W�� �G�L�H��Bindung von 

Mg2+ durch die Aminosäuren der CAP-Tetrade für die Sterolbindung von Pry1p wichtig 

�]�X���V�H�L�Q�����G�D���G�L�H�V�H���G�X�U�F�K���(�'�7�$���L�Q�K�L�E�L�H�U�W���Z�L�U�G�����Z�l�K�U�H�Q�G���G�L�H���=�X�J�D�E�H���Y�R�Q���0�D�J�Q�H�V�L�X�P���G�H�Q��

Effekt revertiert [93]. �%�L�Q�G�X�Q�J�V�V�W�X�G�L�H�Q���K�D�E�H�Q���]�X�V�l�W�]�O�L�F�K���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���G�L�H���D�O�L�S�K�D�W�L�V�F�K�H��

Seitenkette vo�Q�� �&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�� �I�•�U�� �G�L�H�� �%�L�Q�G�X�Q�J�� �G�X�U�F�K�� �3�U�\���S�� �Z�L�F�K�W�L�J�� �L�V�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �G�L�H�� ��-

Hydroxylgruppe eine vernachlässigbare Rolle spielt [113].  

Momentan werden zwei mögliche physiologische Funktionen der Sterolbindung in der 

Literatur diskutiert und durch experimentelle Daten gestützt; (i) die Detoxifizierung von 

hydrophoben Molekülen���� �X�Q�G��(ii) die Sequestrierung von extrazellulären 

Sterolmolekülen.  

Pry1p und Pry2p haben in S. cerevisiae eine detoxifizierende Wirkung in Anwesenheit 

�Y�R�Q���(�X�J�H�Q�R�O�����G�D���V�L�H���G�L�H�V�H�V��membranpertubierenden Phenylpropanoid binden können 

[107]. Konsequenterweise sind �¨pry1�¨pry2-Stämme hypersensitiv gegenüber 

Eugenol [107].  

Das pflanzliche CAP-Protein P14c ist ein Beispiel für die Sequestrierung 

extrazellulärer Sterole. Das Protein inhibiert in vitro das Wachstum von Sterol-

�D�X�[�R�W�U�R�S�K�H�Q���2�R�P�\�F�H�W�H�Q�����Z�l�K�U�H�Q�G���6�W�H�U�R�O-prototrophe Pilze nur Sensitivität gegenüber 

�3�����F�� �]�H�L�J�H�Q���� �Z�H�Q�Q�� �L�K�U�H�� �6�W�H�U�R�O�E�L�R�V�\�Q�W�K�H�V�H�� �Nompromittiert ist [109]. Dieser 

antimikrobielle Effekt deutet auf die Sequestrierung extrazellulärer Sterolen durch 

P14c hin�� �Z�R�E�H�L���Q�L�F�K�W���N�O�D�U���L�V�W�����R�E���6�W�H�U�R�O�H���L�P���0�H�G�L�X�P���R�G�H�U���P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H���0�H�P�E�U�D�Q�V�W�H�U�R�O�H��

von der Bindung betroffen sind.  
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Fettsäuren 

Als das CAP-Protein Tablysin-15 aus dem Speichel der Pferdebremse Tabanus yao 

�N�U�L�V�W�D�O�O�L�V�L�H�U�W���Z�X�U�G�H�����I�D�Q�G���P�D�Q���H�L�Q�H���K�\�G�U�R�S�K�R�E�H���.�D�Q�D�O�V�W�U�X�N�W�X�U���L�Q���G�H�U���&�$�3-�'�R�P�l�Q�H�����G�L�H��

durch ein Fettsäuremolekül besetzt war [114]�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���G�L�H��

Kanalstruktur die Fettsäurekette von proinflammatorischen Cysteinyl-Leukotrienen 

bindet [114].  

�$�N�W�X�H�O�O�H���(�U�J�H�E�Q�L�V�V�H���K�D�E�H�Q���E�H�V�W�l�W�L�J�W�����G�D�V�V���3�U�\���S���D�X�V��S. cerevisiae auch dazu in der 

Lage ist Fettsäuren (speziell Palmitinsäure) zu binden und zu exportieren [115]. 

Interessanterweise ist diese Bindung unabhängig von den Sterolbindungs-

�H�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q�� �G�H�V�� �3�U�R�W�H�L�Q�V���� �Z�D�V�� �D�X�I�� �X�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�G�O�L�F�K�H��Lipidbindungsstellen hinweist. 

Der Export von Fettsäuren durch PRY-Proteine scheint in S. cerevisiae bei starker 

�L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�U�� �$�N�N�X�P�X�O�D�W�L�R�Q�� �I�U�H�L�H�U�� �)�H�W�W�V�l�X�U�H�Q�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�D�� �=�H�O�O�H�Q�� �R�K�Q�H�� �G�L�H��

Acyl-CoA Synthasen Faa1p und Faa4p nach Deletion der drei Pry-Gene nicht 

lebensfähig sind [115].  

Auch für zwei CAP-Proteine aus dem Phytopathogen Moniliophthora perniciosa wurde 

kürzlich die Bindung von Fettsäuren experimentell nachgewiesen [110]. Diese Proteine 

zeigen allerdings keine zusätzliche Bindung von Sterolen.   

 Die CAP-Proteine Rbe1p und Rbt4p in C. albicans   

Im Reich der Pilze findet man CAP-Proteine sowohl in pathogenen als auch in 

�Q�L�F�K�W�S�D�W�K�R�J�H�Q�H�Q�� �6�S�H�]�L�H�V���� �X�Q�G eine Genomanalyse bei �$�V�F�R�P�\�F�H�W�H�Q�� �K�D�W�� �H�U�J�H�E�H�Q����

dass die meisten Vertreter zwei CAP-Gene enthalten [99]. Interessanterweise findet 

�P�D�Q�� �L�Q�� �S�D�W�K�R�J�H�Q�H�Q�� �6�S�H�]�L�H�V����besonders häufig unter Phytopathogenen���� �H�L�Q�H��

Expansion dieser Proteinfamilie [99].  

Das Genom von C. albicans kodiert für 5 Proteine mit einer CAP-Domäne: RBE1����

RBT4����orf19.6200����orf19.2787 und orf19.2336 [88]. Neben der CAP-�'�R�P�l�Q�H�����L�Q�N�O�X�V�L�Y�H��

der vier charakteristischen CAP-�0�R�W�L�Y�H���� �E�H�V�L�W�]�H�Q�� �D�O�O�H�� �I�•�Q�I�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�� �H�L�Q�H�� �1-terminale 

Signalsequenz für den Eintritt in den sekretorischen Weg. Die Proteine variieren in 

�L�K�U�H�U���*�U�|�‰�H���D�X�I�J�U�X�Q�G���1-�W�H�U�P�L�Q�D�O�H�U���,�Q�V�H�U�W�L�R�Q�H�Q�����G�L�H���X�Q�W�H�U���D�Q�G�H�U�H�P���H�L�Q�H���6�H�U�L�Q���7�K�U�H�R�Q�L�Q-

reiche Region beinhalten���� �D�Q�V�R�Q�V�W�H�Q�� �D�E�H�U��eine sehr niedrige Sequenzähnlichkeit 

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

Signalsequenz; Schraffiert: Serin/Threonin-reiche Region; Schwarz: CAP-Domäne. Modifiziert nach: 

[88]. 

 

Während über orf19.6200����orf19.2787 und orf19.2336 �Q�X�U�� �V�H�K�U�� �Z�H�Q�L�J�� �E�H�N�D�Q�Q�W�� �L�V�W����

�K�D�E�H�Q���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H���6�W�X�G�L�H�Q���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V��RBE1 und RBT4 in C. albicans mit Virulenz 

assoziiert sind. Die Deletion von RBE1 und RBT4 in einem klinischen C. albicans Isolat 

führt zu einem synergistischen Virulenzdefekt im �V�\�V�W�H�P�L�V�F�K�H�Q���0�D�X�V�L�Q�I�H�N�W�L�R�Q�V�P�R�G�H�O�O����

und zur Hypersensitivität des Pilzes gegenüber polymorphonukleären Leukozyten 

[88]. Die Einzeldeletion von RBE1 oder RBT4 hat hingegen nur moderate 

Auswirkungen auf die Virulenz. Darüber hinaus zeigte ein �û�U�E�W����Stamm in einem 

anderen Stammhintergrund verminderte Invasion in das Korneagewebe von Hasen 

und Mäusen in vivo �>�����������������@.  

Sowohl RBT4���� �D�O�V�� �D�X�F�K��RBE1����wurde erstmals im Zusammenhang mit der 

transkriptionellen Regulation der Morphogenese von C. albicans beschrieben. RBT 

(repressed by TUP1) 4 wird von �7�X�S���S����einem negativen Regulator des Hyphen-

wachstums �U�H�J�X�O�L�H�U�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G��RBE (repressed by EFG1) 1 das am stärksten 

induzierte Gen in Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Efg1p ist �>�����������������@. Efg1p 

und Tup1p regulieren die Transkription von RBE1 und RBT4 auf entgegengesetzte 

Weise. Während RBE1 unter den meisten Wachstumsbedingungen von Efg1p 

�U�H�S�U�L�P�L�H�U�W���Z�L�U�G����induziert Efg1p die RBT4-�(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���E�H�L���+�\�S�K�H�Q�Z�D�F�K�V�W�X�P�� nachdem 

Tup1p dessen Expression unter Hefewachstumsbedingungen reprimiert [88]. In 

Übereinstimmung mit diesem Transkriptionsmuster�� wurden Rbe1p-Peptide bei 
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�P�D�V�V�H�Q�V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�V�F�K�H�Q�� �$�Q�D�O�\�V�H�Q�� �D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K�� �L�P��Überstand von Hefezellen 

�G�H�W�H�N�W�L�H�U�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �5�E�W���S-Peptide primär unter Hyphenwachstumsbedingungen 

gefunden wurden �>���������������@.  

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

C. albicans �•�E�H�U�U�D�V�F�K�H�Q�G�H�U�Z�H�L�V�H�� �N�H�L�Q�H�� �$�X�V�Z�L�U�N�X�Q�J�H�Q�� �D�X�I�� �G�D�V�� �:�D�F�K�V�W�X�P���� �G�L�H��

�0�R�U�S�K�R�J�H�Q�H�V�H�����G�L�H���3�D�D�U�X�Q�J���R�G�H�U���G�L�H��Stressresistenz (osmotischer Stress�����R�[�L�G�D�W�L�Yer 

�6�W�U�H�V�V����pH-Wert Änderungen�� �+�L�W�]�H�V�W�U�H�V�V�����=�H�O�O�Z�D�Q�G�V�W�U�H�V�V�����1�l�K�U�V�W�R�I�I�P�D�Q�J�H�O�����3�U�l�V�H�Q�]��

von Antimykotika) des Pilzes unter in vitro Bedingungen [88]. �$�X�‰�H�U�G�H�P��ist die 

Adhäsions- und Invasionsfähigkeit der �û�U�E�H���û�U�E�W��-Mutante auf Epithelzellschichten 

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

Rbe1p und Rbt4p scheinen somit besonders in der direkten Interaktion von C. albicans 

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

�V�L�Q�G���E�H�L�G�H���3�U�R�W�H�L�Q�H���D�X�I���P�R�O�H�N�X�O�D�U�H�U���(�E�H�Q�H���Q�X�U���V�H�K�U���X�Q�]�X�U�H�L�F�K�H�Q�G���F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�W�����X�Q�G��

�H�V���L�V�W���Q�L�F�K�W���N�O�D�U�� welche molekularen Prozesse den Virulenzphänotyp hervorrufen.  

 

 Zielsetzung  

Ziel dieser Arbeit war es Rbe1p und Rbt4p auf molekularer und funktioneller Ebene 

�Q�l�K�H�U�� �]�X�� �F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�H�Q���� �X�P�� �L�K�U�H�Q�� �%�H�L�W�U�D�J�� �]�X�U�� �9�L�U�X�O�H�Q�]�� �Y�R�Q��C. albicans besser zu 

verstehen.  

Auf molekularer Ebene sollten grundlegende �&�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�� �G�H�U�� �3�U�R�W�H�L�Q�H���� �Z�L�H��

�/�R�N�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�V�G�\�Q�D�P�L�N�� �X�Q�G�� �S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q�D�O�H��Modifikation detailliert 

betrachtet werden. Daneben stand die Analyse von Protein-Interaktion�H�Q�����E�H�V�R�Q�G�H�U�V��

Protein-Sterol Interaktion�H�Q�����L�P��Vordergrund.  

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

Hierbei sollte einerseits die Beteiligung von Rbe1p und Rbt4p am Transport und der 

Homöostase von Sterolen�����D�Q�G�H�U�H�U�V�H�L�W�V���G�H�U���(�L�Q�I�O�X�V�V���G�H�U���3�U�R�W�H�L�Q�H���D�X�I��Wirts-Pathogen 

�,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q�H�Q�����V�S�H�]�L�H�Ol polymorphonukleäre Granulozyten�����X�Q�W�H�U�V�X�F�K�W werden.    

 

 

 



Material und Methoden  36 

 

Material  und Methoden  

 Material  

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien  

�&�K�H�P�L�N�D�O�L�H�Q�� �X�Q�G�� �9�H�U�E�U�D�X�F�K�V�P�D�W�H�U�L�D�O�L�H�Q�� �Z�X�U�G�H�Q���� �V�R�Z�H�L�W�� �Q�L�F�K�W�� �D�Q�G�H�U�V�� �Y�H�U�P�H�U�N�W���� �Y�R�Q��

folgenden Firmen bezogen: Bio-�5�D�G���/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�H�V���*�P�E�+�����0�•�Q�F�K�H�Q�������%�L�R�]�\�P���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F��

�*�P�E�+�����+�H�V�V�L�V�F�K���2�O�G�H�Q�G�R�U�I�������%�,�2�=�2�/���'�L�D�J�Q�R�V�W�L�F�D���9�H�U�W�U�L�H�E���*�P�E�+�����(�F�K�L�Q�J�����&�D�U�O���5�R�W�K��

���.�D�U�O�V�U�X�K�H������ �*�(�� �+�H�D�O�W�K�F�D�U�H�� ���)�U�H�L�E�X�U�J������ �0�H�U�F�N�� ���'�D�U�P�V�W�D�G�W������ �4�L�D�J�H�Q�� �*�P�E�+�� ���+�L�O�G�H�Q������

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)����Sigma-�$�O�G�U�L�F�K���&�K�H�P�L�H�����7�D�X�I�N�L�U�F�K�H�Q������Thermo 

�)�L�V�K�H�U�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�� ���3�L�Q�Q�H�E�H�U�J������ �7�K���� �*�H�\�H�U�� �*�P�E�+�� �	�� �&�R�� �.�*�� ���5�H�Q�Q�L�Q�J�H�Q������ �9�:�5��

International GmbH (Darmstadt). Die Bezugsquelle spezieller Chemikalien oder 

Verbrauchsmaterialien ist im entsprechenden Protokoll angegeben. Für die 

Herstellung von Pufferlösungen und Kulturmedien wurde doppelt deionisiertes Wasser 

aus einer Reinstwasser-�$�Q�O�D�J�H�����3�8�5�(�/�$�%���I�O�H�[�������9�H�R�O�L�D�� verwendet.  

1.2 Antibiotika / Antimykotika  

Tabelle 1: Verwendete Antibiotika und Antimykotika  

Substanz Arbeitskonzentration Bezugsquelle 

Chloramphenicol  50 µg/ml Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) 

Ampicillin 100 µg/ml Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) 

Zeocin 25 µg/ml Invivogen (Toulouse) 

Nourseothricin 200 µg/ml Werner Bioagents (Jena) 

 

1.3 Reaktions -Kitsysteme   

Tabelle 2: Verwendete Reaktions-Kitsysteme 

Reaktions- Kit  Bezugsquelle 

DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories (München) 

QIAprep 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�R�I�L�O�H����-Elimination Kit  Merck (Darmstadt) 

TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit Illumina (San Diego) 

 

1.4 Puffer  

Tabelle 3: Puffer 

Puffer  Bestandteile  Konzentration  

PBS-�3�X�I�I�H�U�����S�+���������� NaCl 140 mM 

 KCl 3 mM 

 Na2HPO4 10 mM 

 KH2PO4 ���������P�0 

PBS-T-Puffer PBS-�3�X�I�I�H�U�����S�+����������  

 Tween 20 ������������  

TAE-Puffer (50-fach) Tris 2 M 

 Eisessig           1 M 

 EDTA       50 mM 

 

1.5 Kulturmedien  

Tabelle 4: �.�X�O�W�X�U�P�H�G�L�H�Q���I�•�U���%�D�N�W�H�U�L�H�Q�����+�H�I�H�Q���X�Q�G���=�H�O�O�O�L�Q�L�H�Q 

Medium Bestandteile  Konzentration  

LB-�0�H�G�L�X�P�����S�+���������� Hefeextrakt 5 g/l 

 Trypton 10 g/l 

 NaCl 5 g/l 

 

LBAMP 
Hefeextrakt 5 g/l 

 Trypton 10 g/l 

 NaCl 5 g/l 

 Ampicillin 100 mg/l 

LBCAP Hefeextrakt 5 g/l 
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 Trypton 10 g/l 

 NaCl 5 g/l 

 Chloramphenicol 50 mg/l 

YPD-�0�H�G�L�X�P�����S�+���������� Hefeextrakt 10 g/l 

 Pepton 20 g/l 

 Glukose 20 g/l 

YPD Nou200 Hefeextrakt 10 g/l 

 Pepton 20 g/l 

 Glukose 20 g/l 

 Nourseothricin 200 mg/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 

 Fötales Kälberserum (FCS) 100 ml/l 

SC-Medium (�S�+��������) Hefe-Stickstoff-�%�D�V�L�V�����<�1�%�����'�L�I�F�R�� ���������J���O 

 (NH4)2SO4 5 g/l 

 Aminosäure-Mix* 2 g/l 

 Adenin ���������P�0 

 Histidin ���������P�0 

 Leucin ���������P�0 

 Tryptophan ���������P�0 

 Uridin ���������P�0 

BMGY Hefeextrakt 10 g/l 

 Pepton 20 g/l 

 Kaliumphosphatpuffer �S�+�������� 100 mM 

 Hefe-Stickstoff-�%�D�V�L�V�����<�1�%�����'�L�I�F�R�� �����������J���O 

 Biotin ���������P�J���O 

 Glycerol 10 g/l 

BMM �.�D�O�L�X�P�S�K�R�V�S�K�D�W�S�X�I�I�H�U���S�+�������� 100 mM 

 Hefe-Stickstoff-�%�D�V�L�V�����<�1�%�����'�L�I�F�R�� �����������J���O 

 Biotin ���������P�J���O 

 Methanol 5 ml/l 

DMEMsupp �'�0�(�0�������������J���O���*�O�X�F�R�V�H��  

 Fötales Kälberserum (�)�&�6����Lonza) 100 ml/l 
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1.6 Enzyme  

Tabelle 5: Verwendete Enzyme 

* Die Taq DNA Polymerase wurde isoliert nach [120] 

1.7 Antikörper  

Tabelle 6: Verwendete Antikörper 

 Antikörper Verdünnung Bezugsquelle 

pr
im

är
 

Monoklonaler Maus anti-�9���� �$�Q�W�L�N�|�U�S�H�U���� �.�O�R�Q�� �6�9��-PK1 (SM 

1691) 

1:5.000 (WB) 

1:100 (IF) 
Acris (Herford) 

Monoklonaler Maus anti-His5 Antikörper  1:2.000 Qiagen (Hilden) 

se
ku

nd
är

 

Polyklonaler Schaf anti-Maus IgG Antikörper HRP (NXA931) 1:5.000 
GE Healthcare 

(Freiburg) 

Polyklonaler Ziege anti-Maus Alexa Fluor® 555 Antikörper 1:400 
Thermo Fisher 

(Waltham) 

 

 Natriumpyruvat 1 mM 

 Gentamicin ������ mg/l 

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* �/�����6�F�K�D�O�Z�\�N�����,�&�5�)�����/�R�Q�G�R�Q�� 
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1.8 Plasmide  

Tabelle 7: In dieser Arbeit hergestellte und verwendete Plasmide 

 

1.9 Oligonukleotide  

Oligonukleotide wurden über die Firmen Thermo Fisher Scientific (Ulm) und Sigma-

Aldrich (Taufkirchen) bezogen. Kürzere Oligonukleotide bis etwa 40 Nukleotide Länge 

wurden per RP-�+�3�/�&�� �D�X�I�J�H�U�H�L�Q�L�J�W���� �O�l�Q�J�H�U�H���2�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�H���D�E�������� �1�X�N�O�H�R�W�L�G�H���/�l�Q�J�H��

per PAGE. Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme sind unterstrichen. 

 

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide für die Klonierung von Plasmid pSFS2A CT-V5/His6 Rbe1 FR1 

ORF FR2 

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz 5‘ – 3‘ 

RBE1 FR1 for ApaI GCTCGGGCCCATGCCACAAGTCTCCCATTC 

RBE1 ORF wo TAA rev XhoI CCGCTCGAGCTTTAAAGGTGGCAAGACGTT 

RBE1 FR2 for NotI ATAAGAATGCGGCCGCAAAAAAAAAGAAAGATTAATTTGATGATG 

RBE1 FR2 rev SacII TCCCCGCGGGTGAGTACCACCACCACCAA 

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 

pET19b-NT-His10  Merck 

pET19b-NT-His10-RBE1  pET19b NT-His10 diese Arbeit 

pET19b-NT-His10-RBT4 pET19b NT-His10 diese Arbeit 

pET19b-NT-His10-RBE1 opt. pET19b NT-His10 (Gensynthese) GenScript 

pET19b-NT-His10-RBT4 opt. pET19b NT-His10 (Gensynthese) GenScript 

pRS416  NEB 

pRS416-RBE1 pRS416 diese Arbeit 

pRS416-RBT4 pRS416 diese Arbeit 
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Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide für die Klonierung von Plasmid pSFS2A CT-V5/His6 Rbt4 FR1 

ORF FR2 

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz 5‘ – 3‘ 

RBT4 FR1 for ApaI GCTCGGGCCCCAATTCACGCATTCCAACTG 

RBT4 ORF wo TAA rev XhoI CCGCTCGAGTTGTGGTCTCAAGACATTTTCAG 

RBT4 FR2 for NotI ATAAGAATGCGGCCGCATGATTTATTAGACCTAGTCCTTGTCCA 

RBT4 FR2 rev SacI CGAGCTCAGATCAGGAAGCTCGGGAAT 

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

Verifizierung der korrekten Integration in das C. albicans Genom 

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz 5‘ – 3‘ 

RBE1 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 für die Klonierung�����E�]�Z�����6�H�T�X�H�Q�]�L�H�U�X�Q�J�� von Plasmid pPICZA-

Rbe1 und pPICZA-Rbt4  

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz 5‘ – 3‘ 

RBE1 ORF EcoRI for GGAATTCATGAAGATAACAAATACTTTACTTAATGCTG 

RBE1 ORF ApaI rev GCTCGGGCCCCTTTAAAGGTGGCAAGACGTTG 

RBT4 ORF EcoRI for       GGAATTCATGAAGTTTTCTCAAGTTGCCACTAC 

RBT4 ORF ApaI rev        GCTCGGGCCCTTGTGGTCTCAAGACATTTTCAGC 

pPICZA 5AOX1 for       GGAAGCTGCCCTGTCTTAAA 

Alpha factor for GCTGTCATCGGTTACTCAGATTT 

AOX1 TT rev              CCTGCATCTCTCAGGCAAAT 
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Tabelle 12 : Verwendete Oligonukleotide für die Klonierung von Plasmid pRS416-Rbe1 und pRS416-

Rbt4 

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz 5‘ – 3‘ 

Alpha factor Rbe1 for AGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGAGAGGCTGAAGCCACTATCACCAAATTCTTTACT 

Alpha factor Rbe1 rev 
CAAAGGAAAAGGGGCCTGTCTCGAGGTCGACGGTATCGATTTACTTTAAAGGTGGCA

AGACG 

Alpha factor Rbt4 for AGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGAGAGGCTGAAGAAATCGCCTATGTCACCCA 

Alpha factor Rbt4 rev 
CAAAGGAAAAGGGGCCTGTCTCGAGGTCGACGGTATCGATTTATTGTGGTCTCAAGA

CATTTTC 

Alpha Factor int for AGAAGGGGTATCTTTGGATAAAAGA 

Homology Region rev CAAAGGAAAAGGGGCCTG 

 

Tabelle 13 : Verwendete Oligonukleotide für die Klonierung von Plasmid pET19b-NT-His10-Rbe1 und 

pET19b-NT-His10-Rbt4 

Oligonukleotid  Nukleotidsequenz 5‘ – 3‘ 

RBE1 ORF XhoI woATG XhoI for CCGCTCGAGAAGATAACAAATACTTTACTTAATGCTGC 

RBE1 ORF BamHI rev CGGGATCCTTACTTTAAAGGTGGCAAGACG 

RBT4 ORF XhoI woATG XhoI for CCGCTCGAGAAGTTTTCTCAAGTTGCCACTACT 

Rbt4 ORF XhoI rev  CCGCTCGAGTTATTGTGGTCTCAAGACATTTTC 

 

 

1.10 Escherichia c oli  Stämme  

Tabelle 14 : In dieser Arbeit verwendete Escherichia coli Stämme 

Stamm  Genotyp  Ausgangsstamm  Referenz  

SHuffle® T7 

Express 

thi-������ �U�H�F�$������ �J�\�U�$�������� �U�H�O�$�����û���D�U�J�)-�O�D�F���8���������� ��-, 

�3�����G�O�D�F�=�û�0���� 
- NEB  

�'�+���.  
F-, endA1, hsdR17 (rk-, mk-), supE44, thi-1, recA1, 

�J�\�U�$���������U�H�O�$�����û���D�U�J�)-�O�D�F���8������������-�����3�����G�O�D�F�=�û�0���� 
- Invitrogen 
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1.11 Pichia pastoris  Stämme 

Tabelle 15 : In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Pichia pastoris Stämme 

Stamm  Genotyp  Ausgangsstamm  Referenz  

X-33 Pichia pastoris Wildtyp - Invitrogen  

X-33 Rbe1 
AOX1�û:: PrAOX1 RBE1 c-Myc His6 AOX1TT 

PrTEF1 PrEM7 BLE CYC1TT 
X-33 diese Arbeit 

X-33 Rbt4 
AOX1�û:: PrAOX1 RBE1 c-Myc His6 AOX1TT 

PrTEF1 PrEM7 BLE CYC1TT 
X-33 diese Arbeit 

1.12 Saccharomyces cerevisiae  Stämme 

Tabelle 16 : In dieser Arbeit verwendete Saccharomyces cerevisiae Stämme 

Stamm  Genotyp  Ausgangsstamm  Referenz  

�V�D�\���û�K�H�P���û 
�0�$�7�.�� �K�L�V���û���� �O�H�X���û���� �X�U�D���û���� �O�\�V���û����

say1::KanMX4 hem1::LEU2 
YRS1533 [108] 

�S�U�\���û�S�U�\���û 

�V�D�\���û�K�H�P���û 

 

MAT�. his3�û1 leu2�û0 ura3�û0 lys2�û0 

pry1::KanMX4 pry2::URA3 say1::HIS3 

hem1::LEU2 

�V�D�\���û�K�H�P���û [107] 

1.13 Candida albicans  Stämme  

Tabelle 17 : In dieser Arbeit verwendete und hergestellte Candida albicans Stämme 

Stamm  Genotyp  Ausgangsstamm  Referenz  

SC5314 Candida albicans Wildtyp (klinisches Isolat) - [122] 

Rbe1-CT-V5/His6 RBE1/rbe1�û::FRT RBE1 V5 His6 SC5314 diese Arbeit 
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Rbt4-CT-V5/His6 RBT4/rbt4�û::FRT RBT4 V5 His6 SC5314 diese Arbeit 

�U�E�H���û �U�E�H���û�����)�5�7���U�E�H���û�����)�5�7 SC5314 [88] 

Rev rbe1 �5�%�(�������)�5�7���U�E�H���û�����)�5�7 �U�E�H���û�����)�5�7���U�E�H���û�����)�5�7 [88] 

�U�E�W���û �U�E�W���û�����)�5�7���U�E�W���û�����)�5�7 SC5314 [88] 

Rev rbt4 �5�%�7�������)�5�7���U�E�W���û�����)�5�7 �U�E�W���û�����)�5�7���U�E�W���û�����)�5�7 [88] 

�U�E�H���û���U�E�W���û rbt4::FRT/rbt4::FRT rbe1::FRT/rbe1::FRT SC5314 [88] 

Rev rbe1rbt4 RBT4::FRT/rbt4::FRT RBE1::FRT/rbe1::FRT 
rbt4::FRT/rbt4::FRT 

rbe1::FRT/rbe1::FRT 
[88] 

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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 Methoden  

2.1 Kultivierungsmethoden  

 E. coli  

Bakterien mit den entsprechenden Antibiotikaresistenz-Markern wurden für 16 - 24 h 

bei 37 °C unter Schütteln (160 rpm) in LB-Medium ���S�+���������� durch Zusatz von Ampicillin 

���������� ���J���P�O���� �R�G�H�U�� �&�K�O�R�U�D�P�S�K�H�Q�L�F�R�O�� �������� ���J���P�O���� �N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W���� �)ür die Kultivierung auf 

Festmedien wurden die Selektionsmedien mit 2% Agar versetzt. Die dauerhafte 

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

 C. albicans  

C. albicans St�l�P�P�H���Z�X�U�G�H�Q���U�R�X�W�L�Q�H�P�l�‰�L�J���L�Q���<�'�3��oder SC-�0�H�G�L�X�P�����S�+�������������E�H�L�������ƒ�&��

und 160 rpm kultiviert. Festmedien enthielten eine Endkonzentration von 2% Agar. 

Dauerkulturen wurden in 30% Glycerin bei -80 °C gelagert. Für Versuchsreihen wurde 

aus der Dauerkultur eine Übernachtkultur (YDP/SC-�0�H�G�L�X�P���� �����ƒ�&���� �K�H�U�J�H�V�W�H�O�O�W�� �X�Q�G��

�G�L�H�V�H�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Lm entsprechenden Wachstumsmedium auf eine experiment-

spezifische optische Dichte (OD600) eingestellt.  

 P. pastoris  

P. pastoris Stämme wurden in YPD-Medium bei 30°C und 160 rpm kultiviert. 

Festmedien enthielten eine Endkonzentration von 2% Agar. Dauerkulturen wurden in 

30% Glycerin bei -80 °C gelagert. Für die heterologe Expression von Rbe1p und Rbt4p 

in P. pastoris wurden spezielle Wachstumsbedingungen verwendet (s. Abschnitt 

2.7.5).  

 S. cerevisiae  

S. cerevisiae Deletionsmutanten wurden in YDP- oder SC-Medium bei 30°C kultiviert. 

Mutanten mit defekter Häm-Biosynthese (�û�K�H�P��) wurden in Medium mit Tween 80 
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�������������P�J���P�O�������&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�����������—�J���P�O�����X�Q�G����-�$�P�L�Q�R�O�l�Y�X�O�L�Q�V�l�X�U�H�����������—�J���P�O�����N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W�� um 

die Häm-Defizienz zu kompensieren.   

 J774A.1 Makrophagen  

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

[123]���� �'�L�H�� �=�H�O�O�H�Q�� �Z�X�U�G�H�Q�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�P�l�‰�L�J�� �L�Q�� �H�L�Q�H�U�� ������ �F�P2-Zellkulturflasche mit 

DMEMsupp �E�H�L�� �����ƒ�&���� ������ �&�22�� und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei einer 

Konfluenz von ungefähr 80% wurden die Zellen durch mechanisches Ablösen mit 

einem Zellkratzer passagiert. Für alle Versuche wurden �D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K���=�H�O�O�H�Q���Y�R�U der 

Passage 20 verwendet. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe des CASY Cell 

Counters (Roche). 

2.2 Isolation humane r polymorphonukleärer Granulozyten  

�x �+�L�V�W�R�S�D�T�X�H���������������������������6�L�J�P�D-Aldrich) 

�x PBS-�(�'�7�$�������[���3�%�6���S�+�����������������P�0���(�'�7�$�� 

�x 30% humanes Serumalbumin (Sigma-Aldrich) 

�x RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific) 

�x �����������7�U�\�S�D�Q�E�O�D�X�����6�L�J�P�D���$�O�G�U�L�F�K�� 

Aufgrund der Kurzlebigkeit humaner�� polymorphonukleärer Granulozyten (PMNs) 

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-Röhrchen vorgelegt 

�X�Q�G���P�L�W�������P�O���+�L�V�W�R�S�D�T�X�H�������������•�E�H�U�V�F�K�L�F�K�W�H�W�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H�Q�������P�O���9�R�O�O�E�O�X�W���D�X�I��

den Histopaque-Gradienten pipettiert und für 30 min bei 700x g und Raumtemperatur 

mit ausgeschalteter Zentrifugenbremse zentrifugiert. Bei schlechter Trennung der 

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

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

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

einer starken Verunreinigung der PMN-Fraktion mit Erythorzyten�� wurden diese durch 

hypotone Lyse entfernt. Hierzu �Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���=�H�O�O�H�Q���I�•�U���������V�H�F���L�Q�������P�O�������������1�D�&�O�����Z���Y����

inkubiert�� und durch anschl�L�H�‰�H�Q�G�H�� �=�X�J�D�E�H�� �Y�R�Q�� ���� �P�O�� ���������� �1�D�&�O�� ���Z���Y���� �Z�L�H�G�H�U�� �X�Q�W�H�U��
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isotone Bedingungen gebracht. Dieser Zyklus wurde maximal zweimal wiederholt. Die 

isolierten PMNs wurden in RPMI-Medium mit 10 mM HEPES und 1% (v/v) humanem 

Serumalbumin oder 10% (v/v) humanem Serum aufgenommen. Die erhaltene Zellzahl 

wurde in einer Neubauer-Zählkammer nach Färbung mit ����������Trypanblau bestimmt.  

2.3 Plattenwachstumstest  

�x Eugenol ReagentPlus®���������������6�L�J�P�D-Aldrich) 

Für die Analyse der Sensitivität verschiedener C. albicans Stämme gegenüber 

Eugen�R�O�����Z�X�U�G�H�Q���V�W�D�W�L�R�Q�l�U�H���h�E�H�U�Q�D�F�K�W�N�X�O�W�X�U�H�Q���L�Q���<�3�'-Medium auf eine Zellzahl von 

2 x 106 Zellen/ml eingestellt und seriell um den Faktor 10 verdünnt. Jeweils 5 µl dieser 

Verdünnungen (104���� ����3���� ����2 Zellen) wurden auf YDP-�3�O�D�W�W�H�Q���P�L�W���X�Q�G���R�K�Q�H�� �������� �P�0��

Eugenol aufgetropft und für 1-2 Tage bei 30°C inkubiert.  

2.4 Methoden zur Analyse von DNA  

 Plasmidisolation aus E. coli  

�x QIAprep 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 Übernachtkultur bei 3.244x g für 5 min zentrifugiert 

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

eingesetzt. Die gewonnene Plasmid-�'�1�$���Z�X�U�G�H���L�Q�����������O���(�O�X�W�L�R�Q�V�S�X�I�I�H�U���D�X�I�J�H�Q�R�P�P�H�Q��

und bei –20°C aufbewahrt. 

 Isolation genomischer DNA aus C. albicans  

�x Hefe-Lysispuffer (100 mM NaCl; 10 mM Tris-�+�&�O�����S�+�����������������P�0���(�'�7�$���������������Y���Y�����7�U�L�W�R�Q���;-100; 

1 % (w/v) SDS) 

�x �3�K�H�Q�R�O���&�K�O�R�U�R�I�R�U�P���,�V�R�D�P�\�O�D�O�N�R�K�R�O�������������������������&�D�U�O���5�R�W�K 

�x TE-Puffer (10 mM Tris-�+�&�O�����S�+���������� 1 mM EDTA) 

�x �*�O�D�V�S�H�U�O�H�Q�����'�X�U�F�K�P�H�V�V�H�U������������– �����������P�P�����&�D�U�O���5�R�W�K�� 
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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 Übernachtkultur für 5 min bei 800�[���J���S�H�O�O�H�W�L�H�U�W�����G�D�V���3�H�O�O�H�W��

mit H2OMB �J�H�Z�D�V�F�K�H�Q���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���M�H�������������O���+�H�I�H-�/�\�V�L�V�S�X�I�I�H�U�����*�O�D�V�S�H�U�O�H�Q���X�Q�G��

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben. Der Aufschluss erfolgte 

durch Vortexen für 3 x 5 min�����Z�R�E�H�L���G�Le Proben dazwischen je 5 min auf Eis gekühlt 

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

�G�H�U���Z�l�V�V�U�L�J�H�Q���3�K�D�V�H�����X�Q�G���G�L�H��in der wässrigen Phase angereicherten Nukleinsäuren 

�Z�X�U�G�H�Q���G�X�U�F�K���=�X�J�D�E�H���G�H�V��������-fachen Volumens an 100% Ethanol für 1 h bei -20 °C 

�J�H�I�l�O�O�W�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���1�X�N�O�H�L�Q�V�l�X�U�H�Q���E�H�L���������������[���J���I�•�U���������P�L�Q���S�H�O�O�H�W�L�H�U�W�����L�Q��

TE-Puffer resuspendiert und einem 10-minütigen Verdau mit RNase �$�������������P�J���P�O�����E�H�L��

Raumtemperatur unterzogen. Durch erneute Fällung der DNA und Waschen des 

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

�Z�X�U�G�H���M�H���Q�D�F�K���*�U�|�‰�H���L�Q���������E�L�V�����������—�O���+2OMB aufgenommen und zur Inaktivierung von 

DNasen für 10 min bei 65°C inkubiert.  

 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). 

 Polymerase -Kettenreaktion (PCR)  

In dieser Arbeit wurden in Abhängigkeit der Anwendung zwei unterschiedliche DNA-

�3�R�O�\�P�H�U�D�V�H�Q���E�H�Q�X�W�]�W�����G�L�H��Taq-Polymerase und die Phusion High Fidelity Polymerase. 

Erstere wurde zum Nachweis von spezifischen DNA-�)�U�D�J�P�H�Q�W�H�Q���H�L�Q�J�H�V�H�W�]�W�����Z�l�K�U�H�Q�G��

zweitere für Amplifikationen verwendet wurd�H���� �G�L�H�� �H�L�Q�H�Q�� �K�R�K�H�Q�� �*�U�D�G�� �D�Q��

Sequenzgenauigkeit erfordern. 

PCR mit der Taq-Polymerase: 

�x 10-fach ThermoPol Reaction Buffer (NEB) 

�x �G�1�7�3�V�����)�H�U�P�H�Q�W�D�V�����M�H�Z�H�L�O�V���������P�0�� 
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Die Taq-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 

Prozessivität hauptsächlich für die Amplifikation von kurzen DNA-Fragmenten zu 

Kontroll- oder Nachweiszwecken.  

Allgemeines Pipettierschema pro Ansatz: 

 

x  ���O���'�1�$�����F�D���������Q�J���3�O�D�V�P�L�G-DNA / 10 -100 ng genomische DNA) 

�������� �� l dNTPs (je 25 mM) 

5  �� l ThermoPol-Puffer (10x) 

1  �� l Primer for (20 ��M) 

1 ��l Primer rev (20 ��M) 

1 ��l Taq-Polymerase 

ad 50 ��l H2OMB 

 

PCR-Programm: 

 

1. Denaturierung:   95 °C  05:00  min 

2. Denaturierung:   95 °C   01:00  min 

3. Hybridisierung:   x2 °C   01:00  min  

4. Elongation:    72 °C  y      min 

5. Elongation:    72 °C   05:00  min 

6.     42 °C   15:00  min 

7.               20 °C    �’  

Die Schmelztemperatur der Primer wurde mit dem Onlinetool Primer3 

(http://primer3.ut.ee) berechnet und für die Hybridisierungstemperatur (��  x) wurde die 

niedrigste Schmelztemperatur zuzüglich 1°C verwendet. Die Elongationszeit (��  y) ist 

von der Länge des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes abhängig und wurde 

basierend auf der Synthesegeschwindigkeit (ca. 1 kb/min) der Taq-Polymerase 

berechnet. 

 

30 Zyklen 
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PCR mit der Phusion High Fidelity Polymerase: 

�x �G�1�7�3�V�����)�H�U�P�H�Q�W�D�V�����M�H�Z�H�L�O�V���������P�0�� 

�)�•�U�� �.�O�R�Q�L�H�U�X�Q�J�H�Q�� �Z�X�U�G�H�� �L�Q�� �G�L�H�V�H�U�� �$�U�E�H�L�W�� �D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K�� �G�L�H��Phusion®High Fidelity 

�3�R�O�\�P�H�U�D�V�H�� �Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W���� �G�L�H�� �H�L�Q�H�� �F�D���� ����-fach niedrigere Fehlerrate als die Taq-

�3�R�O�\�P�H�U�D�V�H�� �K�D�W���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �E�H�V�L�W�]t sie eine hohe Prozessivität und 

Synthesegeschwindigkeit.  

Allgemeines Pipettierschema pro Ansatz: 

 

x  ���O���'�1�$�����F�D������-10 ng Plasmid-DNA / 50 -250 ng genomische DNA) 

�������� �� l dNTPs (je 25 mM) 

10 ��l PhusionTM HF-Puffer (5x) 

���������� �� l Primer for (20 ��M) 

���������� �� l Primer rev (20 ��M) 

�������� �� l PhusionTM-Polymerase (2U/��l) 

ad 50  ��l H2OMB 

 

PCR-Programm: 

1. Denaturierung:   98 °C  00:30  min 

2. Denaturierung:   98 °C   00:07 min 

3. Hybridisierung:   x8 °C   00:20  min  

4. Elongation:    72 °C  y  min 

5. Elongation:    72 °C   07:00 min 

6.     42 °C   15:00 min 

7.               20 °C    �’  

Die Schmelztemperatur der Primer wurde mit dem Onlinetool Primer3 

���K�W�W�S�������S�U�L�P�H�U�����X�W���H�H�����E�H�U�H�F�K�Q�H�W�����X�Q�G���I�•�U���G�L�H���+�\�E�U�L�G�L�V�L�H�U�X�Q�J�V�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U (��  x) wurde die 

niedrigste Schmelztemperatur zuzüglich 3°C verwendet. Die Phusion®High Fidelity 

DNA Polymerase besitzt eine Synthesegeschwindigkeit von ca. 2 �N�E���P�L�Q�����Z�R�U�D�X�V���V�L�F�K��

die Elongationszeit (��  y) �I�•�U���G�L�H���H�Q�W�V�S�U�H�F�K�H�Q�G�H�Q���)�U�D�J�P�H�Q�W�J�U�|�‰�H�Q���H�U�J�L�E�W�� 

 

30 Zyklen 
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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 für die PCR. Dies ermöglicht ein zeiteffizientes 

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

Unterschied zu den oben beschriebenen PCR-Varianten ist der auf 7 min verlängerte 

�L�Q�L�W�L�D�O�H�� �'�H�Q�D�W�X�U�L�H�U�X�Q�J�V�V�F�K�U�L�W�W���� �G�X�U�F�K�� �G�H�Q�� �G�L�H�� �=�H�O�O�H�Q�� �D�X�I�J�H�V�F�K�O�R�V�V�H�Q�� �Z�H�U�G�H�Q�� �X�Q�G�� �G�L�H��

DNA für die Taq-Polymerase zugänglich wird. 

 Aufreinigung von DNA -Fragmenten  

QIAquick 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 Säulentechnologie mit DNA-bindender Kieselgel-Membran. Die 

Aufreinigung wurde �Q�D�F�K���G�H�Q���$�Q�J�D�E�H�Q���G�H�V���+�H�U�V�W�H�O�O�H�U�V���G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W�����Z�R�E�H�L���M�H�Z�H�L�O�V��������

���O�� �(�%-Puffer zur Elution verwendet wurden. Die so erhaltene DNA wurde bei -20°C 

aufbewahrt. 

QIAquick Gel Extraction Kit 

Das QIAquick Gel Extraction Kit dient der Extraktion von DNA-Fragmenten aus einer 

�*�H�O�P�D�W�U�L�[���� �,�Q�� �G�L�H�V�H�U�� �$�U�E�H�L�W�� �H�U�I�R�O�J�W�H�� �G�L�H�� �*�U�|�‰�H�Q�V�H�O�H�N�W�L�R�Q�� �Y�R�Q�� �'�1�$-Fragmenten 

�V�W�D�Q�G�D�U�G�P�l�‰�L�J�� �G�X�U�F�K�� �$�J�D�U�R�V�H-Gelele�N�W�U�R�S�K�R�U�H�V�H���� �+�L�H�U�I�•�U�� �Z�X�U�G�H�Q�� ��������-ige (w/v) 

�$�J�D�U�R�V�H�J�H�O�H���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�����G�L�H���P�L�W���(�W�K�L�G�L�X�P�E�U�R�P�L�G���J�H�I�l�U�E�W���Z�X�U�G�H�Q���� 

Zur Gelextraktion wurde das gewünschte 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 

aufbewahrt. 

 Klonierung  

Restriktion 

Die Restriktionshydrolyse von Vektoren und PCR-�3�U�R�G�X�N�W�H�Q���H�U�I�R�O�J�W�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�P�l�‰�L�J��

�L�Q���H�L�Q�H�P���(�Q�G�Y�R�O�X�P�H�Q���Y�R�Q�������� �—�O���� �Z�R�E�H�L���G�L�H�� �H�Q�W�V�S�U�H�F�K�H�Q�G�H�Q���3�X�I�I�H�U���� �X�Q�G���E�L�V���]�X�������� �8��
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�5�H�V�W�U�L�N�W�L�R�Q�V�H�Q�]�\�P�����J�H�P�l�‰���G�H�P���3�U�R�W�R�N�R�O�O���G�H�V���+�H�U�V�W�H�O�O�H�U�V���K�L�Q�]�X�J�H�J�H�E�H�Q���Z�X�U�G�H�Q�����'�L�H��

Hydrolyse erfolg�W�H���E�H�L�������ƒ�&���•�E�H�U���1�D�F�K�W�����Z�R�E�H�L���D�P���G�D�U�D�X�I�I�R�O�J�H�Q�G�H�Q���7�D�J���H�U�Q�H�X�W���H�L�Q�H����- 

4 stündige Inkubation mit der halben Enzymmenge stattfand. Geschnittene Vektoren 

wurden nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem QIAquick Gel Extraction Kit 

�D�X�I�J�H�U�H�L�Q�L�J�W�����Z�l�K�U�H�Q�G���I�•�U���3�&�5-Produkte das QIAquick PCR Purification Kit verwendet 

wurde.  

Dephosphorylierung 

�9�R�U���G�H�U���/�L�J�D�W�L�R�Q���Z�X�U�G�H���G�H�U���O�L�Q�H�D�U�L�V�L�H�U�W�H���9�H�N�W�R�U���G�H�S�K�R�V�S�K�R�U�\�O�L�H�U�W�����X�P���H�L�Q�H���5�H�O�L�J�D�W�L�R�Q���]�X��

�Y�H�U�K�L�Q�G�H�U�Q�����=�X�U���'�H�S�K�R�V�S�K�R�U�\�O�L�H�U�X�Q�J���Z�X�U�G�H���E�L�V���]�X���������J���J�H�V�F�K�Q�L�W�W�H�Q�H�����J�H�O�D�X�I�J�H�U�H�L�Q�L�J�W�H��

Plasmid-�'�1�$�� �L�Q�� �H�L�Q�H�P�� �(�Q�G�Y�R�O�X�P�H�Q�� �Y�R�Q�� ������ ���O�� �P�L�W�� ���� �8�� �$�Q�N�W�D�U�N�W�L�V�F�K�H�� �3�K�R�V�S�K�D�W�D�V�H��

versetzt. Nach einer 1-stündigen Inkubation bei 37°C wurden erneut 5 U Enzym 

�]�X�J�H�J�H�E�H�Q�����Xnd der Ansatz weitere 20 min inkubiert. Die Antarktische Phosphatase 

w�X�U�G�H���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���I�•�U���������P�L�Q bei 70°C inaktiviert und die Proben über das QIAquick 

PCR Purification Kit aufgereinigt. 

Ligation 

Zur Ligation wurden 20 U T4-DNA-�/�L�J�D�V�H���L�Q���H�L�Q�H�P���9�R�O�X�P�H�Q���Y�R�Q�����������O���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�����'�L�H��

�H�L�Q�J�H�V�H�W�]�W�H�Q�� �0�H�Q�J�H�Q�� �D�Q�� �9�H�N�W�R�U�� �X�Q�G�� �,�Q�V�H�U�W�� �Z�X�U�G�H�Q�� �V�R�� �J�H�Z�l�K�O�W���� �G�D�V�V�� �G�D�V�� �9�H�U�K�l�O�Wnis 

von Vektor zu Insert ca. 1:10 betrug. Die Mengenabschätzung erfolgte auf einem 

Agarose-�*�H�O���X�Q�W�H�U���%�H�U�•�F�N�V�L�F�K�W�L�J�X�Q�J���G�H�U���6�L�J�Q�D�O�L�Q�W�H�Q�V�L�W�l�W���X�Q�G���G�H�U���)�U�D�J�P�H�Q�W�J�U�|�‰�H�����'�L�H��

Ligation selbst erfolgte für 1 h bei Raumtemperatur. 

 Klonierung spezieller Plasmide  

pSFS2A-CT-RBE1-FR1-ORF-FR2 

Zur Expression von Rbe1p mit einem C-terminalen V5/His6-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 Rbe1 FR1 for ApaI und Rbe1 ORF w/oTAA rev 

XhoI amplifiziert. Das resultierende PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen 

ApaI und XhoI geschnitten und in frame zum C-terminalen V5/His6-Tag in Vektor 

pSFS2A-�&�7���O�L�J�L�H�U�W�����=�X�P���$�Q�E�U�L�Q�J�H�Q���G�H�U���]�Z�H�L�W�H�Q���I�O�D�Q�N�L�H�U�H�Q�G�H�Q���5�H�J�L�R�Q�����Z�X�U�G�H���G�X�U�F�K���G�L�H��

Primer Rbe1 FR2 for NotI und Rbe1 FR2 rev SacII ein DNA-Abschnitt direkt 
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downstream des RBE1 �2�5�)�V���D�P�S�O�L�I�L�]�L�H�U�W�����P�L�W��NotI und SacII geschnitten�� und in Vektor 

pSFS2A-CT-RBE1-FR1-ORF kloniert. Das erhaltene Plasmid pSFS2A-CT-RBE1-

FR1-ORF-�)�5���� �Z�X�U�G�H�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�X�U�F�K�� �6�D�Q�J�H�U-Sequenzierung auf Sequenz-

identität geprüft.  

 

pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF-FR2 

Die Klonierungsstrategie von pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF-FR2 entsprach der für 

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 ApaI und Rbt4 ORF w/oTAA rev XhoI amplifiziert. Es gibt zwei allelische 

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

weiteren Schritte wurde diese Variante verwendet. Das PCR-Produkt wurde mit den 

Restriktionsenzymen ApaI und XhoI geschnitten und in frame zum C-terminalen 

V5/His6-Tag in Vektor pSFS2A-CT ligiert. Zum Anbringen der zweiten flankierenden 

�5�H�J�L�R�Q�����Z�X�U�G�H���G�X�U�F�K���G�L�H���3�U�L�P�H�U���5�E�W�����)�5�����I�R�U���1�R�W�,���X�Q�G���5�E�W�����)�5�����U�H�Y���6�D�F�,���H�L�Q���'�1�$-

Abschnitt direkt downstream des RBT4 �2�5�)�V�� �D�P�S�O�L�I�L�]�L�H�U�W���� �P�L�W��NotI und SacI 

geschnitten und in Vektor pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF kloniert. Das erhaltene 

Plasmid pSFS2A-CT-RBT4-FR1-ORF-�)�5���� �Z�X�U�G�H�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�X�U�F�K�� �6�D�Q�J�H�U-

Sequenzierung auf Sequenzidentität geprüft.  

 

�S�3�,�&�=�$-CT-�5�%�(�����X�Q�G���S�3�,�&�=�$-CT-RBT4 

Für die heterologe Expression von Rbe1p 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 Rbe1 ORF EcoRI for + Rbe1 ORF ApaI w/o TAA bzw. 

Rbt4 ORF EcoRI for + Rbt4 ORF ApaI w/o TAA aus genomischer C. albicans DNA 

amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und ApaI 

geschnitten und in frame zum C-terminalen Myc/His6-Epitop in Vektor pPICZA ligiert. 

Die erhaltenen Plasmide pPICZA-CT-RBE1 bzw. pPICZA-CT-RBT4 wurden 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���G�X�U�F�K���6�D�Q�J�H�U-Sequenzierung auf Sequenzidentität geprüft.  
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pET19b-NT-RBE1 und pET19b-NT-RBT4 

Für die heterologe Expression von Rbe1p und Rbt4p in E. coli wurde der Vektor 

pET19b verwendet. Zur Klonierung wurden die ORFs ohne Start-Codon mit den 

Primern Rbe1 ORF w/o ATG XhoI for + Rbe1 ORF BamHI rev bzw. Rbt4 ORF w/o 

ATG XhoI for + Rbt4 ORF BamHI aus genomischer C. albicans DNA amplifiziert. Die 

PCR-Produkte wurde mit den Restriktionsenzymen XhoI und BamHI geschnitten und 

in frame zum N-terminalen His10-Epitop in Vektor pET19b ligiert. Die erhaltenen 

Plasmide pET19b-NT-RBE1 und pET19b-NT-�5�%�7���� �Z�X�U�G�H�Q�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�X�U�F�K��

Sanger-Sequenzierung auf Sequenzidentität geprüft.  

�8�P�� �G�L�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�V�O�H�Y�H�O�� �]�X�� �R�S�W�L�P�L�H�U�H�Q���� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H��RBE1- und RBT4-

Sequenzen der Codon Usage von E. coli angepasst und mit zusätzlichen XhoI- und 

BamHI-�6�F�K�Q�L�W�W�V�W�H�O�O�H�Q�� �Y�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J�� �F�K�H�P�L�V�F�K�� �V�\�Q�W�K�H�W�L�V�L�H�U�W�� ���*�H�Q�6�F�U�L�S�W���� �8�6�$���� Die 

optimierten Gensequenzen finden sich im Anhang dieser Arbeit (Abb. 27). Die 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�H���.�O�R�Q�L�H�U�X�Q�J���L�Q���9�H�N�W�R�U���S�(�7�����E���H�U�I�R�O�J�W�H���Z�L�H��zuvor beschrieben.  

 

pRS416-RBT4 und pRS416-RBT4 

Für die rekombinante Expression von RBE1 und RBT4 in der S. cerevisiae 

�¨pry1�¨pry2-Mutante wurden beide ORFs ohne N-terminale Sekretionssignale mit den 

Primern alpha factor Rbe1 for + alpha factor Rbe1 rev bzw. alpha factor Rbt4 for + 

alpha factor Rbt4 rev aus genomischer C. albicans DNA amplifiziert. Über die in den 

Primern enthaltene Prepro-Alphafaktor-Signalsequenz wurden die PCR-Produkte 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���G�X�U�F�K���K�R�P�R�O�R�J�H���5�H�N�R�P�E�L�Q�D�W�L�R�Q���L�Q���3�O�D�V�P�L�G���S�5�6���������N�O�R�Q�L�H�U�W���� 

2.5 Transformation  

 Transformation von E. coli  

E. coli �'�+���.  

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

und Higa bzw. Cohen et al. durchgeführt �>�����������������@�����+�L�H�U�]�X���Z�X�U�G�H�Q�������������O���N�R�P�S�H�W�H�Q�W�H��

�'�+���. -�=�H�O�O�H�Q���P�L�W�����������O���/�L�J�D�W�L�R�Q�V�D�Qsatz versetzt und für 20 min mit der exogenen DNA 

auf Eis inkubiert. Nach einem 1-�P�L�Q�•�W�L�J�H�Q�� �+�L�W�]�H�V�F�K�R�F�N�� �E�H�L�� �����ƒ�&���� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H��
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transformierten Zellen für 5 min �D�X�I���(�L�V���L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����P�L�W�������������O���/�%-Medium versetzt und 

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

gehalten. Im Anschluss wurden die Zellen für 8 sec �E�H�L�� �������������[�� �J�� �S�H�O�O�H�W�L�H�U�W���� �L�P��

verbleibenden Überstand resuspendiert und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die 

Inkubation erfolgte bei 37°C über Nacht. 

E. coli SHuffle®  

�x TSS-Lösung (LB-�0�H�G�L�X�P���������������Z���Y�����3�(�*�����������������������Y���Y�����'�0�6�2�����������P�0���0�J�&�O2�����S�+���������� 

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 frühen 

exponentiellen Phase in LB-�0�H�G�L�X�P�� �N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W���� �L�Q�� �7�6�6-Lösung resuspendiert�� und in 

�$�Q�Z�H�V�H�Q�K�H�L�W���Y�R�Q����������– 1 ng Plasmid-DNA für 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem 1-

stündigen Regenerationsschritt in LB-Medium wurden die Transformanten auf 

Selektionsmedien ausgestrichen und bei 37°C inkubiert.  

 Transformation von C. albicans  

�x 1 M Lithiumacetat (LiAc) 

�x 10-fach TE-Puffer (100 mM Tris-�+�&�O���S�+�������������������P�0���(�'�7�$���� 

�x 1 M Dithiothreitol (DTT) 

�x 1 M Sorbitol 

�x ���������������Y���Y�����1�D�W�U�L�X�P�K�\�S�R�F�K�O�R�U�L�W 

�x �(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�W�L�R�Q�V�N�•�Y�H�W�W�H�Q�����6�S�D�O�W�E�U�H�L�W�H������4 cm (Bio-Rad) 

�x Elektroporator MicroPulser (Bio-Rad) 

Die Transformation von C. albicans wurde in dieser Arbeit nach dem Protokoll von 

Reuss et al. durchgeführt [130]. Zur Herstellung elektrokompetenter C. albicans Zellen 

wurde das Zellpellet einer 50 ml Übernachtkultur (OD600 ~ 2) in 8 ml ddH2O 

�U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�H�U�W�� �X�Q�G�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �P�L�W�� ���� �P�O 10-fach TE-�3�X�I�I�H�U�� ���S�+�� ���������� �X�Q�G�� ���� �P�O�� ���0��

Lithiumacetat versetzt. Dieser Ansatz wurde für 1 h bei 30°C�� und nach Zugabe von 

250 µl 1M DTT-�/�|�V�X�Q�J���� �H�U�Q�H�X�W���I�•�U�� ������ �P�L�Q schüttelnd inkubiert. Nach der Inkubation 

wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem ddH2O und einmal mit eiskalter 1M Sorbitol-

Lösung gewaschen. Im Anschluss wurde das erhaltene Zellpellet in ca. 1 ml Sorbitol 

aufgenommen und 40 µl dieser Zellsuspension mit 10 µl exogener DNA versetzt. Nach 

einer 10-minütigen Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz in vorher mit 
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�����������1�D�W�U�L�X�P�K�\�S�R�F�K�Oorid und 70% Ethanol gewaschene Elektroporationsküvetten (4 

�P�P���6�S�D�O�W�E�U�H�L�W�H�����W�U�D�Q�V�I�H�U�L�H�U�W�����X�Q�G���L�P���(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�W�R�U���H�L�Q�H�P���H�O�H�N�W�U�L�V�F�K�H�Q���3�X�O�V���Y�R�Q�����������N�9��

���'�D�X�H�U������������– ���������P�V�����D�X�V�J�H�V�H�W�]�W�����1�D�F�K���G�H�U���(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�W�L�R�Q���Z�X�U�G�H���� ml 1M Sorbitol zu 

den Zellen pipettiert und diese bei 381x g für 2 min pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml 

YPD-Medium aufgenommen und die Zellen zur Regeneration und Ausbildung der 

Resistenzmechanismen für 4 h bei 30°C schüttelnd inkubiert. Nach Pelletieren der 

Zellen für 2 m�L�Q���E�H�L���������[���J�����Z�X�U�G�H�Q���G�L�H�V�H���D�X�I���<�3�'-Platten mit 200 µg/ml Nourseothricin 

ausgestrichen und für 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-abhängiger Expression der Flippase durch 

Rekombination wieder aus dem Genom entfernt. Dies ermöglicht die Regeneration des 

Selektionsmarkers und einen nahezu endogenen Zustand am Integrationslokus.  

Zum Entfernen der SAT1-Flipper-Kassette wurde eine Übernachtkultur eines positiv 

selektionierten Klons in YPD-Medium mit 200 µg/ml Nourseothricin hergestellt und 

hiermit eine neue Kultur in YPM-Medium (2% Maltose) im Verhältnis 1:2.000 

�D�Q�J�H�L�P�S�I�W�����'�L�H���I�•�U���F�D�����������K���E�H�L�������ƒ�&���J�H�Z�D�F�K�V�H�Q�H���.�X�O�W�X�U���Z�X�U�G�H���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Y�H�U�G�•�Q�Q�W��

und 3x 102 Zellen auf YPD-�3�O�D�W�W�H�Q���P�L�W�������������—�J���P�O���1ourseothricin ausgestrichen. Nach 

Inkubation für 36 – 48 h bei 30°C lassen sich die �J�U�R�‰�Hn�����1�R�X�U�V�H�R�W�K�U�L�F�L�Q-resistenten 

�.�R�O�R�Q�L�H�Q�� �G�H�X�W�O�L�F�K�� �Y�R�Q�� �G�H�Q�� �N�O�H�L�Q�H�U�H�Q���� �1�R�X�U�V�H�R�W�K�U�L�F�L�Q-sensitiven Kolonien 

unterscheiden. Die Nourseothricin-�V�H�Q�V�L�W�L�Y�H�Q���.�R�O�R�Q�L�H�Q�����R�K�Q�H��SAT1-�)�O�L�S�S�H�U���.�D�V�V�H�W�W�H����

wurden weiter auf YPD- und YPDNou200-Platten ausgestrichen.  
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 Transformation von P. pastoris  

�x Gepuffertes YPD-Medium �����[���<�3�'�������������������P�0���+�(�3�(�6�� 

�x 1 M DTT 

�x 1 M Sorbitol 

�x ���������������Y���Y�����1�D�W�U�L�X�P�K�\�S�R�F�K�O�R�U�L�W 

�x �(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�W�L�R�Q�V�N�•�Y�H�W�W�H�Q�����6�S�D�O�W�E�U�H�L�W�H����������cm (Bio-Rad) 

�x Elektroporator MicroPulser (Bio-Rad) 

Ähnlich wie C. albicans�� wurde auch P. pastoris in dieser Arbeit durch Elektroporation 

transformiert. Für die Herstellung elektrokompetenter P. pastoris Zellen wurde aus 

einer YPD-�h�E�H�U�Q�D�F�K�W�N�X�O�W�X�U���� �H�L�Q�H��YPD-Hauptkultur mit einer OD600 �Y�R�Q�� �F�D���� ��������

hergestellt. Nach der Kultivierungsphase wurden die Zellen für 5 min bei 3.000x g und 

4°C pelletiert und in 10 ml gepuffertem YPD-Medium �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�H�U�W���� �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��

wurden 250 µl 1 M DTT hinzugegeben und die Zellsuspension ohne Schütteln für 15 

min bei 30°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 40 ml eiskalte 1 M Sorbitol-Lösung 

zur Zellsuspension gegebe�Q���� �G�L�H�� �=�H�O�O�H�Q�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �]�Z�H�L�P�D�O mit 1 M Sorbitol 

gewaschen und im restlichen Sorbitol resuspendiert. Zur Transformation wurden 80 µl 

kompetente Zellen mit 15 µl Plasmid-DNA für 5 m�L�Q�� �D�X�I�� �(�L�V�� �L�Q�N�X�E�L�H�U�W���� �L�Q��

�(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�W�L�R�Q�V�N�•�Y�H�W�W�H�Q���������P�P���6�S�D�O�W�E�U�H�L�W�H�����W�U�D�Q�V�I�H�U�L�H�U�W�����X�Q�G���L�P���(�O�H�N�W�U�R�S�R�U�D�W�R�U���H�L�Q�H�P��

�H�O�H�N�W�U�L�V�F�K�H�Q�� �3�X�O�V�� �Y�R�Q�� �������� �N�9�� ���'�D�X�H�U���� ��������– �������� �P�V���� �D�X�V�J�H�V�H�W�]�W���� �1�D�F�K�� �G�Hr 

Elektroporation wurde 1 ml 1 M Sorbitol zu den Zellen pipettiert und diese für 2 h bei 

�����ƒ�&���R�K�Q�H���6�F�K�•�W�W�H�O�Q���L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���=�H�O�O�H�Q���I�•�U�������P�L�Q���E�H�L����.000x g 

�S�H�O�O�H�W�L�H�U�W���� �L�P�� �Y�H�U�E�O�H�L�E�H�Q�G�H�Q�� �6�R�U�E�L�W�R�O�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�H�U�W�� und die Transformanten durch 

Wachstum für 2 – 3 Tage bei 30°C auf YPDS Platten m�L�W�����������J���P�O���=�H�R�F�L�Q���V�H�O�H�N�W�L�H�U�W���� 

 

2.6 Methoden zur Analyse von RNA  

 Isolation von Gesamt -RNA aus C. albicans  

�x RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) 

Für die Isolation der Gesamt-RNA aus C. albicans wurden Übernachtkulturen der 

einzelnen Stämme in YPD-Medium �D�Q�J�H�V�H�W�]�W�����G�L�H�V�H���D�P���Q�l�F�K�V�W�H�Q���0�R�U�J�H�Q���L�Q���I�U�L�V�F�K�H�P��

YPD- oder YPS-Medium auf eine OD600 �Y�R�Q�������� �Y�H�U�G�•�Q�Q�W�����X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���I�•�U�������K��
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bei 30°C (YPD) oder 37°C (YPS) kultiviert. Nach der Wachstumsphase wurden die 

Zellen durch Zentrifugation bei 811x g für 3 min �J�H�H�U�Q�W�H�W�����G�H�U���h�E�H�Ustand abgenommen 

und in einem kleinen Volumen 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������D�X�I�J�H�Q�R�P�P�H�Q�����'�X�U�F�K���(�L�Q�W�U�R�S�I�H�Q��

der Zellsuspension in flüssigen Stickstoff wurden die Zellen schockgefroren und bis 

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Der Zellaufschluss erfolgte mechanisch 

mit einer Schw�L�Q�J�P�•�K�O�H�� ���5�H�W�V�F�K���� �7�\�S�� �0�0�� ������������ �+�L�H�U�I�•�U�� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H�� �J�H�I�U�R�U�H�Q�H�Q��

�=�H�O�O�S�H�U�O�H�Q�� �L�Q�� �Y�R�U�J�H�N�•�K�O�W�H���� �P�L�W�� ���������� �1�D�W�U�L�X�P�K�\�S�R�F�K�O�R�U�L�W�� �X�Q�G�� �������� �(�W�2�+�� �J�H�Z�D�V�F�K�H�Q�H��

Teflonbehälter überführt�� und mit einer Wolframkarbid-Kugel zu feinem Pulver 

gemahlen (30 Schwingungen/sec für 2 min). Das �3�X�O�Y�H�U�� �Z�X�U�G�H�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �L�Q 

�5�/�7�S�O�X�V���/�\�V�H�S�X�I�I�H�U�����Y�H�U�V�H�W�]�W���P�L�W����������������-Mercaptoethanol) des RNeasy Plus Mini Kit 

���4�L�D�J�H�Q���� �•�E�H�U�I�•�K�U�W���� �X�Q�G�� �]�X�U�� �+�R�P�R�J�H�Q�L�V�L�H�U�X�Q�J�� ���� �P�L�Q�� �J�H�Y�R�U�W�H�[�W���� �1�D�F�K�� �H�L�Q�H�P�� ��-

minütigen Zentrifugationsschritt bei 16.060x g wurde die RNA-Isolation mit dem 

RNeasy Plus Mini Kit nach den Angaben des Herstellers weitergeführt. Die Lagerung 

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

 Isolation von Gesamt -RNA aus PMNs  

�x RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) 

�x RNAprotect Cell Reagent (Qiagen) 

�x QIAshredder (Qiagen) 

�x Humanes Blutserum (Sigma-Aldrich) 

�x 1 M HEPES (Sigma-Aldrich) 

Für die RNA-Seq Analyse wurden die PMNs wie oben beschrieben isoliert (Abschnitt 

2.2������ �X�Q�G�� �L�Q��RPMI-Medium + 10 mM HEPES + 10% humanes Serum auf 700.000 

Zellen/ml �H�L�Q�J�H�V�W�H�O�O�W�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H jeweils 1 ml dieser Zellsuspension in eine 

6-well Platte vorgelegt. YPD-Übernachtkulturen der C. albicans Stämme wurden vor 

der PMN-Isolation in frischem RPMI-Medium + 10 mM HEPES auf eine OD600 �Y�R�Q����������

eingestellt und für 3 h bei 37°C inkubiert. �%�D�V�L�H�U�H�Q�G���D�X�I���G�H�U���$�Q�Q�D�K�P�H�����G�D�V�V aus jeder 

�+�H�I�H�]�H�O�O�H���Q�X�U���H�L�Q�H���+�\�S�K�H�Q�]�H�O�O�H���H�Q�W�V�W�H�K�W�����Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���3�0�1�V���P�L�W���H�L�Q�H�P���9�R�O�X�P�H�Q�� das 

700.000 Candida-Zellen entspricht (basierend auf der OD600-Korrelation: 1 OD600 = 3x 

107 Zellen)���� �L�Q�I�L�]�L�H�U�W. Die PMNs wurden für 1 h bei 37°C und 5% CO2 mit den C. 

albicans Hyphen inkubiert (multiplicity of infection (MOI) = 1). �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H���G�D�V��

4-fache Volumen an RNAprotect Cell Reagent �]�X���G�H�U���6�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q���J�H�J�H�E�H�Q�����G�L�H���=�H�O�O�H�Q��

bei 3.700x g für 5 min pelletiert�� und in 350 µl RLTplus Lysepuffer (verset�]�W���P�L�W��������������
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��-Mercaptoethanol) �D�X�I�J�H�Q�R�P�P�H�Q���� �'�D�V�� �/�\�V�D�W�� �Z�X�U�G�H�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �]�X�U��

Homogenisierung auf QIAshredder-Säulen (Qiagen) pipettiert und für 2 min bei 

16.060x g zentrifugiert. Die RNA-Aufreinigung erfolgte danach mit dem RNeasy Plus 

Mini Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers.  

 Konzentrations - und Qualitätsbestimmung der RNA/cDNA  

Fragment Analyzer 

�'�H�U�� �)�U�D�J�P�H�Q�W�� �$�Q�D�O�\�]�H�U�� ���$�G�Y�D�Q�F�H�G�� �$�Q�D�O�\�W�L�F�D�O�� �7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H�V�� �,�Q�F���� AATI) ist ein auf 

Fluoreszenzdetektion basierendes Kapillarelektrophorese-�6�\�V�W�H�P���� �G�D�V�� �L�Q�� �G�L�H�V�H�U��

Arbeit primär für die qualitative RNA- bzw. cDNA-Analyse eingesetzt wurde. Für RNA-

Proben wurde das High Sensitivity RNA Analysis Kit ���$�$�7�,�����Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�����X�Q�G���I�•�U���F�'�1�$-

Sequenzierbibliotheken das High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit (AATI). Die 

Bearbeitung der Proben mit den Kits erfolgte nach den Angaben des Herstellers�����Z�R�E�H�L��

jeweils 2 µl 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 Anga�E�H�Q���G�H�V���+�H�U�V�W�H�O�O�H�U�V���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�����Z�R�E�H�L���M�H�Z�H�L�O�V������

µl Probe eingesetzt wurde. 

 mRNA-Sequenzierung  

�x TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 (Illumina) 

�x HiSeq 2500 System (Illumina) 

�'�L�H�� �6�H�T�X�H�Q�]�L�H�U�X�Q�J�� �G�H�U�� �P�5�1�$�� �Z�X�U�G�H�� �D�X�I�� �G�H�P�� �+�L�6�H�T���������� ���,�O�O�X�P�L�Q�D���� �G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W����

wobei die Sequenzierbibliotheken mit dem TruSeq mRNA stranded Kit (Ilumina) 

generiert wurden. Für die C. albicans Transkriptomanalyse wurden 400 ng RNA 

�H�L�Q�J�H�V�H�W�]�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �I�•�U�� �G�L�H�� �$�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�U�� �3�0�1�V��90 ng RNA verwendet wurden. Das 

TruSeq mRNA stranded Kit v2 wurde nach den Angaben des Herstellers verwendet. 

Die wichtigsten Schritte hierbei sind die Aufreinigung und Fragmentierung der 

�S�R�O�\�D�G�H�Q�\�O�L�H�U�W�H�Q�� �P�5�1�$���� �G�L�H�� �F�'�1�$-�6�\�Q�W�K�H�V�H���� �G�L�H�� �$�G�H�Q�\�O�L�H�U�X�Q�J�� �G�H�U�� ���µ-Enden mit 
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�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�H�U���$�G�D�S�W�H�U�O�L�J�D�W�L�R�Q�����X�Q�G���G�L�H���3�&�5-Amplifikation der adapterligierten cDNA. 

Die Konzentrations- und Qualitätsbestimmung 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 

�Y�H�U�G�•�Q�Q�W�����J�H�S�R�R�O�W���X�Q�G���H�L�Q�H�U��erneuten Qualitätskontrolle unterzogen. Die Beladung und 

Clustergenerierung auf der Flow Cell erfolgte über das cBot 2 System (Illumina) nach 

den Angaben des Herstellers. Die Sequenzierungen wurden bei einer Read-Länge von 

50-100 bp im single-read Modus durchgeführt. Für die C. albicans-Proben wurden 10 

Mill�L�R�Q�H�Q���5�H�D�G�V���S�U�R���3�U�R�E�H���D�Q�J�H�V�W�U�H�E�W�����Z�l�K�U�H�Q�G���I�•�U���G�L�H���3�0�1-Proben mit 30 Millionen 

Reads pro Probe kalkuliert wurde.  

 

2.7 Methoden zur Analyse von Proteinen  

 Proteinisolation  

C. albicans 

�x PGSK-�3�X�I�I�H�U�� ���������� �P�0�� �1�D�+2�3�2������ ���������� �P�0�� �1�D2�+�3�2������ ���������� �P�0�� �1�D�&�O���� �������� �P�0�� �.�&�O���� ������ �P�0��

Glukose) 

�x 50 mM Tris-�+�&�O�����S�+���������� 

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

�x 100 mM PMSF 

�x �*�O�D�V�S�H�U�O�H�Q�����'�X�U�F�K�P�H�V�V�H�U������������– �����������P�P�����&�D�U�O���5�R�W�K�� 

�x Hochdruck-Homogenisator (Emulsiflex B-���������$�Y�H�V�W�L�Q�� 

Die Isolation von Proteinen aus C. albicans erfolgte durch mechanische Lyse der 

Zellen mit Glasperlen oder einem Hochdruck-Homogenisator. In beiden Fällen 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-HCl 

���S�+�� ������������ �M�H�Z�H�L�O�V�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�L�H�U�W�� �P�L�W�� �3�U�R�W�H�D�V�H-�,�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �&�R�F�N�W�D�L�O�� �X�Q�G�� ���P�0�� �3�0�6�)����

resuspendiert. Für die Isolation mit Glasperlen wurde nochmals das gleiche Volumen 

an Glasperlen zu der Zellsuspension gegeben�� und diese Mischung für 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 gekühlt. Für die Isolation mit dem Hochdruck-Homogenisator wurde die 

Zellsuspension drei Homogenisierungszyklen bei 45.000 psi ausgesetzt. Nach der 

Zelllyse wurden die Zelltrümmer durch Zentrifugation bei 16.060x g für 10 min bei 4°C 

vom Lysat getrennt.  

Zur Extraktion von Disulfidbrücken-verankerter Zellwandproteine wurden die nach der 

Lyse entstandenen Zelltrümmer einmal mit 50 mM Tris-�+�&�O�����S�+������������gewaschen und 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �]�Z�H�L�P�D�O��für 5 Min mit 50 mM Tris-� +� &� O� � � �� S� +� � � �� �� �� �� � � �� � � �� �� � � �� Y� �� Y� �� � � �-

Mercaptoethanol ���‰-ME) bzw. 100 mM DTT extrahiert. Die einzelnen DTT- �E�]�Z�����‰-ME-

Fraktionen wurden daraufhin vereinigt. Die Extraktion SDS-löslicher Zellwandproteine 

wurde au�I�� �L�G�H�Q�W�L�V�F�K�H�� �:�H�L�V�H�� �G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W���� �Z�R�E�H�L�� �P�L�W�� ������ �P�0�� �7�U�L�V-�+�&�O�� ���S�+�� ���������� ���� ������

(v/v) SDS für 5 Min bei 100°C extrahiert wurde.  

 Proteinanreicherung aus Kulturüberstand  

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

erfolgte in dieser Arbeit durch Proteinfällung oder Ultrafiltration.  

Proteinfällung 

�x 100% (w/v) Trichloressigsäure (TCA) 

�x 2% (w/v) Natriumdesoxycholat 

Die Fällung von Proteinen aus Kulturüberstand wurde durch Zugabe von 

Trichloressigsäure und Natriumdesoxycholat erreicht. Zu fällende Proteinproben 

wurden mit 100% (v/v) TCA und 2% (w/v) Natriumdesoxycholat auf eine 

�(�Q�G�N�R�Q�]�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���Y�R�Q�����������7�&�$���X�Q�G���������������1�D�W�U�L�X�P�G�H�V�R�[�\�F�K�R�O�D�W���H�L�Q�J�H�V�W�H�O�O�W�����X�Q�G���I�•�U������

h oder über Nacht auf Eis inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden bei 20.200x g 

für 20 mi�Q���S�H�O�O�H�W�L�H�U�W�����L�Q���H�L�V�N�D�O�W�H�P����������-igen Aceton gewaschen�� und erneut unter den 

gleichen Bedingungen pelletiert. Das Pellet wurde kurz bei Raumtemperatur 

�J�H�W�U�R�F�N�Q�H�W���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���L�Q��1% SDS mit 50 mM NaOH gelöst.  

Ultrafiltration 

Die Ultrafiltration von Kulturüberständen erfolgte�� in Abhängigkeit 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 gewählt. Die Ultrafiltration wurde nach den 

�$�Q�J�D�E�H�Q�� �G�H�V�� �+�H�U�V�W�H�O�O�H�U�V�� �G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W���� �Z�R�E�H�L�� �G�L�H��Amicon Ultra-15 Filtereinheiten 

standa�U�G�P�l�‰�L�J���I�•�U�������� �P�L�Q���E�H�L��3.700x g und die Centricon Plus-70-Filtereinheiten für 

30 min bei 3.500x g zentrifugiert wurden.  

 Proteinkonzentrationsbestimmung  

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

�G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W�����G�H�U auf der Proteinbestimmung nach Lowry basiert [131]. Hierfür wurden 

Mikrotiterplatten verwendet�� und die Angaben des Herstellers beachtet. Bei jeder 

Messung wurde zusätzlich eine Eichgerade aus einer BSA-Stammlösung (10 mg/ml) 

hergestellt (Messwerte: ���� �P�J���P�O���� �������� �P�J���P�O���� ���� �P�J���P�O���� �������� �P�J���P�O���� ���������� �P�J���P�O���� ������������

mg/ml). Die Proteinproben wurden für die Messung in Abhängigkeit der erwarteten 

Konzentration in Wasser verdünnt. Die Messung des Farbumschlags erfolgte in einem 

Mikroplatten-�5�H�D�G�H�U�� ���6�\�Q�H�U�J�\������ �%�L�R�7�H�N���� �E�H�L�� �������� �Q�P���� �$�Q�K�D�Q�G�� �G�H�U�� �:�H�U�W�H�� �G�H�U��

Eichgerade wurden die Proteinkonzentrationen kalkuliert.  

 Dialyse  

Zum Entfernen nie�G�H�U�P�R�O�H�N�X�O�D�U�H�U�� �6�W�R�I�I�H���� �Z�L�H��DTT oder ��-Mercaptoethanol���� �D�X�V��

�3�U�R�W�H�L�Q�O�|�V�X�Q�J�H�Q���� �Z�X�U�G�H�� �L�Q�� �Gieser Arbeit����neben Ultrafiltration�� primär Dialyse 

verwendet. Probenvolumina bis zu 3 ml wurden mit Slide-A-Lyzer™ Dialyse-Kassetten 

���0�:�&�2�� ������ �N�'�D���� �7�K�H�U�P�R�� �)�L�V�K�H�U���� �H�U�V�W��für 2 �K���� �X�Q�G�� �Q�D�F�K�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�H�P��

�3�X�I�I�H�U�D�X�V�W�D�X�V�F�K�� nochmals über Nacht gegen 3 Liter des entsprechenden Puffers bei 

4°C dialysiert. Das Befüllen und die Rückgewinnung der Proben wurden nach den 

Angaben des Herstellers durchgeführt.  

 Affinitätsaufreinigung von Proteinen  

V5-Immunpräzipitation 

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

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

Protein Purification Kit (MBL International). Hierfür wurden Proteinlysate entweder 
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direkt in IP-Puffer hergestellt oder durch Dialyse in diesen überführt (s. Abschnitt 

2.7.4). Jeweils 500 µl dieser Proteinlösungen wurden mit Triton X-100 auf eine 

E�Q�G�N�R�Q�]�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���Y�R�Q���������Y�H�U�V�H�W�]�W���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���I�•�U����-2 h rotierend mit 20 µl anti-

V5-Beads bei 4°C inkubiert. Unspezifisch gebundene Proteine wurden in zwei 

Waschschritten mit 200 µl des im Kit enthaltenden Waschpuffers durch Zentrifugation 

bei 16.060x g für 10 sec von den Beads entfernt. Zur ersten Elution wurden die Beads 

für 30 min bei Raumtemperatur mit 20 µl V5-Peptid �L�Q�N�X�E�L�H�U�W���� �]�X�U�� �]�Z�H�L�W�H�Q�� �(�O�X�W�L�R�Q��

�Q�R�F�K�P�D�O�V�� �P�L�W�� �G�H�P�� �J�O�H�L�F�K�H�Q�� �9�R�O�X�P�H�Q�� �I�•�U�� ���� �P�L�Q���� �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Z�X�U�G�H�Q�� �E�H�L�G�H��

Elutionsfraktionen vereinigt. 

  

Nickel-NTA-Affinitätschromatographie 

�x Ni-NTA Agarose (Qiagen) 

�x Chromatographie-Säule 10 m�O�����'�X�U�F�K�P�H�V�V�H�U�����������F�P�����6�L�J�P�D-Aldrich) 

�=�X�U�� �V�S�H�]�L�I�L�V�F�K�H�Q�� �$�X�I�U�H�L�Q�L�J�X�Q�J�� �J�U�|�‰�H�U�H�U�� �9�R�O�X�P�L�Q�D�� �Z�X�U�G�H�� �L�Q�� �G�L�H�V�H�U�� �$�U�E�H�L�W��Nickel- 

Nitriloessigsäure (NTA)-Affinitätschromatographie verwendet. Diese Methode basiert 

auf der Bindung von Histidin-Resten an Ni2+-�,�R�Q�H�Q���� �G�L�H�� �Pit NTA-Agarosebeads 

komplexiert sind. Diese Interaktion kann z.B. durch kompetitive Bindung mit 

Strukturanaloga wie Imidazol aufgehoben werden.  

In dieser Arbeit wurden Ni2+-NTA-Agarosebeads der Firma Qiagen mit einer 

Bindekapazität von 5-10 mg 6xHis-Protein pro ml Beads verwendet. Für die 

�&�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�H�� �V�H�O�E�V�W���� �Z�X�U�G�H�Q�� ������ �P�O�� �6�l�X�O�H�Q�� �P�L�W�� �H�L�Q�H�P�� �'�X�U�F�K�P�H�V�V�H�U�� �Y�R�Q�� �������� �F�P��

���6�L�J�P�D�����Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W����wobei der Durchfluss durch Schwerkraft (gravity flow) erfolgte. Die 

mit Ni2+-NTA-Agarosebeads beladene Säule wurde durch Äquilibrierung mit 

�/�\�V�H�S�X�I�I�H�U�� �Q�D�W�L�Y�� �S�+�� �������� �Y�R�U�E�H�U�H�L�W�H�W�� �X�Q�G�� �Q�D�F�K�� �'�X�U�F�K�I�O�X�V�V�� �G�H�V��

�3�U�R�W�H�L�Q�O�\�V�D�W�V���.�X�O�W�X�U�•�E�H�U�V�W�D�Q�G�V�� �G�X�U�F�K�� �=�X�J�D�E�H�� �Y�R�Q�� �:�D�V�F�K�S�X�I�I�H�U�� �Q�D�W�L�Y�� �S�+�� ��������

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

durch Verwendung von 500 mM Imidazol im Elutionspuffer. 
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 Spezielle Proteinaufreinigungen  

Aufreinigung von Rbe1p und Rbt4p aus dem Kulturüberstand von P. pastoris 

�x Lysepuffer nativ (50 mM NaH2PO4; 300 mM �1�D�&�O�����������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x Waschpuffer nativ (50 mM NaH2PO4�������������P�0���1�D�&�O�����������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x Elutionspuffer nativ (50 mM NaH2PO4�������������P�0���1�D�&�O�������������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x Dialysepuffer (20 mM Tris-�+�&�O���S�+�������������������P�0���1�D�&�O�� 

Zur heterologen Expression von Rbe1p und Rbt4p in P. pastoris wurden 

Übernachtkulturen der entsprechenden Stämme (X-������ �5�E�H������ �;-33 Rbt4) in 15 ml 

BMGY-Medium bei 30°C und 220 rpm hergestellt. Zur besseren Sauerstoffversorgung 

der Zellen���� �Z�H�O�F�K�H�� �I�•�U�� �G�L�H�� �K�H�W�H�U�R�O�R�J�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�� �L�V�W�� wurden 

Schikanekolben verwendet. Am nächsten Tag wurden die Zellen bei 1.000x g für 5 min 

�S�H�O�O�H�W�L�H�U�W���� �G�H�U�� �h�E�H�U�V�W�D�Q�G�� �Y�H�U�Z�R�U�I�H�Q�� und das Zellpellet durch Zugabe von BMM-

Medium auf eine OD600 von 1 eingestellt. Die Zellsuspension wurde auf 300 ml-

Schikanekolben verteilt (maximal 20% des Gesamtvolumens) und für 72 h bei 30°C 

und 220 rpm kultiviert. Um die Methanolkonzentration während der Kultivierung auf 

�����������]�X���K�D�O�W�H�Q�����Z�X�U�G�H alle 24 h ein entsprechendes Volumen an 100% Methanol zu 

den Kulturen gegeben. Um den Medienverlust durch Verdampfen/Schäumen zu 

�N�R�P�S�H�Q�V�L�H�U�H�Q���� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H�� �.�X�O�W�X�U�H�Q��während der Inkubation �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �R�S�W�L�R�Q�D�O�� �P�L�W��

BMM-Medium (5 – 10 ml) supplementiert.  

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

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

Konzentrat wurde in ein 15 ml PP-Röhrchen überführt und mit �/�\�V�H�S�X�I�I�H�U���Q�D�W�L�Y���S�+����������

auf ein Volumen von ������ �P�O�� �D�X�I�J�H�I�•�O�O�W���� �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Z�X�U�G�H�� ���� �P�O�� �1�L2+-NTA-

Agarosebeads (Qiagen) zugegeben und die Suspension für 1-2 h bei 4°C rotierend 

inkubiert. Diese Mischung wurde auf Säulen mit 500 µl voräquilibierten Ni2+-NTA-

Agarosebeads (s. Abschnitt 2.7.5) gegeben�� und nach Durchfluss mit 20 ml 

Waschpuffer �Q�D�W�L�Y���S�+�����������J�H�Z�D�V�F�K�H�Q�����'�L�H���(�O�X�W�L�R�Q���H�U�I�R�O�J�W�H���L�Q�����������P�O���(�O�X�W�L�R�Q�V�S�X�I�I�H�U���P�L�W��

500 mM Imidazol. Im Anschluss wurde das Eluat gegen Dialysepuffer dialysiert (s. 

Abschnitt 2.7.4).  
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Aufreinigung von Rbe1p und Rbt4p aus E. coli 

�x Lysepuffer nativ (50 mM NaH2PO4�������������P�0���1�D�&�O�����������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x EcWaschpuffer 1 nativ (50 mM NaH2PO4�������������P�0���1�D�&�O�����������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x EcWaschpuffer 2 nativ (50 mM NaH2PO4; 300 mM NaCl; 20 �P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x EcWaschpuffer 3 nativ (50 mM NaH2PO4�������������P�0���1�D�&�O�����������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

�x Elutionspuffer nativ (50 mM NaH2PO4�������������P�0���1�D�&�O�������������P�0���,�P�L�G�D�]�R�O�����S�+���������� 

Zur heterologen Expression von Rbe1p und Rbt4p in E. coli wurden Übernachtkulturen 

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

nächsten Tag in LB-Amp auf eine OD600 �Y�R�Q�������������Y�H�U�G�•�Q�Q�W�����'�L�H�V�H���.�X�O�W�X�U�H�Q���Z�X�U�G�H�Q���I�•�U��

�����K���E�H�L�������ƒ�&���L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����P�L�W���� mM Isopropyl-��-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert�� 

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

3.700�[���J���S�H�O�O�H�W�L�H�U�W���X�Q�G���L�Q���/�\�V�H�S�X�I�I�H�U���Q�D�W�L�Y���S�+�������������V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�L�H�U�W���P�L�W����-fach Protease-

�,�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �&�R�F�N�W�D�L�O�� �X�Q�G�� ���� �P�0�� �3�0�6�)���� �D�X�I�J�H�Q�R�P�P�H�Q���� �'�L�H�� �=�H�O�O�O�\�V�H�� �H�U�I�R�O�J�W�H�� �G�X�U�F�K�� �G�U�H�L��

Zyklen Hochdruck-Homogenisierung (Emulsiflex B-�������� �$�Y�H�V�W�L�Q) bei 45.000 psi. 

�$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H���G�D�V���/�\�V�D�W��durch Zentrifugation bei 21.000x g für 30 min von den 

�=�H�O�O�W�U�•�P�P�H�U�Q�� �J�H�W�U�H�Q�Q�W���� �X�Q�G�� �I�•�U�� ���� �K�� �E�H�L�� ���ƒ�&�� �P�L�W�� �������� �—�O�� �1�L2+-NTA-Agarosebeads 

(Qiagen) inkubiert. Das inkubierte Lysat wurde danach auf Säulen mit 500 µl 

äquilibrierten Ni2+-NTA-Agarosebeads (s. Abschnitt 2.7.5) gegeben. Nach Durchfluss 

des Lysats wurde die Säule mit je 20 ml Ec�:�D�V�F�K�S�X�I�I�H�U�� ������EcWaschpuffer 2 und 

Ec�:�D�V�F�K�S�X�I�I�H�U�� ���� �J�H�Z�D�V�F�K�H�Q���� �'�L�H�� �(�O�X�W�L�R�Q�� �H�U�I�R�O�J�W�H�� �L�Q�� �������� �P�O�� �(�O�X�W�L�R�Q�V�S�X�I�I�H�U��nativ. Im 

Anschluss wurde das Eluat gegen 20 mM Tris-�+�&�O�����S�+���������������������P�0���1�D�&�O���Gialysiert (s. 

Abschnitt 2.7.4).  

 

�$�I�I�L�Q�L�W�l�W�V�D�X�I�U�H�L�Q�L�J�X�Q�J���Y�R�Q���5�E�H���S���D�X�V���G�H�U���=�H�O�O�Z�D�Q�G�I�U�D�N�W�L�R�Q���Y�R�Q���&�����D�O�E�L�F�D�Q�V 

Für die Affinitätsaufreinigung von Rbe1p aus der SH-labilen Zellwandfraktion von C. 

albicans wurde aus einer YPD-Übernachtkultur�� eine 250 ml Hauptkultur (OD600 � ������������

in SC-�0�H�G�L�X�P�����S�+�������������K�H�U�J�H�V�W�H�O�O�W���X�Q�G���I�•�U�����������K���E�H�L�������ƒ�&���X�Q�G�����������U�S�P���L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����1�D�F�K��

Zelllyse durch Hochdruck-Homogenisierung (s. Abschnitt 2.7.1)���� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H��

Zelltrümmer durch Zentrifugation bei 20.000x g für 30 min vom Lysat getrennt. 

�$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H���G�D�V��erhaltene Pellet zweimal mit 10 ml 50 mM Tris-�+�&�O�����S�+������������

�J�H�Z�D�V�F�K�H�Q���X�Q�G���L�Q���]�Z�H�L���6�F�K�U�L�W�W�H�Q���P�L�W�����������P�O���E�]�Z���������P�O���������P�0���7�U�L�V-�+�&�O�����S�+����������������������

���Y���Y������-Mercaptoethanol extrahiert. Zum Entfernen �G�H�V����-Mercaptoethanol wurde der 
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Extrakt über Nacht bei 4°C gegen IP-Puffer dialysiert (s. Abschnitt 2.7.4�������L�Q���������P�O���,�3-

�3�X�I�I�H�U�� �D�X�I�J�H�Q�R�P�P�H�Q���� �X�Q�G�� �G�X�U�F�K�� �8�O�W�U�D�I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q�� ���V�� Abschnitt 2.7.2) auf ca. 500 µl 

�D�X�I�N�R�Q�]�H�Q�W�U�L�H�U�W���� �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Z�X�U�G�H�� �G�D�V�� �5�E�H���S-V5 Fusionsprotein durch 

Affinitätsaufreinigung mit dem V5 tagged Protein Purification Kit (MBL International) 

angereichert (s. Abschnitt 2.7.5).  

 SDS-Polyacrylamid -Gelelektrophorese (SDS -PAGE) 

�x 4-fach Laemmli-Puffer (200 mM Tris-�+�&�O�����S�+���������������������Z���Y�����6�'�6�� 40% (v/v) Glycerin; 20% (v/v) 

��-Mercaptoethanol; Bromphenolblau) 

�x 4-fach Trenngel-�3�X�I�I�H�U�������������0���7�U�L�V-�+�&�O�����S�+�������������������������Z���Y�����6�'�6�� 

�x 4-fach Sammelgel-�3�X�I�I�H�U�������������0���7�U�L�V-�+�&�O�����S�+�������������������������Z���Y�����6�'�6�� 

�x Acrylamid-/Bisacrylamid-�/�|�V�X�Q�J�����������������������������%�L�R-Rad) 

�x Ammoniumpersulfat-Lösung (APS) 10% (w/v) 

�x TEMED (Tetramethylethylendiamin) (Carl Roth) 

�x 10-fach Elektrophorese-�3�X�I�I�H�U�������������P�0���7�U�L�V���������������0���*�O�\�F�L�Q�������������Z���Y�����6�'�6�� 

�x �*�U�|�‰�H�Q�V�W�D�Q�G�D�U�G�����6�S�H�F�W�U�D���0�X�O�W�L�F�R�O�R�U���%�U�R�D�G���5�D�Q�J�H���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U�����)�H�U�P�H�Q�W�D�V�� 

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 befüllt. Die Proteinproben wurden mit 4-

fach Laemmli-Puffer auf eine 1-fache Endkonzentration versetzt�� �X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G������

min bei 100°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei kleinen Gelen mit 120 V�� 

�X�Q�G�� �E�H�L�� �J�U�R�‰�H�Q�� �*�H�O�H�Q�� �P�L�W�� �������� �9�� jeweils für 2 – 3 h oder bis die gewünschte 

�$�X�I�W�U�H�Q�Q�X�Q�J���H�U�U�H�L�F�K�W���Z�D�U�����$�O�V���*�U�|�‰�H�Q�V�W�D�Q�G�D�U�G���G�L�H�Q�W�H���G�H�U��SpectraTM Multicolor Broad 

Range Protein Ladder (Fermentas). 

Tabelle 19 : Zusammensetzung des Trenngels für die SDS-PAGE 

Acrylamid-/Bisacrylamid-Konzentration  8 % 10 % 12 % 16 % 

ddH2O ���������P�O 5 ml ���������P�O ���������P�O 

4-fach Trenngel-Puffer 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 

Acrylamid-/Bisacrylamid-Lösung 30 % ���������P�O 4 ml ���������P�O ���������P�O 

TEMED 14 µl 14 µl 14 µl 14 µl 

APS 10 % 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 
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Tabelle 20 : Zusammensetzung des Sammelgels für die SDS-PAGE 

Sammelgel  klein �J�U�R�‰ 

ddH2O ���������P�O 3 ml 

4-fach Sammelgel-Puffer ���������P�O ���������P�O 

Acrylamid-/Bisacrylamid-Lösung 30 % �����������P�O �����������P�O 

TEMED ���������—�O 5 µl 

APS 10 % 25 µl 50 µl 

 Färbung von Proteinen im Polyacrylamidgel  

�x Fixierlösung (40% (v/v) Ethanol; 10% (v/v) Essigsäure) 

�x �)�l�U�E�H�V�W�D�P�P�O�|�V�X�Q�J�����������������Z���Y�����&�R�R�P�D�V�V�L�H���%�U�L�O�O�L�D�Q�W���%�O�X�H���*�������������������Y���Y�����R�U�W�K�R-Phosphorsäure; 

10% (w/v) Ammoniumsulfat) 

�x Entfärbelösung (1 % (v/v) Essigsäure) 

In dieser Arbeit wurden Proteine im Polyacrylamidgel nach einem modifizierten 

Protokoll von Neuhoff et al. gefärbt [133]. Die Fixierung der Proteine nach der 

Elektrophorese erfolgte durch 1-stündige Inkubation des Gels in 40% (v/v) Ethanol und 

10% (v/v) Essigsäure. Im Anschluss wurde das Gel zweimal für 10 min mit ddH2O 

gewaschen und über Nacht bei Raumtemperatur in frisch angesetzter Färbelösung 

(80% (v/v) �6�W�R�F�N�O�|�V�X�Q�J������������(v/v) Methanol) inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde 

das Gel durch Waschen mit 1% Essigsäure entfärbt.  

 Nachweis von  Proteine n durch Western -Blot  

�x Immobilon-P (PVDF-�0�H�P�E�U�D�Q�����3�R�U�H�Q�J�U�|�‰�H���������������P�����0�L�O�O�L�S�R�U�H�� 

�x Transferpuffer �����������P�0���7�U�L�V���������������P�0���*�O�\�F�L�Q���������������Y���Y�����0�H�W�K�D�Q�R�O�� 

�x Blockierlösung (Magermilchpulver 5 % (w/v) in PBS) 

�x PBS-T-�3�X�I�I�H�U���P�L�W���������������Z���Y�����%�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 übertragen. 

Der 2-stündige �3�U�R�W�H�L�Q�W�U�D�Q�V�I�H�U�� �H�U�I�R�O�J�W�H�� �E�H�L�� �������� �P�$���F�P2 (Hoefer TE77X Semi-Dry 

Transfer Unit) in mit Transferpuffer gewässerten WhatmanTM-�3�D�S�L�H�U�H�Q�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��

wurden freie Membranbindestellen durch 1-stündige Inkubation mit Milchpulver-
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Lösung blockiert�� und die Membran für 10 min mit PBS-T gewaschen. Die Inkubation 

�P�L�W�� �G�H�Q�� �S�U�L�P�l�U�H�Q�� �$�Q�W�L�N�|�U�S�H�U�Q�� �H�U�I�R�O�J�W�H�� �I�•�U�� ���� �K�� �E�H�L�� �5�D�X�P�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U���� �Z�R�E�H�L�� �G�L�H��

Antikörper entsprechend Tabelle 6 in PBS-�7�� �P�L�W�� ���������� ���Z���Y���� �%�6�$�� �Y�H�U�G�•�Q�Q�W�� �Z�X�U�G�H�Q����

Ungebundene Antikörper wurden durch drei Waschschritte mit PBS-T für jeweils 5 min 

entfernt�� und die Membran im Anschluss mit dem entsprechenden Meerrettich-

Peroxidase (horseradish peroxidase)-gekoppelten sekundären Antikörper für 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.                                                        

 Massenspektrometrie  

Die Rbe1p-Proben wurden in dieser Arbeit mittels Nano-LC-ESI-MS/MS an der 

Universität Hohenheim analysiert. Die entsprechenden Proteinbanden wurden hierzu 

mit sterilen Einwegskalpellen aus Coomassie-gefärbten 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 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���P�L�W�����������$�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�������������$�P�H�L�V�H�Q�V�l�X�U�H��(v/v) aus dem Gel extrahiert. Die 

Überstände wurden in einer Vakuumzen�W�U�L�I�X�J�H�� �J�H�W�U�R�F�N�Q�H�W�� �X�Q�G�� �L�Q�� ���������� �7�U�L�I�O�X�R�U-

essigsäure aufgenommen. Die Nano-LC-ESI-MS/MS Messungen wurden mit einem 

EASY-nLC 1000 System (Thermo Fish�H�U�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F���� �G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W���� �G�Ds an ein Q-

Exactive Plus Massenspektrometer (Thermo Fisher) mit EASY-Spray Ionenquelle 

�J�H�N�R�S�S�H�O�W�� �Z�D�U���� �0�D�V�F�R�W�� �������� ���0�D�W�U�L�[�� �6�F�L�H�Q�F�H���� �8�.���� �Z�X�U�G�H�� �D�O�V�� �6�X�F�K�P�D�V�F�K�L�Q�H�� �]�X�U��

Proteinidentifikation verwendet���� �Z�R�E�H�L��die gefundenen Spektren gegen eine Hefe-

spezifische Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

abgeglichen wurden. Hierbei wurde die Carbamidomethylierung von Cystein als feste 

Aminosäurem�R�G�L�I�L�N�D�W�L�R�Q���J�H�Z�l�K�O�W�����Z�l�K�U�H�Q�G���G�L�H���2�[�L�G�L�H�U�X�Q�J���Y�R�Q���0�H�W�K�L�R�Q�L�Q���D�O�V���Y�D�U�L�D�E�H�O��

angenommen wurde. Der Schwellenwert für die Zuordnung eines Peptids wurde bei 

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

musste die �:�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�N�H�L�W�� �•�� ������������ �V�H�L�Q��[136]���� �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �P�X�V�V�W�H�Q�� �G�H�P��Protein 

mindestens zwei Peptide zugeordnet werden können.  
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 Deglykosylierung von Proteinen  

Die Deglykosylierung von Proteinen erfolgte in dieser Arbeit durch enzymatische und 

chemische Methoden. Vor der Deglykoslierung wurden die Proteinproben generell 

gegen ddH2O dialysiert (s. Abschnitt 2.7.4)�� um störende 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). Hierfür 

�Z�X�U�G�H�Q�� ������ �—�O�� �3�U�R�E�H�� �Q�D�F�K�� �Y�R�U�K�H�U�L�J�H�U�� �'�H�Q�D�W�X�U�L�H�U�X�Q�J�� �������� �P�L�Q���� �������ƒ�&���� �P�L�W�� �G�H�Q��

entsprechenden Puffern versetzt�� und nach Zugabe von 2.000 U PNGase F (New 

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

Das Entfernen von O-Glykanen erfolgte mit dem GlycoProfile™ ß-Elimination Kit 

(Sigma-�$�O�G�U�L�F�K�������Z�H�O�F�K�H�V���D�X�I���H�L�Q�H�U���D�O�N�D�O�L�V�F�K�H�Q����-Eliminierungsreaktion basiert. Das Kit 

�Z�X�U�G�H�� �Q�D�F�K�� �G�H�Q�� �$�Q�J�D�E�H�Q�� �G�H�V�� �+�H�U�V�W�H�O�O�H�U�V�� �E�H�Q�X�W�]�W���� �Z�R�E�H�L�� �G�L�H�� �'�H�J�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J�V-

reaktion für 18 h bei 4°C durchgeführt wurde.  

Nach den Deglykosylierungsreaktionen wurden die Proben ohne weitere 

Aufreinigungen direkt für die SDS-PAGE verwendet.  

 

2.8 Mikroskopie  

 Immunfluoreszenz  

�x Poly-L-�/�\�V�L�Q�������������P�J���P�O�����6�L�J�P�D-Aldrich) 

�x Blockierlösung (2% (w/v) BSA in PBS) 

�x Dako antibody diluent (Agilent) 

�x 37% Formaledhyd-Stammlösung (Carl Roth) 

�x Mowiol/������-Diazabicyclo���������������R�F�W�D�Q�����'�$�%�&�2��-Lösung  

Für die Lokalisationsstudien der V5-Fusionsproteine in C. albicans wurde eine YDP-

Übernachtkultur in SC- ���S�+�������������R�G�H�U���5�3�0�,-Medium auf eine OD600 �Y�R�Q�����������H�L�Q�J�H�V�W�H�O�O�W�� 

und für 5 h bei 30°C bzw. 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen durch 

Zugabe von 3��7% Formaldehyd für eine 1 h bei 30°C in Suspension fixiert. Durch zwei 

Waschschritte mit 1-�I�D�F�K�� �3�%�6�� ���S�+�� ���������� �Z�X�U�G�H�� �G�D�V�� �)�R�U�P�D�O�G�H�K�\�G�� �H�Q�W�I�H�U�Q�W���� �X�Q�G�� �G�L�H��
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Zellen daraufhin für 20 min auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckgläsern in 12-well 

Platten immobilisiert. Die Poly-L-Lysin-Beschichtung der Deckgläser erfolgte durch 10-

�P�L�Q�•�W�L�J�H���,�Q�N�X�E�D�W�L�R�Q���P�L�W�����������P�J���P�O���3�Rly-L-�/�\�V�L�Q����gefolgt von 2-maligem Waschen mit 

ddH20 und Lufttrocknen der Deckgläser für 1 – 2 h. Nach der Zellimmobilisierung 

wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen zum Blockieren unspezifischer 

Bindestellen über Nacht bei 4°C in Blockierlösung inkubiert.  

Zur Immunfluoreszenz-Färbung wurden die Zellen auf den Deckgläsern für 1 h bei 

Raumtemperatur mit 45 µl monoklonalem Maus anti-V5-Antikörper (1:100; Klon SV5-

�3�.�������$�F�U�L�V�����L�Q��Dako antibody diluent inkubiert. A�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���=�H�O�O�H�Q�������[ 5 

min in 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������J�H�Z�D�V�F�K�H�Q�� und für 30 min bei Raumtemperatur mit 45 µl 

Ziege anti-Maus Alexa Fluor® 555 Antikörper (1:400; Thermo Fisher) inkubiert. Nach 

drei weiteren Waschschritten in 1-fach PBS (pH �������� wurden die Zellen in ddH2O 

gewaschen�� und in 10 µl Mowiol/DABCO-Lösung eingebettet. Bis zur Mikroskopie 

wurden die Präparate bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.  

 Färbung von fungalem Chitin durch Weizenkeim -Agglutinin  

�x FITC-WGA-Stammlösung (1 mg/ml in 1-fach PBS �S�+��������) 

Zur Weizenkeim-Agglutinin-Färbung der C. albicans Zellwand wurden entweder 

fixierte (s. Abschnitt 2.8.1) oder vitale Suspensionszellen verwendet. In beiden Fällen 

wurden die Zellen nach Kultivierung bzw. Fixierung in 1-fach PBS gewaschen und für 

30 min bei Raumtemperatur mit 250 µg/ml Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-

gekoppeltem Weizenkeim-Agglutinin (Sigma-Alrich) gefärbt. Nach zwei 

Waschschritten in 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���=�H�O�O�H�Q���G�L�Uekt mikroskopiert (Zeiss 

Axio Observer Z1). Für die Visualisierung von FITC-WGA wurde der GFP-Filter des 

Mikroskops verwendet. 

 Filipin -Färbung  

�x Filipin III-�6�W�D�P�P�O�|�V�X�Q�J�������������P�J���P�O���L�Q���'�0�6�2�� 

Für die Analyse der Sterollokalisation durch Filipin-Färbung wurde eine YDP-

Übernachtkultur von C. albicans in SC- ���S�+������������ �R�G�H�U���5�3�0�,-Medium auf eine OD600 

�Y�R�Q�����������H�L�Q�J�H�V�W�H�O�O�W���X�Q�G���I�•�U�������K���E�H�L�������ƒ�&���E�]�Z���������ƒ�&���N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W�����,�P���$�Q�V�F�K�O�X�V�V���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H��
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Zellen einmal mit 1-�I�D�F�K�� �3�%�6�� ���S�+�� ���������� �J�H�Z�D�V�F�K�H�Q�� �X�Q�G�� �L�P�� �'�X�Q�N�H�O�Q�� �I�•�U�� ������ �P�L�Q�� �E�H�L��

Raumtemperatur mit 50 µg/ml Filipin III (Sigma-Alrich) gefärbt. Nach zwei 

Waschschritten in 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���=�H�O�O�H�Q���G�L�U�H�N�W���P�L�N�U�R�V�N�R�S�L�H�U�W����Zeiss 

Axio Observer Z1). Für die Visualisierung von Filipin III wurde der DAPI-Filter des 

Mikroskops verwendet. 

 

2.9 Zellbiologische Arbeiten  

 Vollblut -Assay  

�x BD Vacutainer EDTA Plus Röhrchen 10 ml (Becton Dickinson) 

�x Triton X-100-Stammlösung (10% (v/v) in ddH2O) 

Um das Überleben verschiedener C. albicans �6�W�l�P�P�H�� �L�Q�� �9�R�O�O�E�O�X�W�� �]�X�� �D�Q�D�O�\�V�L�H�U�H�Q����

wurden die entsprechenden YPD-Übernachtkulturen in 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������D�X�I���H�L�Q�H��

OD600 �Y�R�Q�����������Y�H�U�G�•�Q�Q�W���X�Q�G���M�H���������—�O���G�L�H�V�H�U���=�H�O�O�V�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q�����a�������������������=�H�O�O�H�Q�����]�X����������

µl frischem EDTA-Vollblut von gesunden Spendern gegeben. Diese Mischung wurde 

�I�•�U�������K���E�]�Z���������K���L�Q�����������P�O���5�H�D�N�W�L�R�Q�V�J�H�I�l�‰�H�Q���E�H�L�����������U�S�P���X�Q�G�������ƒ�&���L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����1�D�F�K���G�H�U��

Inkubation wurden die Blutzellen durch Zugabe von 100 µl 10% (v/v) Triton X-100 und 

350 µl ddH2O für 10 min bei 37°C lysiert. Das Lysat wurde 1:450 in ddH2O verdünnt�� 

und 100 µl dieser Verdünnung wurden auf YDP-Platten ausplattiert. Die Platten 

wurden über Nacht bei 30°C kultiviert und die gewachsenen C. albicans Kolonien 

durch Auszählen quantifiziert.  

 Neutrophilen Killing -Assay  

�x BD Vacutainer EDTA Plus Röhrchen 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-Stammlösung (10% (v/v) in ddH2O) 

�x XTT-Lösung (1 mg/ml in 1-fach PBS �S�+��������) 

�x Menadion-Lösung (80 mg/ml in 100% Aceton) 
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Der Neutrophilen Killing-Assay basiert auf dem Protokoll von Röhm et al. [88]. Für den 

Assay wurden PMNs aus frischem EDTA-Vollblut von gesunden Spendern isoliert (s. 

Abschnitt 2.2)�� und je 500.000 Zellen in 500 µl RPMI-Medium +10 mM HEPES + ����������

HSA in einer 24-well Platte ausgesät. Gleichzeitig wurden C. albicans YPD-

Übernachtkulturen in RPMI-Medium + 10 mM HEPES auf eine OD600 �Y�R�Q�����������Y�H�U�G�•�Q�Q�W��

�X�Q�G���I�•�U�������K���E�H�L�������ƒ�&���L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����X�P���+�\�S�K�H�Q���]�X���L�Q�G�X�]�L�H�U�H�Q�����%�D�V�L�H�U�H�Q�G���D�X�I���G�H�U���$�Q�Q�D�K�P�H����

�G�D�V�V���D�X�V���M�H�G�H�U���+�H�I�H�]�H�O�O�H���Q�X�U���H�L�Q�H���+�\�S�K�H�Q�]�H�O�O�H���H�Q�W�V�W�H�K�W�����Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���3�0�1�V���P�L�W��100.000 

Hyphenzellen (basierend auf OD600-Korrelation; 1 OD600 ��  3x 107 Zellen) infiziert (MOI 

� �� ������������ �1�D�F�K�� �H�L�Q�H�U�� ��-stündigen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden die PMN 

durch Zugabe von 1% (v/v) Triton X-100 für 10 min bei 37°C lysiert. Die Platten wurden 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �E�H�L�� ����������x g für 5 min zentrifugiert und die Hälfte des Überstands 

entfernt. Zur Quantifizierung metabolisch aktiver C. albicans Zellen wurde die 

�8�P�V�H�W�]�X�Q�J�� �Y�R�Q�� �;�7�7�� ��������-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) 

carbonyl]-2H-Tetrazolium Hydroxid) colorimetrisch bestimmt. Hierzu wurde eine 

frische Stocklösung aus 1 mg/ml XTT und 80 mg/ml Menadion in 1-fach PBS 

hergestellt und ein dem Überstand  äquivalentes Volumen dieser Lösung zu den Zellen 

�S�L�S�H�W�W�L�H�U�W�����'�L�H���3�O�D�W�W�H�Q���Z�X�U�G�H�Q���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���I�•�U��������- 60 min bei 37°C �L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����I�•�U�������P�L�Q��

bei 1.500x g zentrifugiert�� und 100 µl des Überstands in eine sterile 96-well Platte 

transferiert. Die Messung des Farbumschlags erfolgte in einem Mikroplatten-Reader 

���6�\�Q�H�U�J�\�������%�L�R�7�H�N�����E�H�L�����������Q�P�� 

 Makrophagen Killing -Assay  

�x �������������Z���Y�����7�U�\�S�D�Q-Blau (Sigma-Aldrich) 

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

Hierzu wurden 5 x 105 J774A.1 Zellen in einer 12-well Platte ausgesät und über Nacht 

bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Makrophagen mit 5 x 

105 Hefezellen in 100 µl 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������L�Q�I�L�]�L�H�U�W���X�Q�G���I�•�U�������K���E�H�L�������ƒ�&���X�Q�G���������&�22 

kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 1-�I�D�F�K�� �3�%�6�� ���S�+�� ����������

�J�H�Z�D�V�F�K�H�Q���� �I�•�U�� ���� �P�L�Q�� �P�L�W�� �������� �—�O�� �7�U�\�S�D�Q-Blau (Sigma-Aldrich) gefärbt���� �X�Q�G�� �H�U�Q�H�X�W��

zweimal mit 1-�I�D�F�K���3�%�6�����S�+�������������J�H�Z�D�V�F�K�H�Q�����1�D�F�K���)�L�[�L�H�U�X�Q�J���G�H�U���=�H�O�O�H�Q���I�•�U�������P�L�Q���P�L�W��

150 µl 3% (v/v) Formaldehyd und zweimaligem Waschen mit 1-�I�D�F�K�� �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  

 Sterolbindungsassay  

�x [3H]-Cholesterol (American Radiolabeled Chemicals) 

�x Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) 

�x Bindungspuffer (20 mM Tris-�+�&�O���S�+�������������������P�0���1�D�&�O����������������(v/v) Triton X-100) 

�x Waschpuffer (20 mM Tris-�+�&�O���S�+���������� 

�x Elutionspuffer (20 mM Tris-�+�&�O���S�+�����������������0���1�D�&�O�� 

�x Szintillationscocktail OptiPhase Hisafe (Perkin-Elmer) 

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

�5�R�J�H�U�� �6�F�K�Q�H�L�W�H�U���� �'�U���� �5�D�E�L�K�� �'�D�U�Z�L�F�K�H���� �G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W�� �X�Q�G�� �E�D�V�L�H�U�W�� �D�X�I�� �H�L�Q�H�P�� �3�U�R�W�R�N�R�O�O��

von Im et al. [137]. Für jede Bindungsreaktion wurden 100 pmol aufgereinigtes Protein 

mit 100 – 500 pmol [3H]-Cholesterol in einem Endvolumen von 100 µl Bindungspuffer 

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

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

Liganden getrennt und mit 1 ml Waschpuffer gewaschen. Zur Quantifizierung des 

gebundenen [3H]-�&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�����Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���3�U�R�W�H�L�Q�H���P�L�W�����������—�O���(�O�X�W�L�R�Q�V�S�X�I�I�H�U���H�O�X�L�H�U�W����in 

�6�]�L�Q�W�L�O�O�D�W�L�R�Q�V�F�R�F�N�W�D�L�O���D�X�I�J�H�Q�R�P�P�H�Q�� und das Eluat im Flüssigszintillationszähler (Tri-

�&�D�U�E���� �3�H�U�N�L�Q-Elmer) vermessen. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der 

PRISM Software (GraphPad). 

 Sterolexportassay  

�x Kieselgel 60 Dünnschichtchromatographie Platten (Merck) 

�x [14C]-Cholesterol (American Radiolabeled Chemicals) 

Die Analyse des Exports von acetylierten Sterolen erfolgte auch in Kooperation mit der 

�8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�l�W���)�U�L�E�R�X�U�J�����3�U�R�I�����5�R�J�H�U���6�F�K�Q�H�L�W�H�U�����'�U�����5�D�E�L�K���'�D�U�Z�L�F�K�H�����X�Q�G���E�D�V�L�H�U�W���D�X�I���G�H�U��

Verwendung von Häm-defizienten S. cerevisiae Stämmen mit einer Deletion der 

Steroldeacetylase Say1p �>�����������������@. �û�K�H�P���û�V�D�\��-Zellen mit oder ohne die Plasmide 

pRS416-RBE1 bzw. pRS416-RBT4 �Z�X�U�G�H�Q�� �L�Q�� �0�H�G�L�X�P�� �P�L�W�� ������������ ���&�L���P�O�� �>14C]-

�&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�� �X�Q�G�� ���������� �P�J���P�O�� �7�Z�H�H�Q-������ �I�•�U�� ������ �K�� �E�H�L�� �����ƒ�&�� �N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W���� �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��

�Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���=�H�O�O�H�Q���S�H�O�O�H�W�L�H�U�W�����]�Z�H�L�P�D�O���P�L�W���6�&-Medium gewaschen�� und in Medium mit 

nichtradioaktivem Cholesterol auf eine OD600 �Y�R�Q�� �������� �H�L�Q�J�H�V�W�H�O�O�W���� �1�D�F�K�� �H�L�Q�H�U��
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�,�Q�N�X�E�D�W�L�R�Q�� �•�E�H�U�� �1�D�F�K�W���� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H�� �/�L�S�L�G�H�� �D�X�V�� �G�H�P�� �h�E�H�U�V�W�D�Q�G�� �X�Q�G�� �G�H�Q�� �=�H�O�O�H�Q�� �P�L�W��

Chloroform/Methanol (1:1) extrahiert. Die Auftrennung der Lipide erfolgte mit 

Petrolether/Diethylether/Essigsäure (70:30:2) auf Kieselgel-60-Dünnschicht-

chromatographie (DC)-Platten (Merck). Die Radioaktivität auf den DC-Platten wurde 

durch Phosphor-Autoradiographie-Filme in Kombination mit einem Phosphorimager 

(GE Healthcare) visualisiert.  

 Sterolimportassay  

�x PBSC-Puff�H�U�����������—�J���P�O���&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�������������������Y���Y�����7�Z�H�H�Q-���������3�%�6�� 

�x Szinitllationscocktail Ecoscint XR (National Diagnostics) 

�x Glasmikrofaserfilter 24-mm GF/C (Whatman) 

�x [14C]-Cholesterol (Perkin-Elmer NEN Radiochemicals) 

Die Aufnahme von [14C]-Cholesterol in verschiedene C. albicans Stämme wurde in 

Kooperation mit der University of Missouri (Dr. Martin Zavrel) analysiert�� und basiert 

auf einer Publikation von Zavrel et al. [138]. Für die Analyse wurde das Medium 

(CSM+Uridin���� �P�L�W�� �������� �—�J�� �Q�L�F�K�W�U�D�G�L�R�D�N�W�L�Y�H�P�� �&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�� �V�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�L�H�U�W�� �X�Q�G�� �G�X�U�F�K��

Zugabe von [14C]-Cholesterol (40 µCi/ml in EtOH) auf eine Aktivität von 5 nCi/ml 

eingestellt. Übernachtkulturen der entsprechenden C. albicans Stämme wurden in 2 

ml supplementiertem CSM+Uri Medium auf eine OD600 �Y�R�Q�������������H�L�Q�J�H�V�W�H�O�O�W���X�Q�G���L�Q������-

ml PP-Röhrchen für 5 Tage bei 30°C und 180 rpm schüttelnd inkubiert. Alle 24 h wurde 

die OD600 der Kulturen bestimmt und die entsprechenden Zellen durch 

�*�O�D�V�P�L�N�U�R�I�D�V�H�U�I�L�O�W�H�U�����:�K�D�W�P�D�Q���� ����-mm GF/C) vom Medium getrennt. Hierzu wurden 

die Filter vorher mit PBSC-Puffer befeuchtet. Die Filter wurden in 7 ml-

�6�]�L�Q�W�L�O�O�D�W�L�R�Q�V�U�|�K�U�F�K�H�Q�� �•�E�H�U�I�•�K�U�W���� ���� �P�O�� �6�]�L�Q�Willationscocktail hinzugefügt�� und für 24 h 

�L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H���G�L�H���5�D�G�L�R�D�N�W�L�Y�L�W�l�W���P�L�W���H�L�Q�H�P���)�O�•�V�V�L�J�V�]�L�Q�W�L�O�O�D�W�L�R�Q�V�]�l�K�O�H�U��

���/�6�������������P�X�O�W�L�S�X�U�S�R�V�H���V�F�L�Q�W�L�O�O�D�W�L�R�Q���F�R�X�Q�W�H�U�����%�H�F�N�P�D�Q���&�R�X�O�W�H�U�����T�X�D�Q�W�L�I�L�]�L�H�U�W���X�Q�G���D�X�I������8 

Zellen normalisiert.  

 Massenspektrome trische Lipidanalysen  

Die massenspektrometrische Lipidanalyse der verschiedenen C. albicans Stämme 

�Z�X�U�G�H���L�Q���.�R�R�S�H�U�D�W�L�R�Q���P�L�W���G�H�U���8�W�U�H�F�K�W���8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�l�W�����3�U�R�I�����%�H�U�Q�G���+�H�O�P�V�����'�U�����-�R�V���%�U�R�X�Z�H�U�V����

durchgeführt. YPD-Übernachtkulturen der entsprechenden C. albicans Stämme 
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wurden in 5 ml frischem YDP- oder YPS-Medium auf eine OD600 von ��������eingestellt 

und für 6 h bei 30°C oder 37°C in 50-ml PP-Röhrchen schüttelnd inkubiert. 

�$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H�� �=�H�O�O�H�Q�� �I�•�U�� ���� �P�L�Q�� �S�H�O�O�H�W�L�H�U�W�� ��Hefezellen: 1.000x g; Hyphen: 

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-Wärmeionisation-Massenspektrometrie (HESI-MS). Die 

Analyse neutraler Lipide erfolgte durch Umkehrphasenchromatographie (RPLC) und 

chemische Ionisation bei Atmosphärendruck (APCI).  

 

2.11 Bioinformatik  

 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 Rbe1p und Rbt4p wurden mit dem 

webbasierten I-Tasser server (www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) 

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

Domäne der Proteine verwendet (Rbe1p: F123 – L271; Rbt4p: F211 – Q358). Die 

erhaltenen Modelle mit dem höchsten C-�6�F�R�U�H���� �X�Q�G�� �G�D�P�L�W�� �D�X�F�K�� �G�H�U�� �K�|�F�K�V�W�H�Q��

Auftrittsw�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�N�H�L�W�����Z�X�U�G�H�Q���L�P���)�R�O�J�H�Q�G�H�Q��weiterverwendet. Zur Visualisierung 

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

 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]�����E�D�V�L�H�U�W���D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K���D�X�I���G�H�U���=�X�R�U�G�Q�X�Q�J���H�L�Q�G�H�X�W�L�J�H�U����uniquely mapped) Reads 

über 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���� �K�W�W�S�V�������E�L�R�F�R�Q�G�X�F�W�R�U���R�U�J���S�D�F�N�D�J�H�V���U�H�O�H�D�V�H���E�L�R�F���K�W�P�O���H�G�J�H�5���K�W�P�O������

basierend auf den rohen read counts von je drei biologischen Replikaten [145]. Um 

�I�D�O�V�F�K�� �S�R�V�L�W�L�Y�H�� �6�L�J�Q�D�O�H�� �]�X�� �P�L�Q�L�P�L�H�U�H�Q���� �Z�X�U�G�H�Q�� �I�•�U��C. albicans nur differentiell 

exprimierte Gene mit einer false discovery rate ���)�'�5���� ���� ������������ �H�L�Q�H�P�� �O�R�J2 FC (fold 

change�����”���í�����R�G�H�U���•���������X�Q�G���H�L�Q�H�P���O�R�J2 CPM (count per million reads) > 4 betrachtet. 

Für humane Gene wurde eine false discovery rate ���)�'�5���� ���� ������������ �H�L�Q�� �O�R�J2 FC (fold 

change���� �”�� �í���� �R�G�H�U�� �•�� ������ �X�Q�G�� �H�L�Q�� �O�R�J2 CPM (count per million reads) �!�� ���������� �D�O�V��

Selektionskriterium gewählt.  
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Ergebnisse 

 Sequenz - und Struktureigenschaften von Rbe1p und Rbt4p  

RBE1 und RBT4 kodieren für 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�� orf19.6200�� direkt downstream von RBT4���� �Z�D�V�� �P�|�J�O�L�F�K�H�U�Z�H�L�V�H�� �D�X�I�� �H�L�Q�H�Q��

Genduplikationsvorgang hinweist. Während die zwei RBE1-Allele �L�G�H�Q�W�L�V�F�K�� �V�L�Q�G�� 

unterscheiden sich die Allele von RBT4 �L�Q���D�F�K�W���%�D�V�H�Q�S�D�D�U�H�Q����was zum Austausch von 

sechs Aminosäuren an verschiedenen Positionen des Proteins führt.  

 

 
Abb. 7 : Sequenzvergleich zwischen Rbt4p, Rbe1p, Pry1p und Pry2p. Das Sequenzalignment wurde 

mit Hilfe des Onlinetools Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) erstellt. * = identische 

Aminosäuren; · = konservierte Substitution; : = semikonservierte Substitution. Die CAP-Motive (CAP1-

CAP4) sind zusätzlich hervorgehoben. 
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�'�L�H���6�H�T�X�H�Q�]�L�G�H�Q�W�L�W�l�W���]�Z�L�V�F�K�H�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���L�V�W���P�L�W���F�D�������������Q�L�F�K�W���E�H�V�R�Q�G�H�U�V���K�R�F�K����

wobei hierfür hauptsächlich die schwach konservie�U�W�H�Q���%�H�U�H�L�F�K�H���D�X�‰�H�U�K�D�O�E���G�H�U���&�$�3-

Domäne verantwortlich sind (Tabelle 21����Abb. 7). Innerhalb der CAP-Domäne ist die 

Sequenzidentität mit ca. 47% deutlich höher. Vergleicht man die Proteinsequenzen 

von Rbe1p und Rbt4p mit denen der CAP-Proteine Pry1p und Pry2p aus S. cerevisiae����

�]�H�L�J�W�� �V�L�F�K���� �G�D�V�V�� �E�H�L�G�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�� �J�U�|�‰�H�U�H�� �6�H�T�X�H�Q�]�l�K�Q�O�L�F�K�N�H�L�W�H�Q�� �P�L�W�� �3�U�\���S�� �D�X�I�Z�H�L�V�H�Q����

Gleichzeitig haben sich die Pry1p- und Pry2p-Sequenzen untereinander weniger stark 

�G�L�Y�H�U�V�L�I�L�]�L�H�U�W�����Z�L�H���G�L�H���6�H�T�X�H�Q�]�H�Q���Y�R�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���� 

 

Tabelle  21: Sequenzidentität zwischen Rbe1p, Rbt4p, Pry1p und Pry2p. Die prozentuale 

Sequenzidentität in der Gesamtsequenz bzw. der CAP-Domäne zwischen den Proteinen�� basierend auf 

einem paarweisen Sequenzvergleich mit dem Alignment-Programm vom European Bioinformatics 

Institute (EMBL-EBI) (www.ebi.ac.uk/Tools/psa).  

 Rbe1p Rbt4p Pry1p 

Rbe1p    

Rbt4p ������1% / ������4%   

Pry1p ������3% / ������7% ������1������������������  

Pry2p ������8������������������ 34��9������������������ ������7% / ������2% 

 

Um den möglichen Einfluss dieser Sequenzunterschiede auf die Struktur von Rbe1p 

�X�Q�G�� �5�E�W���S�� �H�L�Q�V�F�K�l�W�]�H�Q�� �]�X�� �N�|�Q�Q�H�Q���� �Z�X�U�G�H��mittels Homologie-Modellierung ein 3D-

Strukturmodell der CAP-Domäne von Rbe1p und Rbt4p erstellt. Das hierfür 

verwendete Programm �V�X�F�K�W���Q�D�F�K���K�R�P�R�O�R�J�H�Q���3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���P�L�W���E�H�N�D�Q�Q�W�H�U���6�W�U�X�N�W�X�U�����X�Q�G��

nutzt diese zur Modellerstellung [141]. Die erhaltenen Homologie-Modelle der CAP-

�'�R�P�l�Q�H�Q�� �]�H�L�J�H�Q�� �J�U�R�‰�H��strukturelle Ähnlichkeit zur CAP-Domäne von Pry1p�� und 

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

�:�H�U�W���Y�R�Q�������������c�����5�E�H���S�����E�]�Z��������89 Å (Rbt4p). �'�L�H���J�U�|�‰�W�H�Q���8�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�G�H���]�Xr Struktur 

von Pry1p entstehen durch die Insertion einer kurzen Aminosäuresequenz am C-

Terminus von Rbe1p und Rbt4p (Abb. 7)�� die in einer Loop-Region liegt (Pfeile Abb. 

8)���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �X�Q�W�H�U�V�F�K�H�L�G�H�Q�� �V�L�F�K��die Länge und das Auftreten von Sekundär-

strukturelemente in verschiedenen Sequenzbereichen (Pfeile Abb. 8).  
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Abb. 8 : 3D-Struktur der CAP- Domänen von Pry1p, Rbe1p und Rbt4p. Die 3D-Struktur von Pry1p 

basiert auf PDB-�(�L�Q�W�U�D�J�� ���H�W�H���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �G�L�H�� ���'-Modelle von Rbe1p und Rbt4p durch Homologie-

Modellierung mit dem I-Tasser Server (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) erstellt wurden. Die 

Pfeile markieren strukturelle Unterschiede zwischen Pry1p und Rbe1p bzw. Rbt4p. Die vier CAP-Motive 

sind farblich hervorgehoben (CAP1: grün; CAP2: violett; CAP3: rot; CAP4: orange).  

 

 Molekulare Analyse  von Rbe1p und Rbt4p in C. albicans  

2.1 Lokalisation  

Die funktionellen Eigenschaften eines Proteins korrelieren mit dessen subzellulärer 

Lokalisation und den hierdurch ermöglichten Interaktionen. Lokalisationsdaten können 

somit einen ersten Hinweis auf die molekulare Funktion eines Proteins geben. Die 

meisten eukaryotischen CAP-Proteine besitzen eine N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�H�� �6�L�J�Q�D�O�V�H�T�X�H�Q�]����

wodurch die Proteine den klassischen sekretorischen Weg durchlaufen. Werden die 

Proteine hierbei nicht durch molekulare Interaktionen in zellulären Organellen oder der 

Plasmamembran bzw. Zellwand zurück�J�H�K�D�O�W�H�Q�����J�H�O�D�Q�J�H�Q���Vie in den extrazellulären 

Raum. Auch Rbe1p und Rbt4p verfügen über ein N-terminales Sekretionssignal und 

besitzen gleichzeitig keine Transmembrandomänen oder Sequenzmotive für das 

Anbringen eines GPI-Ankers. Entsprechend ist �H�V�� �D�X�F�K�� �Q�L�F�K�W�� �•�E�H�U�U�D�V�F�K�H�Q�G����dass 
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Peptide beider Proteine erstmals bei einer massenspektrometrischen 

Sekretomanalyse von C. albicans gefunden wurden [119]. Rbe1p-Peptide detektierte 

man hierbei �D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K�� �L�P��Kulturü�E�H�U�V�W�D�Q�G�� �Y�R�Q�� �+�H�I�H�]�H�O�O�H�Q���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �5�E�W���S��

hauptsächlich von Hyphenzellen sekretiert wurde. Das Auftreten beider Proteine im 

Überstand und das Fehlen von Transmembrandomänen oder GPI-�$�Q�N�H�U�V�H�T�X�H�Q�]�H�Q����

�V�F�K�O�L�H�‰�W���H�L�Q�H���]�Hlluläre Lokalisation allerdings nicht grundsätzlich aus. Aufgrund dessen 

wurde in dieser Arbeit die zelluläre Lokalisation von Rbe1p und Rbt4p in Abhängigkeit 

der Morphologie von C. albicans näher untersucht. Hierzu wurden Rbe1p und Rbt4p 

als Fusionsproteine mit einem C-terminalen V5/His6-Tag exprimiert und durch 

Immunfluoreszenzmikroskopie visualisiert.  

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten interessanterweise eine polare����

periphere Lokalisation von Rbe1p in Hefezellen (Abb. 9A). Dieses Lokalisationsmuster 

ist �V�H�K�U���V�S�H�]�L�I�L�V�F�K�����G�D���H�V���L�Q���+�\�S�K�H�Q�]�H�O�O�H�Q��oder Rbt4p-V5-exprimierenden Zellen nicht 

zu beobachten war. Rbe1p scheint an �.�Q�R�V�S�X�Q�J�V�V�W�H�O�O�H�Q����sogenannten budding 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�Q�� sogenannte bud scars���� �L�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�� �G�H�U�� �0�X�W�W�H�U- bzw. 

Tochterzelle bestehen. Eine Färbung von N-Acetylglucosamin mit Fluorescein-

isothiocyanat-gekoppeltem Weizenkeim-Agglutinin (FITC-WGA) zeigte eine 

eindeutige Ko-Lokalisation von Rbe1p mit Chitin (Abb. 9B).  

Weizenkeim-Agglutinin bindet bevorzugt an exponiertes Chitin in Knospungsnarben 

und nur schwach an Chitin in der lateralen Zellwand [146]�����Z�D�V���G�L�H���/�R�N�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���Y�R�Q��

Rbe1p an Knospungsstellen bestätigt. Die Lokalisation oder Synthese von Chitin 

�V�H�O�E�V�W���� �V�F�K�H�L�Q�W�� �L�P�� �8�P�N�H�K�U�V�F�K�O�X�V�V�� �D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V�� �X�Q�D�E�K�l�Q�J�L�J��von �5�E�H���S�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�D�� �G�L�H 

Deletion von RBE1 keinen Einfluss auf die zelluläre Verteilung von Chitin hatte (Abb. 

9C).   
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Abb. 9 : Lokalisation von Rbe1p und Rbt4p in C. albicans  Hefe- (YPD, 30°C) und Hyphenzellen 

(RPMI, 37°C). (A) Indirekte Immunfluoreszenz-Färbung von Rbe1p-V5 und Rbt4p-V5 mit primärem 

Maus anti-V5 Antikörper und sekundärem Alexa Fluor 555-gekoppeltem anti-Maus Antikörper (rot). Für 

Rbe1-V5 in Hyphenzellen�� bzw. Rbt4-V5 in Hefe- �X�Q�G���+�\�S�K�H�Q�]�H�O�O�H�Q����konnte trotz langer Belichtungszeit 

(= 1.500 ms)�� im Vergleich zu Rbe1-V5 in Hefezellen (Belichtungszeit = 200 ms)�� kein spezifisches 

Fluoreszenzsignal beobachtet werden. Innerhalb des gestrichelten Rechtecks ist ein ausgewählter 

�%�L�O�G�D�X�V�F�K�Q�L�W�W�� �X�P�� ���������� �Y�H�U�J�U�|�‰�H�U�W�� �Z�R�U�G�H�Q���� �0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q���� ������ �—�P��(B) Wie in (A), mit zusätzlicher 

Färbung von N-Acetyl-Glucosamin durch FITC-gekoppeltem Weizenkeim-�$�J�J�O�X�W�L�Q�L�Q�� ���:�*�$���� �J�U�•�Q������

�0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q���������—�P����(C) WGA-Färbung von Wildtyp-Zellen (WT) und �¨rbe1-�=�H�O�O�H�Q�����0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q����

10 µm.  
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In Abhängigkeit der Wachstumsphase variiert die Proteinzusammensetzung der 

Zellwand stark�� und wirkt sich so zum Beispiel auf deren Permeabilität oder 

Glucanase-Resistenz aus [147]. Da die Lokalisation von Rbe1p an den 

Knospungsstellen sowohl in der exponentiellen als auch in der stationären 

Wachstumsphase von Hefezellen beobachtet �Z�X�U�G�H�����'�D�W�H�Q���Q�L�F�K�W���J�H�]�H�L�J�W������scheint es 

keinen direkten Zusammenhang zwischen der Wachstumsphase und der 

Proteinexpression/Lokalisation zu geben.  

Während Rbe1p unter Hefewachstumsbedingungen somit auch Zellwand-assoziiert 

vorliegen kann���� �V�F�K�H�L�Q�W�� �5�E�W���S�� �N�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�H sekretiert zu werden. Subzelluläre 

Lokalisation in den �2�U�J�D�Q�H�O�O�H�Q���G�H�V���V�H�N�U�H�W�R�U�L�V�F�K�H�Q���:�H�J�V�����Z�L�H���(�5���R�G�H�U���*�R�O�J�L-�$�S�S�D�U�D�W����

wurde in Immunfluoreszenzaufnahmen für keines der beiden Proteine detektiert 

(Daten nicht gezeigt).  

�*�H�Q�H�U�H�O�O�� �N�|�Q�Q�H�Q�� �3�U�R�W�H�L�Q�H���� �G�L�H�� �N�H�L�Q�H�� �7�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�G�R�P�l�Q�H�Q�� �Rder GPI-Anker 

�D�X�I�Z�H�L�V�H�Q����in Pilzen durch verschiedene Mechanismen in der Zellwand verankert 

werden. Hierbei denkbar sind nichtkovalente Interaktionen mit anderen 

�=�H�O�O�Z�D�Q�G�S�U�R�W�H�L�Q�H�Q���� �D�O�N�D�O�L-sensitive Verknüpfungen über ��-�������� �*�O�X�F�D�Q�� �R�G�H�U��

Disulfidbrücken-vermittelte Verankerung. Um einen detaillierteren Einblick in die 

Verteilung und Lokalisation von Rbe1p und Rbt4p unter Hefe- und 

Hyphenwachstumsbedingungen �]�X�� �E�H�N�R�P�P�H�Q���� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�N�X�O�W�X�U�•�E�H�U�V�W�D�Q�G�� �X�Q�G��

verschiedene Zellwandfraktionen im Folgenden auf die Anwesenheit von Rbe1p und 

Rbt4p untersucht.  

Eine Western-Blot Analyse des Zellkulturüberstands �]�H�L�J�W�H���� �G�D�V�V�� �5�E�H���S��und Rbt4p 

während der SDS-PAGE sehr viel langsamer migrieren als es ihre Primärsequenzen 

vermuten lassen (theoretisches Molekulargewicht: Rbe1p�a�� ������ �N�'�D���� �5�E�W��p~ 38 kDa) 

(Abb. 10). Für beide Proteine wurden Antikörpersignale mit variierendem apparentem 

Molekulargewicht und unterschiedlichen Intensitäten �G�H�W�H�N�W�L�H�U�W���� �Z�D�V�� �Duf 

posttranslationale Modifikationen und/oder Oligomerisierung hinweist. Im Überstand 

von Hefezellen wurden drei Signale für Rbe1p �E�H�R�E�D�F�K�W�H�W�����H�L�Q�H���V�H�K�U���L�Q�W�H�Q�V�L�Y�H���%�D�Q�G�H��

bei ~75 kDa����und zwei schwache����unscharfe Banden bei ~ 120 kDa und ~135 kDa 

(Abb. 10���� �6�S�X�U�� ����. Für Rbt4p war nur ein sehr schwaches Signal bei ~120 kDa 

detektierbar (Abb. 10�����6�S�X�U������. Im Gegensatz hierzu war in Hyphenzellen nur die ~75 

kDa Bande von Rbe1p sichtbar (Abb. 10���� �6�S�X�U�� �������� �I�•�U�� �5�E�W���S��jedoch ein 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 Zellkulturüberstands bestätigt so�P�L�W���� �G�D�V�V��

Rbe1p hauptsächlich von �+�H�I�H�]�H�O�O�H�Q���H�[�S�U�L�P�L�H�U�W���X�Q�G���V�H�N�U�H�W�L�H�U�W���Z�L�U�G�����Z�l�K�U�H�Q�G��es sich 

für Rbt4p umgekehrt verhält. Zudem wird �G�H�X�W�O�L�F�K���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H��

wachstumsformabhängig modifiziert und prozessiert werden.  

 

Überraschenderweise führte die Behandlung von Hefezellwänden mit Disulfid-

�U�H�G�X�]�L�H�U�H�Q�G�H�Q���5�H�D�J�H�Q�]�L�H�Q���Z�L�H����-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT) zu einer 

starken Freisetzung von Rbe1p (Abb. 10���� �6�S�X�U�� ��). Diese Disulfidbrücken-vermittelte 

�=�H�O�O�Z�D�Q�G�D�V�V�R�]�L�D�W�L�R�Q�� �V�F�K�H�L�Q�W�� �V�H�K�U�� �V�S�H�]�L�I�L�V�F�K�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�D�� �V�L�H�� �L�Q�� �+�\�S�K�H�Q�]�H�O�O�H�Q�� �R�G�Hr 

Rbt4p-V5-exprimierenden Zellen nicht zu beobachten war (Abb. 10���� �6�S�X�U�� ������ ����. Die 

Menge an DTT-solubilisierbarem Rbe1p �L�V�W���G�H�X�W�O�L�F�K���K�|�K�H�U���D�O�V���G�H�U���$�Q�W�H�L�O�����G�H�Q���P�D�Q���L�P��

�Q�R�U�P�D�O�H�Q�� �)�O�L�H�‰�J�O�H�L�F�K�J�H�Z�L�F�K�W�� ��steady-state) in der Zellwand erwarten würde. Zudem 

unterschied sich das detektierte Bandenmuster deutlich von den Signalen im 

Überstand. Es wurde eine zusätzliche Bande bei ~90 kDa sichtbar�� gleichzeitig war die 

Bande bei ~135 kDa sehr viel intensiver.  

 

Abb. 10: Expressionslevel von Rbe1p und Rbt4p in verschiedenen Zellfraktionen. Nachweis von 

Rbe1p und Rbt4p im Überstand (S) und in der DTT-löslichen Zellwandfraktion (P) von C. albicans Hefe- 

und Hyphenzellen durch Western-Blot mit anti-V5 Antikörper. 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 

�,�P�P�X�Q�I�O�X�R�U�H�V�]�H�Q�]�D�X�I�Q�D�K�P�H�Q�� �X�Q�G�� �E�H�V�W�l�W�L�J�H�Q���� �G�D�V�V�� �5be1p in Hefezellen zu einem 

deutlichen Anteil Zellwand-�D�V�V�R�]�L�L�H�U�W�� �Y�R�U�O�L�H�J�W���� �Z�l�Krend Rbt4p konstitutiv sekretiert 

wird. Die Verankerung von Rbe1p in der Zellwand wird durch Disulfidbrücken vermittelt 

und diese Zellwand-assoziierte Form scheint anders modifiziert oder aufgebaut zu sein 

als die extrazelluläre Variante.  

2.2 Glykosylierung  

�'�L�H���*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J���Y�R�Q���3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���K�D�W���H�L�Q�H�Q���J�U�R�‰�H�Q���(�L�Q�I�O�X�V�V���D�X�I���G�H�U�H�Q���E�L�R�S�K�\�V�L�N�D�O�L�V�F�K�H��

�(�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q���� �6�W�D�E�L�O�L�W�l�W�� �X�Q�G�� �)�X�Q�N�W�L�R�Q�D�O�L�W�l�W [148]���� �$�X�‰�H�U�G�H�P��regulieren die stark 

glykosylierten Zellwandproteine von C. albicans���� �G�L�H Permeabilität und 

Oberflächenladung �G�H�U���=�H�O�O�Z�D�Q�G����und stellen Pathogen-assoziierte molekulare Muster 

(pathogen-associated molecular patterns���� �3�$�0�3�V���� �I�•�U�� �G�L�H��Erkennung durch das 

angeborene Immunsystems dar [147].  

Rbe1p und Rbt4p besitzen beide Serin/Threonin-reiche Regionen�����G�L�H���S�R�W�Hntielle O-

Glykosylierungsmotive beinhalten. Rbe1p besitzt zusätzlich noch ein potentielles C-

terminales N-Glykosylierungsmotif (N254–�7������������ �Z�H�O�F�K�H�V�� �V�L�F�K�� �Ln den 

Aminosäuresequenzen von Rbt4p oder Pry1p und Pry2p aus S. cerevisiae nicht findet 

(Abb. 11A). Der potentiell glykosylierte Asparaginrest von Rbe1p ist im 3D 

Homologiemodell zudem an der Oberfläche des Proteins lokalisiert und wäre damit 

auch für den Oligosaccharyltransferase-Komplex im ER zugänglich (Abb. 11B).  

Sowohl die in silico Vorhersage als auch das SDS-PAGE Laufverhalten deuten auf 

�0�R�G�L�I�L�N�D�W�L�R�Q�H�Q�� �Y�R�Q�� �5�E�H���S�� �X�Q�G�� �5�E�W���S�� �G�X�U�F�K�� �*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J�� �K�L�Q���� �Z�H�V�K�D�O�E��der 

Glykosylierungsstatus der Proteine im Folgenden näher analysiert wurde. N-

glykosidische Bindungen lassen sich enzymatisch durch das Enzym Peptid-N-

Glycosidase F (PNGase F) abspalten�����Z�H�O�F�K�H�V die glykosylierten Asparagin-Reste zu 

Aspartat deaminiert und so die Oligosaccharide freisetzt. O-glykosidische Bindungen 

�]�Z�L�V�F�K�H�Q�� �G�H�Q�� �*�O�\�F�D�Q�H�L�Q�K�H�L�W�H�Q�� �X�Q�G�� ��-Hydroxylgruppen der Aminosäuren Serin oder 

�7�K�U�H�R�Q�L�Q�� �O�D�V�V�H�Q�� �V�L�F�K�� �G�X�U�F�K�� �D�O�N�D�O�L�V�F�K�H�� �/�|�V�X�Q�J�H�Q���� �L�Q��einer ��-Eliminierungsreaktion����

hydrolysieren.  
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Die ��-Eliminierungsreaktion resultierte in einem schnelleren SDS-PAGE Laufverhalten 

von Rbe1p und Rbt4p und stärker fokussierten Banden im Vergleich zu den 

unbehandelten Proben (Abb. 11C). Diese Veränderungen deuten auf eine O-

Glykosylierung beider Proteine unter den betrachteten Bedingungen hin. Die O-

�'�H�J�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J�� �V�F�K�H�L�Q�W�� �M�H�G�R�F�K�� �X�Q�Y�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�D�� �G�L�H�� �9�H�U�V�F�K�L�H�E�X�Qgen im 

apparenten Molekulargewicht nicht besonders ausgeprägt sind.  

�,�P���*�H�J�H�Q�V�D�W�]���]�X�U���‰-Eliminierung führte die Behandlung der Proteine mit PNGase F 

nur im Falle von Rbe1p �]�X�� �H�L�Q�H�U�� �9�H�U�V�F�K�L�H�E�X�Q�J�� �G�H�V�� �D�S�S�D�U�H�Q�W�H�Q�� �0�R�O�H�N�X�O�D�U�J�H�Z�L�F�K�W�V����

während das Laufverhalten von Rbt4p unverändert blieb (Abb. 11C). Diese 

Verschiebung war relativ �J�H�U�L�Q�J���� �M�H�G�R�F�K�� �V�R�Z�R�K�O�� �L�P�� �h�E�H�U�V�W�D�Q�G�� �D�O�V�� �D�X�F�K�� �L�Q�� �G�H�U�� �'�7�7-

extrahierten Zellwandfraktion zu beobachten. Die beiden Rbe1p-Banden der 

Zellwandfraktion bei ~75 und ~90 kDa bildeten nach PNGase F Behandlung eine 

einzelne �������N�'�D���%�D�Q�G�H����welche möglicherweise die vollständig N-deglykosylierte Form 

von Rbe1p darstellt. Überraschenderweise war die 135 kDa Bande von Rbe1p in der 

Zellwandfraktion auch nach Enzymbehandlung immer noch präsent���� �Z�D�V�� �D�X�I�� �H�L�Q�H��

glykosylierungsunabhängige Bildung von stabilen Proteinkomplexen hinweist.  

Interessanterweise scheint auch die Verfügbarkeit von Glucose in Hefezellen einen 

Einfluss auf die Glykosylierung von Rbe1p zu haben. Vergleicht man das apparente 

Molekulargewicht von Rbe1p �]�Z�L�V�F�K�H�Q�� �=�H�O�O�H�Q����die in Medium mit 2% Glucose oder 

���������� �*�O�X�F�R�V�H�� �J�H�Z�D�F�K�V�H�Q�� �V�L�Q�G���� �I�l�O�O�W�� �D�X�I���� �G�D�V�V�� �Q�L�H�G�U�L�J�H�� �*�O�X�F�R�V�H�O�H�Y�H�O zu 

Verschiebungen im Molekulargewicht führen (Abb. 11D). Diese Änderungen im 

Laufverhalten beobachtet man sowohl im Überstand als auch in der DTT-extrahierten 

Zellwandfraktion�� und sie ähneln stark dem Effekt der PNGase F Behandlung. 

�$�X�‰�H�U�G�H�P�� �V�F�K�H�L�Q�W�� �G�H�U�� �$�Q�W�H�L�O�� �G�H�U�� ������ �N�'�D�� �%�D�Q�G�H�� �L�Q�� �G�H�U�� �H�[�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q�� �)�U�D�N�W�L�R�Q�� �E�H�L��

�:�D�F�K�V�W�X�P�� �P�L�W�� ���������� �*�O�X�F�R�V�H�� �G�H�X�W�O�L�F�K�� �J�U�|�‰�H�U�� �]�X�� �V�H�L�Q����Möglicherweise wirkt sich die 

Verfügbarkeit von Glucose also auf die N-Glykosylierung von Rbe1p aus.  

Die �$�Q�D�O�\�V�H���G�H�V���*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J�V�V�W�D�W�X�V���Y�R�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���N�R�Q�Q�W�H���V�R�P�L�W���E�H�V�W�l�W�L�J�H�Q����

dass beide Protein O-�J�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �5�E�H���S�� �]�X�V�l�W�]�O�L�F�K��differentiell N-

glykosyliert wird. Aussagen bezüglich der Quantität der Glykosylierung sind schwer zu 

�W�U�H�I�I�H�Q�����G�D���G�L�H���9�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J�N�H�L�W���G�H�U��Deglykosylierungsreaktionen nicht beurteilt werden 

kann.  
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Abb. 11: Analyse des Glykosylierungsstatus von Rbe1p und Rbt4p.  (A) Multiples 

Sequenzalignment zwischen Rbe1p (C. albicans�������5�E�W���S����C. albicans�������3�U�\���S����S. cerevisiae) und Pry2p 

(S. cerevisiae) mit potentiellem N-Glykosylierungsmotif (NVT���� �U�R�W) in der Rbe1p Sequenz. (B) 3D-

Homologie-Modell von Rbe1p mit potentieller N-�*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J�V�V�W�H�O�O�H�����1�����������U�R�W�������/�L�Q�N�V�����%�l�Q�G�H�U�P�R�G�H�O�O����

rechts: Oberflächenansicht. (C) Die Proteine aus dem Überstand (S) und der DTT-löslichen 

Zellwandfraktion (P) wurden mit PNGase F enzymatisch N-deglykosylier�W�� �E�]�Z���� �G�X�U�F�K�� ��-Eliminierung 

chemisch O-deglykosyliert. Die Detektion von Rbe1p und Rbt4p nach SDS-�3�$�*�(����erfolgte durch einen 

Western-Blot mit anti-V5 Antikörper. (D) Expression und Laufverhalten von Rbe1p im Überstand (S) und 

in der DTT-löslichen Zellwandfraktion (P) nach Wachstum von C. albicans Hefezellen in Medium mit 

���������� �R�G�H�U������������ �*�O�X�F�R�V�H bei 30°C. Die Detektion von Rbe1p nach SDS-�3�$�*�(���� �H�U�I�R�O�J�W�H���G�X�U�F�K���H�L�Q�H�Q��

Western-Blot mit anti-V5 Antikörper. 

2.3 Protein -Protein Interaktionen  

Die Dimerisierung von Proteinen kann zu verbesserten strukturellen und funktionellen 

Eigenschaften führen�� und so zum Beispiel �G�L�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�V�W�D�E�L�O�L�W�l�W�� �H�U�K�|�K�H�Q���� �G�L�H��

Zugänglichkeit zum aktiven Zentrum verändern oder neue Bindungsstellen schaffen 

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

einige Familienmitglieder ein wichtiges Charakteristikum zu sein �>�����������������������������������@. 

Aufgrund des apparenten Molekulargewichts und der Stabilität gegenüber 

Deglykosylierung�� �Z�X�U�G�H���Y�H�U�P�X�W�H�W�����G�D�V�V���H�V���V�L�F�K���E�H�L���G�H�U�����������N�'�D���%�D�Q�G�H���Y�R�Q���5�E�H���S���L�Q��

der Zellwandfraktion möglicherweise um ein Dimer handelt. �'�D�V���D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H���6�]�H�Q�D�U�L�R����

wonach es sich bei der 75 kDa Bande bereits um ein Rbe1p-Homodimer 

(theoretisches Molekulargewicht Rbe1p-Dimer: 64 kDa) handelt�����Z�l�K�U�H�Q�G���G�L�H�����������N�'�D��

�%�D�Q�G�H�� �G�X�U�F�K�� �7�H�W�U�D�P�H�U�L�V�L�H�U�X�Q�J�� �H�Q�W�V�W�H�K�W���� �Z�X�U�G�H����aufgrund fehlender experimenteller 

�+�L�Q�Z�H�L�V�H����als eher unwahrscheinlich betrachtet. Im Folgenden wird deshalb 

�D�Q�J�H�Q�R�P�P�H�Q�����G�D�V�V���H�V���V�L�F�K���E�H�L���G�H�U���������N�'�D���%�D�Q�G�H���X�P���H�L�Q���5be1p-Monomer handelt.  

Um zwischen einem Homodimer und einem heterologen Proteinkomplex 

�X�Q�W�H�U�V�F�K�H�L�G�H�Q���]�X���N�|�Q�Q�H�Q�����Z�X�U�G�H��die DTT-labile Zellwandfraktion des rekombinanten 

Rbe1p-V5 Stamm�V�� und des zugehörigen parentalen Stamms�� mittels V5-Affinitäts-

chromatographie aufgereinigt���� �G�X�U�F�K�� �6�'�6-PAGE aufgetrennt�� und die erhaltenen 

Proteinbanden massenspektrometrisch analysiert. Das Coomassie-gefärbte Gel 

zeigte eine deutliche Anreicherung von zwei Proteinbanden bei ~75 kDa und ~135 

KDa in der Elutionsfraktion des Rbe1p-V5 Stamms (Abb. 12A).  
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Abb. 12: Aufreinigung und Identifizierung des Rbe1p Homodimers. (A) Anreicherung der zwei 

Rbe1p-V5 Banden durch V5-Affinitätschromatographie der DTT-lösliche Zellwandfraktion. Als Kontrolle 

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

Aufreinigung wurden die Elutionsfraktion durch SDS-�3�$�*�(���D�X�I�J�H�W�U�H�Q�Q�W�����P�L�W���&�R�R�P�D�V�V�L�H���%�U�L�O�O�L�D�Q�W���*-250 

gefärbt 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 Rbe1-V5 Probe und der Kontrolle. Es sind nur Proteine auf�J�H�O�L�V�W�H�W���� �G�L�H�� �P�L�W��

mindestens 2 Peptiden identifiziert wurden. Eine Liste aller identifizierten Peptide findet sich im Anhang 

(Tabelle 22). (C) Die Extraktion des Rbe1p-Homodimers ist abhängig von der Behandlung der Zellwand 

mit Disulfid-reduzierenden Reagenzien wie beta-�0�H�U�F�D�S�W�K�R�H�W�K�D�Q�R�O�� ���‰-�0�(������ �Z�l�K�U�H�Q�G��

Natriumdodecylsulfat (SD�6�����L�Q���K�|�K�H�U�H�Q���.�R�Q�]�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�����•�����������G�L�H���,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q���]�Z�L�V�F�K�H�Q���G�H�Q���0�R�Q�R�P�H�U�H�Q��

aufhebt. Für den Nachweis wurden Zellwandproteine in zwei verschiedenen sequentiellen Ansätzen 

aus C. albicans �+�H�I�H�]�H�O�O�H�Q���H�[�W�U�D�K�L�H�U�W�����$�Q�V�D�W�]�������� �(�[�W�U�D�N�W�L�R�Q���P�L�W�������� �‰-�0�(���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Qd 2% SDS; 

�$�Q�V�D�W�]�� ������ �(�[�W�U�D�N�W�L�R�Q�� �P�L�W�� ������ �6�'�6�� �X�Q�G�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� ������ �‰-ME. Die so extrahierten Proteine wurden 

�D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���L�Q���H�L�Q�H�U���6�'�6-PAGE aufgetrennt und Rbe1p-V5 durch einen Western-Blot mit einem anti-

V5 Antikörper nachgewiesen.  
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�'�L�H�V�H���]�Z�H�L���%�D�Q�G�H�Q�����S�O�X�V die dazugehörigen Bereiche einer Kontrollprobe�����Z�X�U�G�H�Q���D�X�V��

dem Gel ausgeschnitten und mittels Nano-LC-ESI-MS/MS (nano-liquid 

chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrometry) analysiert.  

�(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰�� �Z�D�U�H�Q�� �3�H�S�W�L�G�H���� �G�L�H�� �5�E�H���S�� �]�X�J�H�R�U�G�Q�H�W��werden ko�Q�Q�W�H�Q���� �L�Q�� �G�H�Q��

Banden des Rbe1p-V5 Stamms im Vergleich zur Kontrolle stark angereichert (Abb. 

12B). �$�X�F�K���3�H�S�W�L�G�H�����G�L�H sich dem C-terminalen V5/His6-T�D�J���]�X�R�U�G�Q�H�Q���O�D�V�V�H�Q�����N�R�Q�Q�W�H�Q��

nachgewiesen werden. Die wenigen Rbe1p-�3�H�S�W�L�G�H���� �G�L�H�� �L�Q�� �G�H�Q�� �.�R�Q�W�U�R�O�O�E�D�Q�G�H�Q��

�G�H�W�H�N�W�L�H�U�W���Z�X�U�G�H�Q�����V�L�Q�G���V�H�K�U���Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K���G�X�U�F�K���X�Q�V�S�H�]�L�I�L�V�F�K�H���%�L�Q�G�X�Q�J���D�Q���G�L�H���9��-

Affinitätsmatrix zu erklären. Die Abdeckung der Rbe1p-V5 Proteinsequenz durch die 

detektierten Peptide betrug für die 75 kDa Bande 29% und für die 135 kDa Bande 

���������� �(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰�� �Z�X�U�G�H�Q�� �N�H�L�Q�H�� �1-terminalen oder potentiell O-glykosylierten 

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

Peptidzusammensetzung zwischen den zwei Rbe1p-V5 Banden konnte zudem kein 

Unterschied bezüglich der abgedeckten Sequenzbereiche festgestellt werden. Es gibt 

somit keinen Hinweis auf unterschiedliche proteolytische Prozessierung der zwei 

Banden.  

Vergleicht man die zusätzlich gefundenen Peptide zwischen dem Rbe1p-V5 Stamm 

�X�Q�G���G�H�U���.�R�Q�W�U�R�O�O�H�����O�D�V�V�H�Q���V�L�F�K���N�H�L�Q�H���N�O�D�U�H�Q���T�X�D�O�L�W�D�W�L�Y�H�Q���X�Q�G���T�X�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�H�Q���8�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�G�H��

feststellen (Abb. 12B). �2�E�Z�R�K�O�� �H�V�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�� �J�L�E�W���� �G�L�H�� �H�[�N�O�X�V�L�Y�� �L�Q��den Banden des 

rekombinanten Stamms gef�X�Q�G�H�Q���Z�X�U�G�H�Q�����L�V�W���G�L�H���D�E�V�R�O�X�W�H���$�Q�]�D�K�O���G�L�H�V�H�U Peptide sehr 

niedrig und deutet nicht auf eine stöchiometrische Interaktion hin. Es ist somit sehr viel 

�Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�H�U���� �G�D�V�V�� �H�V�� �V�L�F�K�� �E�H�L�� �G�H�U�� �������� �N�'�D�� �%�D�Q�G�H�� �X�P�� �H�L�Q�� �5�E�H���S�� �+�R�P�R�G�L�P�H�U��

handelt.  

 

Um weitere Informationen über die Verankerung des Dimers in der Zellwand zu 

�H�U�O�D�Q�J�H�Q���� �Z�X�U�G�H neben DTT �E�]�Z���� �‰-ME���� �D�X�F�K��Natriumdodecylsulfat (SDS) als 

Extraktionsmittel eingesetzt. Interessanterweise führt die Behandlung von Zellwänden 

mit 2% SDS auch zu einer starken Freisetzung von Rbe1p (Abb. 12C). Im Gegensatz 

zur Behandlung mit DTT wurde nach Extraktion mit SDS jedoch nur die 75 kDa 

Monomerbande von Rbe1p detektiert (Abb. 12C). Eine sequentielle Extraktion mit SDS 

�X�Q�G�� �‰-�0�(�� �]�H�L�J�W�H���� �G�D�V�V��dies wahrscheinlich nicht an einer unterschiedlichen 
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Verankerung �G�H�V�� �0�R�Q�R�P�H�U�V�� �X�Q�G�� �G�H�V�� �'�L�P�H�U�V�� �L�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�� �O�L�H�J�W���� �V�R�Q�G�H�U�Q�� �D�Q�� �G�Hr 

Instabilität des Dimers bei sehr hohen SDS-Konzentrationen ���• 2%).  

 

Unabhängig hiervon�����V�F�K�H�L�Q�W���G�L�H���5�E�H���S���+�R�P�R�G�L�P�H�U�L�V�L�H�U�X�Q�J���D�X�‰�H�U�R�U�G�H�Q�W�O�L�F�K���V�W�D�E�L�O���]�X��

�V�H�L�Q�����G�D���V�L�H���X�Q�W�H�U���G�H�Q���V�H�K�U���V�W�U�L�Q�J�H�Q�W�H�Q���'�H�Q�D�W�X�U�L�H�U�X�Q�J�V�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q���Z�l�K�U�H�Q�G���G�H�U���6�'�6-

PAGE nicht aufgelöst wird. Die Ausbildung SDS-stabiler Komplexe ist in 

verschiedenen biologischen Kontexten zu beobachten und stellt ein wichtiges 

Charakteristikum von Amyloidproteinen dar �>���������� �������@. Interessanterweise wurde 

�E�H�R�E�D�F�K�W�H�W���� �G�D�V�V�� �G�D�V�� �K�X�P�D�Q�H�� �&�$�3-Protein GAPR-1 in Anwesenheit negativ 

�J�H�O�D�G�H�Q�H�U�� �3�K�R�V�S�K�R�O�L�S�L�G�H�Q���� �Z�L�H�� �3�K�R�V�S�K�D�W�L�G�\�O�L�Q�R�V�L�W�R�O���� �$�P�\�O�R�L�G�I�L�E�U�L�O�O�H�Q�� �D�X�V�E�L�O�G�H�W��[100]. 

Für rekombinantes Rbe1p und Rbt4p aus P. pastoris (s���� �0�H�W�K�R�G�H�Q�����$�E�V�F�K�Q�L�W�W��2.7.6) 

konnte eine solche Amyloidbildung mittels verschiedener Nachweisverfahren 

(Thioflavin-�7�� �)�O�X�R�U�H�V�]�H�Q�]���� �2�O�L�J�R�P�H�U-spezifische Antikörper) jedoch nicht beobachtet 

werden (Daten nicht gezeigt).  

 

 Funktionelle A nalyse von Rbe1p und Rbt4p  

3.1 Heterologe Expression von Rbe1p und Rbt4p in E. coli  

Verschiedene funktionelle Analysen im Zusammenhang mit eukaryotischen CAP-

Proteinen wurden mit heterolog exprimierten Proteinen aus E. coli durchgeführt �>����������

���������� �������@. Die hierbei fehlenden posttranslationalen Modifikationsmechanismen 

scheinen sich nicht negativ auf die untersuchten funktionellen Eigenschaften der 

Proteine auszuwirken. Vor diesem Hintergrund���� �V�R�Z�L�H�� �G�H�U�� �7�D�W�V�D�F�K�H���� �G�D�V�V�� �G�L�H��

heterologe Proteinexpression in E. coli meist hohe Ausbeuten liefert [153]���� �Z�X�U�G�H��

entschieden Rbe1p und Rbt4p für funktionelle Analysen in E. coli zu exprimieren.  

Für die heterologe Proteinexpression in E. coli sind eine Reihe verschiedener 

Vektorsysteme und Expressionsstämme beschrieben worden [153]�����Z�R�E�H�L���L�P�P�H�U���H�L�Q��

optimales Verhältnis zwischen der Ausbeute und Löslichkeit des Zielproteins 

angestrebt wird. Zudem sollte das gewählte Expressionssystem eine spezifische und 

einfache Proteinaufreinigung ermöglichen. Ein weiteres wichtiges Auswahlkriterium für 

die Expression vieler eukaryotischer Proteine ist die Fähigkeit des 
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Expressionssystems Disulfidbrücken auszubilden. In Eukaryoten wird die Bildung von 

Disulfidbrücken durch das Enzym Protein-Disulfid-Isomerase im ER katalysiert����

während Disulfidbrücken bei Prokaryoten �D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K���L�P���3�H�U�L�S�O�D�V�P�D���G�X�U�F�K��Katalyse 

von Dsb-Proteinen entstehen [154]. Eine Möglichkeit Disulfidbrücken bei heterolog 

exprimierten Proteinen auszubilden�� �E�H�V�W�H�K�W�� �G�H�V�K�D�O�E�� �G�D�U�L�Q���� �G�L�H�V�H��mit einem 

Signalpeptid zu fusionier�H�Q���� �G�D�V den Export ins Periplasma steuert. Die Ausbildung 

von Disulfidbrücken im reduzierenden Milieu des Cytosols lässt sich �D�X�‰�H�U�G�H�P durch 

Deletion cytoplasmatischer Reduktasen verbessern.  

Für die Expression von Rbe1p und Rbt4p in E. coli wurde in dieser Arbeit das pET-

�9�H�N�W�R�U�V�\�V�W�H�P�� �D�X�V�J�H�Z�l�K�O�W���� �G�D�V�� �D�X�I�� �G�H�U�� �5�1�$�� �3�R�O�\�P�H�U�D�V�H�� �G�H�V�� �%�D�N�W�H�U�L�R�S�K�D�J�H�Q�� �7����

basiert [155]. Das T7 RNA Polymerase/Promotor-System ist ein sehr starkes und 

spezifisches Expressionssystem und ermöglicht hohe Proteinausbeuten. Um die 

Detektion und Aufreinigung der exprimierten Proteine zu vereinfachen�� wurden diese 

mit einem Polyhistidin-Epitop fus�L�R�Q�L�H�U�W���� �Z�R�Eei sowohl N-terminale�� als auch C-

terminale Varianten�� getestet wurden. Da die Ausbildung von Disulfidbrücken ein 

�Z�L�F�K�W�L�J�H�V���V�W�U�X�N�W�X�U�H�O�O�H�V���0�H�U�N�P�D�O���Y�R�Q���&�$�3���3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���L�V�W�����Zurden zudem verschiedene 

Möglichkeiten zur Disulfidbrückenbildung verglichen. Neben der gezielten 

periplasmatischen �/�R�N�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�����Z�X�U�G�H�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���D�X�F�K��im rekombinanten E. 

coli Stamm SHuffle® exprimiert. Dieser Stamm ermöglicht die cytosolische Ausbildung 

�Y�R�Q���'�L�V�X�O�I�L�G�E�U�•�F�N�H�Q�����G�D���H�U���I�•�U���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H���7�K�L�R�U�H�G�R�[�L�Q- bzw. Glutathion-Reduktasen 

defizient ist�� und gleichzeitig die periplasmatische Protein-Disulfid-Isomerase DsbC 

cytosolisch exprimiert [156].  

Western-Blot Analysen der aufgereinigten Proteinlysate zeigten���� �G�D�V�V�� �G�L�H��

cytoplasmatische Expression von Rbe1p und Rbt4p im E. coli Stamm SHuffle®���� �L�P��

�9�H�U�J�O�H�L�F�K�� �]�X�U�� �S�H�U�L�S�O�D�V�P�D�W�L�V�F�K�H�Q�� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q����zu höheren Ausbeuten führte (Daten 

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

generell eher gering. �(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰�� �P�L�J�U�L�H�U�W�H�Q�� �G�L�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�� �L�Q�� �G�H�U�� �6�'�6-PAGE 

schneller als die glykosylierten C. albicans Varianten�����M�H�G�R�F�K���H�W�Z�D�V��langsamer�� als es 

ihr theoretisches �0�R�O�H�N�X�O�D�U�J�H�Z�L�F�K�W�� ���5�E�H���a�� ������ �N�'�D���� �5�E�W���a�� ������ �N�'�D����erwarten lässt 

(Abb. 13 �$���� �&). Die Fusionsproteine mit N-terminalem His10-Tag hatten eine höhere 

Affinität zur Ni2+-NTA-Matrix als die Konstrukte mit C-terminalem His6-T�D�J�����Z�D�V���V�L�F�K��
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positiv auf die Reinheit der Proteinpräparationen auswirkte (Daten nicht gezeigt). Im 

Folgenden wurden deshalb nur noch diese Varianten verwendet.   

 

 

Abb. 13: Einfluss der Codon-Optimierung auf die heterologe Proteinexpression von Rbe1p und 

Rbt4p in E. coli . Ni2+-NTA-Affinitätsaufreinigung von Rbe1p und Rbt4p aus SHuffle® E. coli Stämme 

mit den nativen RBE1 und RBT4 Gensequenzen (pET19b-RBE1; pET19b-RBT4) bzw. Codon-

optimierten Gensequenzen (pET19b-RBE1 opt.; pET19b-RBT4 opt.). Die entsprechenden Stämme 

wurden für 16 h mit 1 mM I�3�7�*�� �L�Q�G�X�]�L�H�U�W���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���G�X�U�F�K���+�R�F�K�G�U�X�F�N�K�R�P�R�J�H�Q�L�V�D�W�L�R�Q���O�\�V�L�H�U�W����

Das Lysat (I) wurde auf eine Ni2+-NTA-�6�l�X�O�H�� �J�H�J�H�E�H�Q�����'������ �G�L�H��Säule in drei Schritten mit steigender 

Imidazolkonzentration gewaschen (W1-W3)�� und gebundenes Protein mit 500 mM Imidazol eluiert (E). 

�$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�Q���)�U�D�N�W�L�R�Q�H�Q���L�Q���H�L�Q�H�U���6�'�6-PAGE aufgetrennt und das Gel mit 

Coomassie G-250 gefärbt�� oder durch einen Western-Blot mit anti-His5 Antikörper entwickelt.  

 

Auch nach Aufreinigung durch Ni2+-NTA-Chromatographie war die erhaltene Menge 

an rekombinantem Rbe1p �V�R���J�H�U�L�Q�J�����G�D�V�V���H�L�Q���1�D�F�K�Z�H�L�V���Q�X�U���L�P���:�H�V�W�H�U�Q-Blot möglich 

war (Abb. 13C�������5�E�W���S���O�L�H�‰���V�L�F�K���K�L�Q�J�H�J�H�Q���D�X�F�K���G�X�U�F�K���N�R�O�O�R�L�G�D�O�H���&�R�R�P�D�V�V�L�H-Färbung 

nachweisen (Nachweisgrenze: ca. 30 ng) (Abb. 13A)���� �(�V�� �O�D�J�� �G�L�H�� �9�H�U�P�X�W�X�Q�J�� �Q�D�K�H����
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dass die abweichende Codon usage zwischen C. albicans und E. coli ein Grund für 

die geringen Ausbeuten war. Die Codon usage korreliert mit der speziesspezifischen 

Abundanz der für die Aminosäure �N�R�J�Q�D�W�H�Q���W�5�1�$���� �X�Q�G���Z�L�U�N�W���V�L�F�K���G�D�G�X�U�F�K���G�L�U�H�N�W���D�X�I��

die Translationseffizienz aus [157]. Basierend auf dieser Vermutung wurden beide 

Gensequenzen in silico codon-�R�S�W�L�P�L�H�U�W���� �Y�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J�� �V�\�Q�W�K�H�W�L�V�L�H�U�W�� �X�Q�G�� �L�Q�� �G�D�V�� �Y�R�U�K�H�U��

ausgewählte Expressionssystem integriert. Die Codon-Optimierung führte verglichen 

mit den ursprünglichen Konstrukten unter identischen Expressionsbedingungen zu 

deutlich höheren Proteinmengen (Abb. 13 �%�����&). Es konnten Proteinausbeuten von bis 

zu 3 mg/L für Rbe1p und Rbt4p �H�U�U�H�L�F�K�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �Z�D�U�� �G�L�H�� �5�H�L�Q�K�H�L�W�� �G�H�U��

Proteine nach Ni2+-NTA-Chromatographie für funktionelle Analysen ausreichend.  

 

Neben E. coli�� wurden Rbe1p und Rbt4p in dieser Arbeit auch in der methylotrophen 

Hefe Pichia pastoris erfolgreich heterolog exprimiert. Die Expression der c-Myc/His6-

Fusionsproteine erfolgte unter dem Methanol-induzierbaren AOX1-Promotor im P. 

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

C. albicans �*�H�Q�V�H�T�X�H�Q�]�H�Q���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�����Z�R�E�H�L���G�L�H�V���]�X�U���6�H�N�U�H�W�L�R�Q���G�H�U���)�X�V�L�R�Q�V�S�U�R�W�H�L�Q�H��

in den Überstand führte (s. Anhang����Abb. 28). Die Aufreinigung der heterolog 

exprimierten Proteine aus dem Überstand erfolgte durch Ni2+-NTA-Chromatographie 

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

Anhang����Abb. 28).  

3.2 In vitro  Sterolbindung  

�$�N�W�X�H�O�O�H�� �)�R�U�V�F�K�X�Q�J�V�H�U�J�H�E�Q�L�V�V�H�� �]�H�L�J�H�Q���� �G�D�V�V�� �Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�� �&�$�3-Proteine 

Sterolmoleküle binden und exportieren können �>�������� ���������� ������-111]. Bislang wurde 

diese Funktion für einzelne Vertreter aus Pilzen���� �3�I�O�D�Q�]�H�Q���� �:�•�U�P�H�Un und dem 

Menschen nachgewiesen. Das Genom von S. cerevisiae kodiert für drei CAP-�3�U�R�W�H�L�Q�H����

PRY1 - PRY3�����Z�R�E�H�L���G�L�H���'�H�O�H�W�L�R�Q���Y�R�Q��PRY1 und PRY2 den Export von intrazellulär 

akkumuliertem Cholesterolacetat in vivo blockiert [107]. Gleichzeitig binden beide 

Proteine Sterolmoleküle wie Cholesterol und Cholesterolacetat mit submikromolarer 

Affinität in vitro [107].  
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Für Rbe1p und Rbt4p wurde bis dato noch keine Sterolbindung �E�H�V�F�K�U�L�H�E�H�Q���� �H�L�Q�H��

solche Bindung könnte jedoch sowohl auf Pathogen- als auch Wirtsseite wichtige 

physiologische Auswirkungen haben. Um die Sterolbindungseigenschaften von Rbe1p 

�X�Q�G���5�E�W���S���]�X���X�Q�W�H�U�V�X�F�K�H�Q�����Z�X�U�G�H�Q��die aufgereinigten Proteine aus E. coli in einem in 

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

inkubiert. Die Auftragung der gemessenen Radioaktivität gegen die eingesetzte [3H]-

Cholesterolmenge zeigte für beide Proteine ein Sättigungsverhalten bei höheren 

Cholesterolkonzentrationen (Abb. 14A). Eine solche hyperbole Bindungskurve ist 

charakteristisch für eine spezifische Ligandenbindung ohne kooperative 

Wechselwirkung. Aus der erhaltenen Bindungskurve lässt sich �D�X�‰�H�U�G�H�P��die 

Dissoziationskonstante�� �X�Q�G�� �V�R�P�L�W�� �D�X�F�K�� �G�L�H�� �%�L�Q�G�X�Q�J�V�V�W�l�U�N�H�� �G�H�U�� �,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q����

bestimmen. Die Dissoziationskonstante Kd der Cholesterolbindung lag für Rbt4p bei 

�a���������—�0���X�Q�G���I�•�U���5�E�H���S���E�H�L���a�����������—�0�����5�E�W���S���]�H�L�J�W�H��im Vergleich zu Rbe1p somit eine 

höhere Affinität zu Cholesterol.  

 

 

Abb. 14: In vitro  Cholesterol- Bindung von Rbe1p und Rbt4p. (A) Konzentrationsabhängige 

Cholesterol-Bindung von isoliertem Rbe1p und Rbt4p aus E.coli. Für die Bindungsreaktion wurden je 

100 pmol Protein mit steigenden Mengen an [3H]-Cholesterol (100 - 500 pmol) inkubiert. A�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��

wurden die Proteine durch Q-Sepharose von ungebundenem [3H]-Cholesterol getrennt und gebundenes 

[3H]-Cholesterol durch einen Szintillationszähler quantifiziert. Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± 

Standardabweichung aus vier unabhängigen Experimenten. (B) Kompetitions-experiment mit 
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nichtradioaktivem Cholesterol. Für die Bindungsreaktion wurden je 100 pmol Protein mit 50 pmol [3H]-

Cholesterol inkubiert und gleichzeitig durch 50 oder 500 pmol nichtradioaktives Cholesterol kompetitiert. 

Die Ergebnisse der Kompetition sind relativ zur [3H]-Cholesterol-Bindung ohne Kompetition dargestellt. 

Die Daten repräsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung aus drei unabhängigen 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 Pry1 aus S. cerevisiae hat geze�L�J�W����

dass die aromatischen Aminosäuren im sogenannten Caveolin-Bindemotiv (CBM) für 

die Cholesterolbindung essentiell sind [112]. Die Sequenzähnlichkeit zwischen Rbe1p����

Rbt4p und Pry1p ist in diesem Bereich allerdings eher gering (Abb. 15B). Einige der 

essentiellen aromatischen Aminosäuren sind in der Rbe1p-Sequenz konserviert 

(W202���� �)������������ �Z�l�K�U�H�Q�G��sich keiner der aromatischen Reste in der Rbt4p-Sequenz 

findet. Für die Fähigkeit zur Sterolbindung ist die Identität der Aminosäuren jedoch 

�Z�H�Q�L�J�H�U�� �H�Q�W�V�F�K�H�L�G�H�Q�G���� �D�O�V�� �G�L�H �U�l�X�P�O�L�F�K�H�� �6�W�U�X�N�W�X�U���� �G�L�H��von den entsprechenden 

Aminosäuren gebildet wird. Lösliche Cholesterol-Bindeproteine besitzen sehr häufig 

�R�E�H�U�I�O�l�F�K�O�L�F�K�� �]�X�J�l�Q�J�O�L�F�K�H�� �9�H�U�W�L�H�I�X�Q�J�H�Q���� �G�L�H�� �G�D�V�� �K�\�G�U�R�S�K�R�E�H�� �6�W�H�U�R�L�G�J�H�U�•�V�W�� �Y�R�Q�� �G�H�U��

hydrophilen Umgebung abschirmen [158]. Vergleicht man die Oberfläche der 

Kristallstruktur von Pry1p mit den Homologie-Modellen von Rbe1p und Rbt4p�����I�l�O�O�W���D�X�I����

dass die CBM-Region in allen drei Proteinen oberflächlich zugängliche Vertiefungen 

ausbildet (Abb. 15A)�����5�E�W���S���E�H�V�L�W�]�W���G�L�H���N�O�H�L�Q�V�W�H���9�H�U�W�L�H�I�X�Q�J�����Z�D�V���K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K���G�D�U�D�Q��

�O�L�H�J�W����dass ein Tyrosin-�5�H�V�W�� ���<������������ �G�L�H�� �*�U�|�‰�H�� �G�H�U�� �9�H�U�W�L�H�I�X�Q�J�� �H�L�Q�V�F�K�U�l�Q�N�W����

�,�Q�W�H�U�H�V�V�D�Q�W�H�U�Z�H�L�V�H���]�H�L�J�W���5�E�H���S���H�L�Q�H���W�X�Q�Q�H�O�I�|�U�P�L�J�H���9�H�U�W�L�H�I�X�Q�J�����G�L�H���V�L�F�K���L�Q�V���,�Q�Q�H�U�H���G�H�V��

Proteins erstreckt. Diese Struktur ist für Pry1p und Rbt4p nicht sichtbar�� sie wird erst 

durch die Substitution von sperrigen Aminosäuren wie Tyrosin oder Prolin durch 

kleinere Aminosäuren wie �9�D�O�L�Q�� ���9���������� �9�������� ermöglicht. Des Weiteren sind auch 

�$�P�L�Q�R�V�l�X�U�H�Q���D�X�‰�H�U�K�D�O�E���G�H�V���&�%�0 ���7�����������)�������� an der Ausbildung der Tunnelstruktur 

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

(CBMs). (A) 3D-Modell des C-�7�H�U�P�L�Q�X�V�� �Y�R�Q�� �5�E�H���S���� �5�E�W���S�� �X�Q�G�� �3�U�\���S���� �'�L�H�� �+�R�P�R�O�R�J�L�H-Modelle von 

Rbe1p und Rbt4p wurden mit I-Tasser �H�U�V�W�H�O�O�W�����G�L�H���6�W�U�X�N�W�X�U���Y�R�Q���3�U�\���S���E�D�V�L�H�U�W���D�X�I���G�H�P���3�'�%-Eintrag 5ete. 

Die oberflächlich zugänglichen Vertiefungen in den CBM-Regionen sind als graues Gitter dargestellt 

�X�Q�G���G�L�H���$�P�L�Q�R�V�l�X�U�H�Q�����G�L�H���G�L�H�V�H���6�W�U�X�N�W�X�U���N�R�Q�V�W�L�W�X�L�H�U�H�Q�����L�P���6�W�l�E�F�K�H�Q-Modell. Die Aminosäuren des CBM 

sind zusätzlich rot eingefärbt. (B) Multiples Sequenzalignment der C-terminalen �$�P�L�Q�R�V�l�X�U�H�Q�����L�Q�N�O�X�V�L�Y�H��

�&�%�0���X�Q�G���&�$�3�����&�$�3�����0�R�W�L�Y�H�����Y�R�Q���5�E�H���S����C. albicans�������5�E�W���S����C. albicans�������3�U�\���S����S. cerevisiae) und 

Pry2p (S. cerevisiae). Aminosäuren des CBM sind rot eingefärbt.  

3.3 In vivo  Steroltransport  

Nachdem die in vitro Sterolbindung durch Rbe1p und Rbt4p experimentell bestätigt 

�Z�X�U�G�H����sollte diese Interaktion auch in vivo analysiert und in einen funktionellen 

Kontext eingeordnet werden. �8�P���K�H�U�D�X�V�]�X�I�L�Q�G�H�Q�����R�E���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S�����l�K�Q�O�L�F�K��wie 

Pry1p und Pry2p�� auch am zellulären Export von Sterolen �E�H�W�H�L�O�L�J�W�� �V�L�Q�G���� �Z�Xrde ein 

Komplementationstest in S. cerevisiae durchgeführt. Hierzu wurden RBE1 und RBT4 

in Häm-defizienten S. cerevisiae �=�H�O�O�H�Q�� �H�[�S�U�L�P�L�H�U�W�� in denen die Gene für die 

Steroldeacetylase SAY1 und die zwei CAP-Proteine PRY1 und PRY2 deletiert sind. 

Diese Mutanten können aufgrund ihrer Häm-Defizienz Cholesterol unter aeroben 

�%�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�� �D�X�I�Q�H�K�P�H�Q����gleichzeitig führt die Deletion von SAY1 und PRY1/PRY2 

allerdings zu einem Exportstopp und der intrazellulären Akkumulation von acetyliertem 

Cholesterol [107]. Durch Wachstum der zu testenden Stämme in Anwesenheit von 
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[14C]-�&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�H�U���%�H�V�W�L�P�P�X�Q�J���G�H�V���9�H�U�K�l�O�W�Q�L�V�V�H�V���]�Z�L�V�F�K�H�Q���L�Q�W�U�D- 

und extrazellulärem Cholesterolacetat mittels Dünnschichtchromatographie wurde der 

Sterolexport quantifiziert und zwischen den Stämmen 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. 

�S�U�\���¨�S�U�\���¨�V�D�\���¨�K�H�P���¨ �=�H�O�O�H�Q���P�L�W���/�H�H�U�Y�H�N�W�R�U���R�G�H�U���H�L�Q�H�P���9�H�N�W�R�U�����G�H�U��RBE1 bzw. RBT4 �W�U�l�J�W�� wurden 

in Anwesenheit von [14C]-�&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�� �N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W���� �G�L�H�� �/�L�S�L�G�H�� �D�X�V�� �G�H�P�� �=�H�O�O�S�H�O�O�H�W�� ���3���� �X�Q�G�� �G�H�P��

�=�H�O�O�N�X�O�W�X�U�•�E�H�U�V�W�D�Q�G�� ���6���� �H�[�W�U�D�K�L�H�U�W�� �X�Q�G�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�X�U�F�K�� �'�•�Q�Q�V�F�K�L�F�K�W�F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�L�H�� �D�X�I�J�Htrennt. 
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STE = Sterolester; CA = Cholesterylacetat; FC = freies Cholesterol; * = nicht identifiziertes Sterolderivat. 

(B) Cholesterlyacetat Export-Index der verschiedenen Stämme. Der Export-Index repräsentiert das 

relative Verhältnis zwischen exportiertem CA zur Gesamtmenge an CA. Die Daten zeigen den Mittelwert 

± Standardabweichung aus zwei unabhängigen 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 Stämme wurden 

für fünf Tage in Medium mit [14C]-Cholesterol kultiviert und die aufgenommene Menge an [14C]-

Cholesterol täglich durch einen Szintillationszähler bestimmt. Die angegebenen Prozentwerte beziehen 

sich auf die insgesamt zur Verfügung stehende Menge an [14C]-Cholesterol�� und repräsentieren die 

Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei biologischen Replikaten.   

 

�(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰��führte die Deletion der zwei PRY-Proteine�� im Vergleich zum 

parentalen Stamm bzw. einer Leervektor-�.�R�Q�W�U�R�O�O�H����zu einer starken Reduktion der 

Cholesterolacetat-Konzentration im Zellkulturüberstand (Abb. 16A). Die Plasmid-

basierte Expression von RBE1 und RBT4 konnte den fehlenden Export von 

Cholesterolacetat im �¨pry1�¨pry2-Stamm erfolgreich revertieren (Abb. 16A). Die 

Quantifizierung �G�X�U�F�K�� �G�H�Q�� �(�[�S�R�U�W�L�Q�G�H�[���� �G�D�V�� �9�H�U�K�l�O�W�Q�L�V�� �Y�R�Q�� �H�[�S�R�U�W�L�H�U�W�H�P��

Cholesterolacetat zur Gesamtmenge an intra- und extrazellulärem �&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�D�F�H�W�D�W����

zeigte�� dass der Sterolexport nach der Reversion ungefähr dem Level des parentalen 

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

Daten�� und macht deut�O�L�F�K���� �G�D�V�V�� �5�E�H���S�� �X�Q�G�� �5�E�W���S��auch in vivo das Potential zur 

Sterolbindung und dem Sterolexport besitzen.   

Im Vergleich zu anderen Pilzspezies�� wie S. cerevisiae oder C. glabrata�����L�V�W��C. albicans 

auch dazu in der Lage�� Sterolmoleküle unter aeroben Bedingungen aufzunehmen 

[138]. Dieser Sterolimport ist allerdings auf post-exponentielle Wachstumsphasen 

beschränkt [138]. Neben der Sterolexportfunktion von Rbe1p und Rbt4p�� ist somit auch 

eine Beteiligung am Sterolimport denkbar. Um eine solche Funktion zu über�S�U�•�I�H�Q����

wurden die RBE1- und RBT4-Deletionsstämme in Anwesenheit von [14C]-Cholesterol 

�N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��die zellassoziierte Radioaktivität quantifiziert.  

Über einen Zeitraum von 5 Tagen nahmen alle Stämme ca. 45% des vorhandenen 

[14C]-�&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O�V�� �D�X�I���� �Z�R�E�H�L�� �G�L�H�� �K�|�F�K�V�W�H�� �$�X�I�Q�D�K�P�H�U�D�W�H�� �]�Z�L�V�F�K�H�Q�� �7�D�J�� ���� �X�Q�G�� �� lag 

(Abb. 16C). Ein Unterschied in der Cholesterolaufnahme zwischen dem Wildtyp und 

den Deletionsstämmen 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 Lipidhomöostase  

Lipide sind essentielle Bestandte�L�O�H�� �E�L�R�O�R�J�L�V�F�K�H�U�� �0�H�P�E�U�D�Q�H�Q���� �G�L�H�Q�H�Q�� �G�H�U��

Energiespeicherung und sind wichtige zelluläre Signaltransduktionsmoleküle [159]. 

Aufgrund dessen ist die Aufrechterhaltung der Lipidhomöostase durch Regulation von 

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

Parameter für Zellen. Ein Überschuss an zellulären Lipiden ist schädlich und wirkt 

lipotoxisch [160]. Da die vorhergehenden �(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�H���J�H�]�H�L�J�W���K�D�E�H�Q�����G�D�V�V���5�E�H���S���X�Q�G��

Rbt4p �6�W�H�U�R�O�H�� �E�L�Q�G�H�Q�� �X�Q�G�� �H�[�S�R�U�W�L�H�U�H�Q�� �N�|�Q�Q�H�Q���� �V�R�O�O�W�H�� �L�P�� �)�R�O�J�H�Q�G�H�Q�� �G�L�H�� �$�X�V�Z�L�U�N�X�Q�J��

dieser Funktion auf die Lipidhomöostase in C. albicans näher untersucht werden. 

Hierzu wurden einerseits vergleichende massenspektrometrische Lipidanalysen 

�G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W���� �D�Q�G�H�U�H�U�V�H�L�W�V die Sterollokalisation und die Sensitivität der Deletions-

stämme gegenüber Modulatoren der Lipidhöostase analysiert. 

 

Vergleichende massenspektrometrische Lipidanalysen 

In einer massenspektrometrischen Analyse wurde die Lipidzusammensetzung 

�]�Z�L�V�F�K�H�Q�� �G�H�P�� �:�L�O�G�W�\�S���� �G�H�U���¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Mutante und der Revertante in Hefe- und 

Hyphenzellen verglichen. Zur Analyse wurden polare �/�L�S�L�G�H���� �Z�L�H�� �3�K�R�V�S�K�R- und 

Glykolipide�� durch hydrophilic interaction liquid chromatography (HILC) und heated 

electrospray ionization (HESI) aufgetrennt und ionisiert����während für n�H�X�W�U�D�O�H���/�L�S�L�G�H����

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���� �G�D�V�V�� �V�L�F�K�� �G�L�H�� �3�U�R�E�H�Q����

�X�Q�D�E�K�l�Q�J�L�J�� �Y�R�Q���G�H�U�� �/�L�S�L�G�N�O�D�V�V�H���� �H�L�Q�G�H�X�W�L�J��durch die Wachstumsform unterscheiden 

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 �]�X�P�� �*�U�R�‰�W�H�L�O��auf die 

Wachstumsform zurückführen. 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 für beide Lipidklassen meist ähnlich 

�J�U�R�‰�� wie die biologische Varianz zwischen den Stämmen. Die einzig auffällige 

Differenz zwischen den Stämmen zeigte sich für polare Lipide in der Doppelmutante 

unter Hefewachstumsbedingungen (Abb. 17). �$�O�O�H�U�G�L�Q�J�V���O�L�H�‰���V�L�F�K���G�L�H�V�Hr Unterschied 

�G�X�U�F�K�� �Z�H�L�W�H�U�H�� �$�Q�D�O�\�V�H�Q�� �P�L�W�� �H�L�Q�H�U�� �J�U�|�‰�H�U�H�Q�� �$�Q�]�D�K�O�� �D�Q�� �5�H�S�O�L�N�D�W�H�Q�� �Q�L�F�K�W�� �E�H�V�W�l�W�L�J�H�Q��

(Daten nicht gezeigt).  Obwohl die heterologe Expression von RBE1 und RBT4 den 

Sterolexport in S. cerevisiae �E�H�H�L�Q�I�O�X�V�V�W���� �V�F�K�H�L�Q�W�� �G�D�V�� �)�H�K�O�H�Q�� �E�H�L�G�H�U�� �*�H�Q�H�� �G�L�H��

intrazelluläre Lipidzusammensetzung in C. albicans unter den gewählten 

Versuchsbedingungen somit nicht nachweislich zu verändern.  

 

 

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

in C. albicans . Für die Lipidanalysen wurden der Wildtyp (WT)�����G�L�H���¨�U�E�H���¨�U�E�W�� Mutante (�¨�¨) und die 

Revertante (Rev) unter Hefe- ���<�3�'���������ƒ�&�����E�]�Z�����+�\�S�K�H�Q�Z�D�F�K�V�W�X�P�V�E�H�G�L�Q�J�Xngen ���<�3�6���������ƒ�&�����N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W 

(4 Replikate pro Bedingung)���� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�L�H�� �*�H�V�D�P�W�O�L�S�L�G�H�� �H�[�W�U�D�K�L�H�U�W und mittels Flüssig-

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 

Unabhängig von der qualitativen und quantitativen Sterolzusammensetzung�� könnten 

Rbe1p und Rbt4p einen Einfluss auf die intrazelluläre Lokalisation von Sterolen haben. 

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

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

Um die Sterollokalisation zwischen dem Wildtyp und der Doppelmutante zu 

�Y�H�U�J�O�H�L�F�K�H�Q���� �Z�X�U�G�H�Q�� �+�H�I�H- und Hyphenzellen mit Filipin angefärbt und durch 

Fluoreszenzmikroskopie visualisiert (Abb. 18). Filipin ist ein fluoreszierendes Polyen 

aus dem Bakterium Streptomyces filipinensis���� �G�Ds an Sterole bindet [163]. 

�(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰�� �]�H�L�J�W�H�Q�� �+�\�S�K�H�Q�]�H�O�Oen eine intensive Filipin-Färbung an den 

�Z�D�F�K�V�H�Q�G�H�Q���6�S�L�W�]�H�Q�����Z�l�K�Uend Hefezellen keine klare Polarisierung aufwiesen (Abb. 

18).  

 

 

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

albicans . �)�•�U���G�L�H���9�L�V�X�D�O�L�V�L�H�U�X�Q�J���G�H�U���L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q���6�W�H�U�R�O�O�R�N�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���Z�X�U�G�H�Q���:�L�O�G�W�\�S���=�H�O�O�H�Q�����:�7�������X�Q�G��

�¨�U�E�H���¨�U�E�W�� Zellen ���¨�U�E�H���¨�U�E�W��) unter Hefe- ���<�3�'���������ƒ�&�����E�]�Z�����+�\�S�K�H�Q�Z�D�F�K�V�W�X�P�V�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�����5�3�0�,����

�����ƒ�&�����N�X�O�W�L�Y�L�H�U�W���X�Q�G���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���P�L�W���)�L�O�L�S�L�Q���J�H�I�l�U�E�W�� �0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q����15 µm.  

 

Das Fehlen von RBE1 und RBT4 hatte keinen Einfluss auf die Lokalisation des 

Fluoreszenzsignals. �*�U�|�‰�H�U�H�� �=�H�O�O�D�J�J�O�R�P�H�U�D�W�H�� �]�H�L�J�W�H�Q�� �J�H�Q�H�U�H�O�O�� �H�L�Q�� �L�Q�W�H�Q�V�L�Y�H�U�H�V��

�)�O�X�R�U�H�V�]�H�Q�]�V�L�J�Q�D�O�����G�L�H�V���Z�D�U���M�H�G�R�F�K���*�H�Q�R�W�\�S-unabhängig. RBE1 und RBT4 sind somit 
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�X�Q�W�H�U�� �G�H�Q�� �J�H�W�H�V�W�H�W�H�Q�� �%�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q���� �V�R�Z�R�K�O�� �I�•�U�� �G�L�H�� �L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�� �6�W�H�U�R�O-

zusammensetzung als auch für die Sterollokalisation in C. albicans�� nicht essentiell. 

 

Einfluss von Modulatoren der Lipidhomöostase  

Obwohl RBE1 und RBT4 unter Standardwachstumsbedingungen nicht für die 

Sterolhomöostase in C. albicans �U�H�O�H�Y�D�Q�W�� �]�X�� �V�H�L�Q�� �V�F�K�H�L�Q�H�Q���� �N�|�Q�Q�W�H�Q�� �V�L�H�� �X�Q�W�H�U��

Stressbedi�Q�J�X�Q�J�H�Q���� �Z�L�H�� �G�H�U Anwesenheit toxischer Steroidkomponenten oder 

�V�W�H�U�R�O�E�L�Q�G�H�Q�G�H�U���$�Q�W�L�P�\�N�R�W�L�N�D�����H�L�Q�H���G�H�W�R�[�L�I�L�]�L�H�U�H�Q�G�H���)�X�Q�N�W�L�R�Q���K�D�E�H�Q����Die Deletion von 

PRY1����PRY2 oder PRY3 führt zur Hypersensitivität von S. cerevisiae gegenüber 

�(�X�J�H�Q�R�O���� �H�L�Q�H�P��membranpertubierenden Phenylpropanoid aus Pflanzenölen [107]. 

Eugenol wirkt generell antifungal und die MIC50 für 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 Verdünnungen (104��������3��������2) der angegebenen C. albicans Stämme auf YPD-Platten 

in An- �R�G�H�U���$�E�Z�H�V�H�Q�K�H�L�W���Y�R�Q�����������P�0���(�X�J�H�Q�R�O�� Die Platten wurden für 2 Tage bei 30°C inkubiert. 

 

Im Gegensatz zu S. cerevisiae hatte die Deletion von RBE1 und RBT4 jedoch keinen 

Einfluss auf die Sensitivität von C. albicans gegenüber Eugenol (Abb. 19). Dies war 

unabhängig von der Morphologie und der Adhäsion der Zellen zu beobachten (Daten 

nicht gezeigt). Auch das Ergosterol-bindende Antimykotika Amphotericin B oder 

�)�O�X�F�R�Q�D�]�R�O�����Z�H�O�F�K�H�V���G�L�H���(�U�J�R�V�W�H�U�R�O�V�\�Q�W�K�H�V�H���K�H�P�P�W�����]�H�L�J�W�H�Q���N�H�L�Q�H���Y�H�U�l�Q�G�H�U�W�H���:�L�U�N�X�Q�J��
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auf die Deletionsmutanten (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse bestätigten die 

�9�H�U�P�X�W�X�Q�J���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �6�W�H�U�R�O�E�L�Q�G�X�Q�J�V�I�X�Q�N�W�L�R�Q�� �Y�R�Q�� �5�E�H���S�� �X�Q�G�� �5�E�W���S�� �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K��

�S�U�L�P�l�U���H�[�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H���3�U�R�]�H�V�V�H���E�H�H�L�Q�I�O�X�V�V�W�����X�Q�G���V�L�F�K���Q�L�F�K�W���G�L�U�H�N�W���D�X�I���G�L�H���L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H��

Sterolhomöostase in C. albicans auswirkt.  

 

3.5 Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Morphologie -abhängige  

Transkription  

C. albicans besiedelt verschiedene Wirtsnischen und muss sich daher selektiv an 

seine Umgebung anpassen. Die erste Reaktion auf veränderte intra- oder 

extrazelluläre 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 für einen 

spezifischen zellulären Zustand. Folglich kann die kompensatorische Genexpression 

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

Mit dem Ziel die Funktion von RBE1 und RBT4 in C. albicans näher zu 

�F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�H�Q�����Zurde die globale Genexpression des Wildtypstamms und der RBE1- 

und RBT4-Deletionsstämme unter Hefe- bzw. Hyphenwachstumsbedingungen 

quantifiziert und verglichen. Aufgrund der vorwiegenden Expression von RBE1 in 

�+�H�I�H�]�H�O�O�H�Q���� �E�]�Z���� �Y�R�Q��RBT4 in Hyphenze�O�O�H�Q����wurden die Einzelmutanten nur unter 

jeweils einer Wachstumsbedingung (�¨rbe1 in Hefezellen bzw. �¨rbt4 in Hyphenzellen) 

analysiert. Eine globale Quantifizierung der Genexpression ist durch Next-Generation 

Sequencing (NGS) möglich.  

Für die Analysen wurden die verschiedenen Stämme 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. 

�0�D�W�H�U�L�D�O���X�Q�G���0�H�W�K�R�G�H�Q�����$�E�V�F�K�Q�L�W�W��2.6.4).   
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Differenzielle Genexpression unter Hefewachstumsbedingungen 

Unter Hefewachstumsbedingungen waren nur 7 Gene zwischen dem Wildtyp und der 

�¨rbe1-Mutante signifikant �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�H�O�O���U�H�J�X�O�L�H�U�W�����Z�R�E�H�L���I�•�Q�I���*�H�Q�H hochreguliert und zwei 

Gene herunterreguliert waren (Abb. 20B). In der �¨rbe1/�¨rbt4-Doppelmutante war die 

Anzahl differentiell regulierter Gene deutlich höher (25 �*�H�Q�H�������'�H�U���*�U�R�‰�W�H�L�O���G�H�U���*�H�Q�H��

zeigte eine erhöhte Genexpression im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 20A). Mit 

Ausnahme des SOD3-�*�H�Q�V���� �Z�H�O�F�K�H�V�� �I�•�U�� �H�L�Q�H Mangan-abhängige Superoxid-

�'�L�V�P�X�W�D�V�H�� �N�R�G�L�H�U�W����waren die differentiell regulierten Gene zwischen der �¨rbe1-

Einzelmutante und der �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Doppelmutante identisch. Zu den redundanten 

Genen gehörten die alternative Oxidase AOX2���� �G�H�U�� �*�O�X�F�R�V�H-Transporter HGT2���� �G�L�H��

Phosphat-Permease PHO87���� �G�L�H�� �$�G�H�Q�L�Q-Deaminase AAH1 und zwei 

�Q�L�F�K�W�F�K�D�U�D�N�W�H�U�L�V�L�H�U�W�H�� �2�5�)�V����MOH1 und orf19.5069. Gen�H���� �Z�H�O�F�K�H exklusiv in der 

Doppelmutante differentiell �U�H�J�X�O�L�H�U�W�� �Z�D�U�H�Q���� �]�H�L�J�W�H�Q��auch in der Einzelmutante eine 

ähnliche Expressionsstärke (Abb. 20A)�����M�H�G�R�F�K���R�K�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�V�F�K�H���6�L�J�Q�L�I�L�N�D�Q�]�� 

Eine aussagekräftige Zuordnung der differentiell regulierten Gene zu Gen-Ontologie 

(GO)-Termini (Fun�N�W�L�R�Q���� �3�U�R�]�H�V�V���� �.�R�P�S�D�U�W�L�P�H�Q�W���� �Z�D�U�� �D�X�I�J�U�X�Q�G�� �G�H�U�� �J�H�U�L�Q�J�H�Q��

Genanzahl nicht möglich. Allerdings zeigte eine Literatur- und Datenbankrecherche 

verschiedene Tendenzen bezüglich der Lokalisation bzw. molekularen Funktion der 

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

am Transmembrantransport���� �K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K��Glucosetransport���� �E�H�W�H�L�O�L�J�W�����(�L�Q�� �*�U�R�‰�W�H�L�O��

�G�H�U�� �*�H�Q�H�� �Z�L�U�G�� �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �L�Q�� �$�E�K�l�Q�J�L�J�N�H�L�W�� �G�H�U�� �:�D�F�K�V�W�X�P�V�S�K�D�V�H�� �X�Q�G�� �0�R�U�S�K�R�O�R�J�L�H��

reguliert [165-168].  

Für die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit des RNA-�6�H�T���(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V���V�S�U�L�F�K�W�����G�D�V�V��

vier der gefundenen Gene (HSP21����HSP31����HGT2����PHO87) unter identischen 

Versuchsbedingungen schon bei einer genomweiten DNA-Microarray-Analyse als 

differentiell exprimiert eingestuft wurden [88]. Alle vier Gene stehen im 

�=�X�V�D�P�P�H�Q�K�D�Q�J�� �P�L�W�� �G�H�U�� �]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q�� �5�H�D�N�W�L�R�Q�� �D�X�I�� �Y�H�U�l�Q�G�H�U�W�H�� �1�l�K�U�V�W�R�I�I�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q����

hauptsächlich Glucosemangel und der hieraus resultierenden Mobilisierung von 

Trehalose �>���������� ������-171]. Das Fehlen von RBE1 und/oder RBT4 könnte 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 �¨rbe1-

Mutante und der �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Mutante unter Hefewachstumsbedingungen. (A) Heatmap der 

signifikant differentiell regulierten Gene zwischen dem Wildtyp (WT) und der �¨rbe1- bzw. �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-

�0�X�W�D�Q�W�H�� �X�Q�W�H�U�� �+�H�I�H�Z�D�F�K�V�W�X�P�V�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�� ���<�3�'���� �����ƒ�&������ �'�L�H�� �+�H�D�W�P�D�S�� �E�D�V�L�H�U�W�� �D�X�I�� �G�H�Q�� �J�H�P�L�W�W�H�O�W�H�Q��

Expressionswerten (RPKM) der jeweiligen Gen�H���� �]�X�G�H�P��sind die Werte Z-score-normalisiert. Rot: 

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

exprimierten Gene in der �¨rbe1- bzw. �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Mutante 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 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�H�O�O�� �U�H�J�X�O�L�H�U�W���� �D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V�� �D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�O�L�F�K�� �L�Q�� �G�H�U���¨rbe1-Mutante. 

Überraschenderweise war die Anzahl der differentiell regulierten Gene unter 

Hyphenwachstumsbedingungen in der Doppelmutante sehr viel höher als in der 
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�(�L�Q�]�H�O�P�X�W�D�Q�W�H����119 Gene waren signifikant hochreguliert�� und 253 Gene signifikant 

herunterreguliert. Dieser extreme Unterschied war vor allem im Vergleich zu den 

Ergebnissen unter Hefewachstumsbedingungen sehr �•�E�H�U�U�D�V�F�K�H�Q�G���� �Z�H�V�K�D�O�E�� �G�D�V��

RNA-Seq Experiment durch weitere Replikate validiert wurde. Insgesamt wurde die 

RNA-Sequenzierung unter Hyphenwachstumsbedingungen �G�U�H�L�P�D�O���G�X�U�F�K�J�H�I�•�K�U�W�����P�L�W��

jeweils 3 Replikaten pro Stamm. Unerwarteterweise waren die Unterschiede zwischen 

den Experimenten in Bezug auf Quantität und Qualität der differentiell regulierten Gene 

signifikant. Eine Hauptkomponentenanalyse �P�D�F�K�W�H�� �G�H�X�W�O�L�F�K����dass sich selbst 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 

�(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�H�Q���� �O�L�H�J�W�� �G�L�H�� �9�H�U�P�X�W�X�Q�J�� �Q�D�K�H���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �+�\�S�K�H�Q�E�L�O�G�X�Q�J�� �L�Q�� �(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�� ����

verstärkt oder vollständiger war (Abb. 21B). Hyphenspezifische Gene�� wie HWP1����

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

den anderen zwei Exper�L�P�H�Q�W�H�Q���� �L�Q�� �G�H�Q�H�Q�� �G�L�H�� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�V�O�H�Y�H�O�� �G�L�H�V�H�U�� �*�H�Q�H�� �V�H�K�U��

ähnlich waren. Da sich die Zellen in Experiment 1 und 3 somit in einem vergleichbaren 

�P�R�U�S�K�R�O�R�J�L�V�F�K�H�Q���]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q�� �=�X�V�W�D�Q�G�� �E�H�I�D�Q�G�H�Q���� �Z�H�U�G�H�Q�� �L�P�� �)�R�O�J�H�Q�G�H�Q�� �Q�X�U�� �G�L�H�V�H��

beiden Experimente weiter betrachtet.  

Bildet man die Schnittmenge aus den differentiell regulierten Genen in den beiden 

�(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�H�Q���� �I�L�Q�G�H�W�� �P�D�Q�� ������ �*�H�Q�H���� �G�L�H�� �L�Q�� �G�H�U�� �0�X�W�D�Q�W�H�� �L�P�� �9�H�U�J�O�H�L�F�K�� �]�X�P�� �:�L�O�G�W�\�S��

hochreguliert sind (Abb. 21�&������ �+�L�H�U�]�X�� �J�H�K�|�U�H�Q�� �*�H�Q�H���� �G�L�H�� �P�L�W�� �G�H�P�� �.�R�K�O�H�Q�K�\�G�U�D�W-

Metabolismus in Verbindung stehen und den Kohlenhydrat-Transport (HGT7����HGT17����

JEN2����MAL31������ �V�R�Z�L�H die Verwendung alternativer C-Quellen (PXP2����ICL1����FDH1����

TYR4)�� �U�H�J�X�O�L�H�U�H�Q���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �V�L�Q�G�� �6�W�U�H�V�V-assoziierte Gene wie SOD5 oder HSP31 

�L�Q�G�X�]�L�H�U�W���� �'�D�V�� �H�L�Q�]�L�J�H�� �*�H�Q���� �G�D�V�� �L�Q�� �G�H�U�� �'�R�S�S�H�O�P�X�W�D�Q�W�H�� �L�Q�� �E�H�L�G�H�Q�� �(�[�Serimenten 

herunterreguliert war�����L�V�W���H�L�Q���S�Xtativer Metallionen-Transporter (orf19.4690). Vergleicht 

man zudem die RBE1/RBT4-abhängige Änderungen in der Genexpression zwischen 

Hefe- �X�Q�G�� �+�\�S�K�H�Q�]�H�O�O�H�Q���� �I�L�Q�G�H�W���P�D�Q�� ���� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�H�O�O�� �U�H�J�X�O�L�H�U�W�H�� �*�H�Q�H���� �G�L�H�� �X�Q�W�H�U�� �E�H�L�G�H�Q��

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 

�¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Mutante unter Hyphenwachstumsbedingungen. (A) Hauptkomponentenanalyse der 

drei identisch durchgeführten RNA-Seq Experimenten mit dem Wildtyp (WT) und der �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-

�0�X�W�D�Q�W�H���X�Q�W�H�U���+�\�S�K�H�Q�Z�D�F�K�V�W�X�P�V�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�����<�3�6���������ƒ�&�������'�L�H���$�Q�D�O�\�V�H���E�D�V�L�H�U�H�Q�G���D�X�I��den gemittelten 

Genexpressionswerten (RPKM). (B) Vergleich zwischen der Expression ausgewählter 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 �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-�0�X�W�D�Q�W�H�����¨�¨�����L�Q���(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�������X�Q�G���(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W��

3. In Experiment 3 wurde zudem die Revertante (Rev) analysiert. Die Heatmap basiert auf den 

gemittelten Expressionswerten (RPKM) �G�H�U�� �M�H�Z�H�L�O�L�J�H�Q�� �*�H�Q�H���� �]�X�G�H�P�� �V�L�Q�G�� �G�L�H�� �:�H�U�W�H�� �=-score 

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 �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Mutante unter Hefe- und 

Hyphenwachstumsbedingungen im Vergleich zum Wildtyp.  

 

In Experiment 3 wurde neben dem Wildtyp und der Doppelmutante auch das 

Transkriptionsprofil der Revertante untersucht. Überraschenderweise waren die 

Transkriptionsprofile der Revertante und der Doppelmut�D�Q�W�H�� �V�H�K�U�� �l�K�Q�O�L�F�K���� �Z�D�V�� �D�X�I��

einem RBE1/RBT4-unabhängigen Effekt basieren könnte (Abb. 21C). Vergleicht man 

allerdings die Expression von RBE1 und RBT4 zwischen den Wildtyp und der 

�5�H�Y�H�U�W�D�Q�W�H�� �I�l�O�O�W�� �D�X�I���� �G�Dss beide Gene in der Revertante deutlich niedrigere 

Expressionslevel aufweisen (Abb. 21D). �(�V�� �L�V�W�� �V�R�P�L�W�� �V�H�K�U�� �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K���� �G�D�V�V�� �H�L�Q��

Gendosis-Effekt für die Unterschiede zwischen dem Transkriptionsprofil der 

Revertante und des Wildtyps verantwortlich ist.   

3.6 Einfluss von RBE1 und RBT4 auf das Überleben in Blut    

�%�O�X�W�� �L�V�W�� �H�L�Q�� �D�X�‰�H�U�R�U�G�H�Q�W�O�L�F�K komplexes Kompartiment�� bestehend aus 

�X�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�G�O�L�F�K�H�Q�� �L�P�P�X�Q�D�N�W�L�Y�H�Q�� �.�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�Q���� �G�L�H�� �H�V�� �I�•�U��C. albicans zu einer sehr 

feindlichen Umgebung machen. Die antifungale Immunantwort im Blut wird 

hauptsächlich von polymorphonukleären neutrophilen �*�U�D�Q�X�O�R�]�\�W�H�Q�� ���3�0�1�V������

�0�R�Q�R�]�\�W�H�Q���� �1�.-Zellen und dem Komplementsystem bestimmt [172]. Da das Fehlen 

von RBE1 und RBT4 die Virulenzeigenschaften von C. albicans bei systemischen 

Blutstrominfektionen in Mäusen �E�H�H�L�Q�I�O�X�V�V�W�� und zudem die Sensitivität gegenüber 
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humanen PMNs erhöht [88]���� �O�L�H�J�W�� �H�V�� �Q�D�K�H���� �%�O�X�W�� �D�O�V�� �H�L�Q�� �(�I�I�H�N�W�R�U�N�R�P�S�D�U�W�L�P�H�Q�W�� �Y�R�Q��

Rbe1p und Rbt4p anzusehen. Um die zellulären Blutbestandteile���� �G�L�H�� �D�Q�� �G�H�U��

Entstehung des RBE1/RBT4-assoziierten Virulenzphänotyps beteiligt sind detaillierter 

�]�X�� �X�Q�W�H�U�V�X�F�K�H�Q���� �Z�X�U�G�H�� �G�L�H�� �h�E�H�U�O�H�E�H�Q�V�U�D�W�H�� �Ger �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Mutante in Anwesenheit 

unterschiedlicher Blutzelltypen analysiert.  

 Vollblut  

Vollblutassays spiegeln das komplexe Zusammenspiel zwischen den verschiedenen 

zellulären und molekularen Blutkomponenten während einer Infektion sehr gut wider 

und verzichten gleichzeitig auf artifizielle Isolationsbedingungen oder Medien-

bestandteile.  

Um die Auswirkung der RBE1- bzw. RBT4-Deletion auf das Überleben von C. albicans 

in Vollblut näher �]�X�� �X�Q�W�H�U�V�X�F�K�H�Q���� �Z�X�U�G�H�� �I�Uisches humanes EDTA-Blut mit 3 x 106 

Hefezellen/ml versetzt und für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die überlebenden 

�3�L�O�]�]�H�O�O�H�Q�� �Z�X�U�G�H�Q�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�X�U�F�K�� �$�X�V�S�O�D�W�W�L�H�U�H�Q�� �T�X�D�Q�W�L�I�L�]�L�H�U�W����Die verwendete C. 

albicans Zellkonzentration wurde auf Grundlage früherer Studien ausgewählt in denen 

1 x 106 – 5 x 106 Hefezellen pro ml Vollblut verwendet wurden�� wodurch es zu 

Immunzellaktivierung ohne signifikanten Wirtszelltod kommt �>�������������@.  

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

zeigte�����G�D�V�V��die Überlebensrate nach einer Stunde ca�������������E�H�W�U�X�J�����Z�l�K�U�H�Q�G���V�L�H���Q�D�F�K��

zwei Stunden auf ca. 35% sank (Abb. 22). Die Deletion von RBE1 und RBT4 hatte 

überraschenderweise keinen Einfluss auf das Überleben der Zellen in Vollblut (Abb. 

22).  

Da Antikoagulanzien die Aktivierung von Immunzellen beeinflussen und verfälschen 

können [173]���� �Z�X�U�G�H�� �G�D�V�� �(�U�J�H�E�Q�L�V�� �]�X�G�H�P�� �P�L�W�� �Z�H�L�W�H�U�H�Q�� �$�Q�W�L�N�R�D�J�X�O�D�Q�]�L�H�Q�� ���+�H�S�D�U�L�Q����

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 Überleben von C. albicans  in humanem Vollblut. 

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

�E�H�L�� �����ƒ�&�� �L�Q�N�X�E�L�H�U�W���� �$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Z�X�U�G�H�Q�� �G�L�H�� �K�X�P�D�Q�H�Q�� �=�H�O�O�H�Q�� �G�X�U�F�K�� �=�X�J�D�E�H�� �Y�R�Q�� ������ �7�U�L�W�L�R�Q�� �;-100 

�O�\�V�L�H�U�W���� �G�L�H�� �•�E�H�U�O�H�E�H�Q�G�H�Q�� �3�L�O�]�]�H�O�O�H�Q�� �D�X�I�� �<�3�'-Agarplatten vereinzelt�� und die bei 30°C gewachsenen 

Kolonien quantifiziert. Die Daten zeigen die Mittelwerte ± Standardabweichung aus zwei biologischen 

�5�H�S�O�L�N�D�W�H�Q���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �L�V�W�� �G�L�H�� �S�U�R�]�H�Q�W�X�D�O�H�� �h�E�H�U�O�H�E�H�Q�V�U�D�W�H�� �G�H�U�� �M�H�Z�H�L�O�L�J�H�Q�� �6�W�l�P�P�H�� �E�H�]�R�J�H�Q�� �D�X�I�� �G�D�V��

Inokulum angegeben.  

 

Gerade wegen seiner molekularen und zellulären Diversität ist der Vollblutassay 

�P�|�J�O�L�F�K�H�U�Z�H�L�V�H�� �X�Q�J�H�H�L�J�Q�H�W���� �X�P�� �S�K�l�Q�R�W�\�S�L�V�F�K�H�� �8�Q�W�H�U�V�F�K�Lede zwischen dem Wildtyp 

und der Doppelmutante zu detektieren. Die verschiedenen Immunkomponenten im 

Vollblut könnten hierbei kompensatorisch wirken und so einen potentiellen Phänotyp 

maskieren. �,�P�� �)�R�O�J�H�Q�G�H�Q���Z�X�U�G�H�Q���G�H�V�K�D�O�E�� �L�V�R�O�L�H�U�W�H���,�P�P�X�Q�]�H�O�O�H�Q���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W���� �X�P�� �G�D�V��

Effektorkompartiment der RBE1- und RBT4-Funktion näher einzugrenzen.  

 Phagozyten  

Phagozyten�����V�S�H�]�L�H�Ol Makrophagen und �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�����V�L�Q�G��essentiell für eine effektive 

Immunantwort bei systemischen C. albicans Infektionen �>���������� �������@. Beide 

Immunzelltypen sind dazu in der Lage�� C. albicans durch eine Reihe von 

antimikrobielle Effektormechanismen intra- oder extrazellulär abzutöten. Gleichzeitig 
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hat C. albicans diverse Abwehrm�H�F�K�D�Q�L�V�P�H�Q���H�Q�W�Z�L�F�N�H�O�W�����X�P���G�L�H�V�H��Immunantwort zu 

minimieren oder zu umgehen [175].  

 

Makrophagen 

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

rekrutieren bzw. aktivieren andere Immunzellen durch die Sekretion von pro- und 

antiinflamatorischer Cytokine und Chemokine [174]. Obwohl Makrophagen Hefezellen 

effektiv phagozytieren können [176]����überleben Pilzzellen im Phagosom����bilden 

�+�\�S�K�H�Q���X�Q�G���H�Q�W�N�R�P�P�H�Q���G�X�U�F�K���P�H�F�K�D�Q�L�V�F�K�H���=�H�O�O�O�\�V�H���R�G�H�U���3�\�U�R�W�R�V�L�V�����H�L�Q�Hr speziellen 

Form der Wirtszellapoptose �>���������������@.  

Um den Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Interaktion zwischen C. albicans und 

Makrophagen zu analysieren���� �Z�X�U�G�H�� �P�X�U�L�Q�H�� �0�D�N�U�R�S�K�D�J�H�Q�� �I�•�U 4 Stunden mit dem 

Wildtyp bzw. der �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-�0�X�W�D�Q�W�H�� �L�Q�N�X�E�L�H�U�W�� ���0�2�,�� � �� ������ �X�Q�G�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�L�H��

Lebensfähigkeit der Makrophagen durch Trypanblau-Ausschluss bestimmt.  

 

 

Abb. 23: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf die Interaktion von C. albicans  mit murinen 

Makrophagen. Um das Überleben von Makrophagen in Anwesenheit von C. albicans �]�X���E�H�V�W�L�P�P�H�Q����

wurden Wildtyp- und �¨�U�E�H���¨�U�E�W��-Zellen wurden für 4 h mit murinen J774A.1 Zellen bei 37°C inkubiert. 
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�$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �Z�X�U�G�H�Q�� �Q�L�F�K�W�� �Y�L�W�D�O�H�� �0�D�N�U�R�S�K�D�J�H�Q�� �P�L�W�� �7�U�\�S�D�Q�� �%�O�D�X�� �D�Q�J�H�I�l�U�E�W���� �G�L�H�� �=�H�O�O�H�Q�� �P�L�W�� ������

Formaldehyd fixiert und mikroskopisch untersucht. Die Bildausschnitte zeigen jeweils Bereiche 

unterschiedlicher Zelldichte für beide Stämme. �0�D�‰�V�W�D�E�V�E�D�O�N�H�Q�����������—�P�� 

 

Di�H���(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�H���]�H�L�J�W�H�Q�����G�D�V�V��die Deletion von RBE1 und RBT4 keine Auswirkungen 

auf die Lebensfähigkeit 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 eingeschränkt 

(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 �,�Q�I�H�N�W�L�R�Q�H�Q���G�X�U�F�K���H�L�Q�H���5�H�L�K�H���D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H�U���(�I�I�H�N�W�R�U�P�H�F�K�D�Q�L�V�P�H�Q�����Z�L�H���]���%����

�G�H�U�� �)�U�H�L�V�H�W�]�X�Q�J�� �U�H�D�N�W�L�Y�H�U�� �6�D�X�H�U�V�W�R�I�I�V�S�H�]�L�H�V���� �D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H�U�� �3�H�S�W�L�G�H�� �R�G�H�U��neutrophil 

extracellular traps (NETs) [58].  

Um die postulierte Hypersensitivität der Doppelmutante in Anwesenheit von 

Neutrophilen zu validieren [88]�����Z�X�U�G�Hn im Rahmen dieser Arbeit auch ein in vitro killing 

assay mit humanen Neutrophilen durchgeführt. Hierzu wurden Neutrophile aus 

humanem Vollb�O�X�W���L�V�R�O�L�H�U�W�����P�L�W���K�\�S�K�D�O�H�Q��C. albicans Zellen für drei Stunden ko-inkubiert 

���0�2�,�� � �� ���������� �X�Q�G�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�� �G�L�H��Lebensfähigkeit der Pilzzellen durch Umsetzung 

von XTT quantifiziert. �(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰�� �Z�D�U�� �G�L�H�� �h�E�H�U�O�H�E�H�Q�V�U�D�W�H�� �G�H�U���¨rbe1/�¨rbt4-

Mutante in Anwesenheit der Neutrophilen im Vergleich zum Wildtyp bzw. der 

Revertante um ca. 20% geringer (Abb. 24A). Aufgrund der Abhängigkeit des Assay 

von einer Vielzahl schwer kontrollierbarer Parameter���� �Z�D�U�� �G�L�H�� �9�D�U�L�D�Q�]�� �]�Z�L�V�F�K�H�Q��

unabhängigen Experimenten jedoch �U�H�O�D�W�L�Y���J�U�R�‰���� 

�,�Q�� �H�L�Q�H�P�� �Z�H�L�W�H�U�I�•�K�U�H�Q�G�H�Q�� �(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�� �Z�X�U�G�H�� �J�H�W�H�V�W�H�W���� �R�E�� �G�L�H�� �=�X�J�D�E�H�� �Y�R�Q�� �K�H�W�H�U�R�O�R�J��

exprimiertem Rbe1p und Rbt4p aus P. pastoris einen Einfluss auf die Überlebensrate 

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 Rbe1p und 

Rbt4p hatte keinen protektiven Effekt auf das Überleben von C. albicans unter den 
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gegebenen Versuchsbedingungen (Abb. 24B). Womöglich entsprechen die 

eingesetzten Konzentrationen und/oder die zeitliche bzw. räumliche Verfügbarkeit der 

Proteine somit nicht den physiologischen Interaktionsbedingungen. 

�=�X�V�D�P�P�H�Q�I�D�V�V�H�Q�G�� �N�D�Q�Q�� �J�H�V�D�J�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �G�D�V�V�� �3�0�1�V�� �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�� �G�L�H��

Haupteffektorzellen der RBE1- und RBT4-Funktion in Vollblut darstellen���� �Z�l�K�U�H�Q�G 

andere Blutkomponenten eine untergeordnete Rolle spielen.  

 

 

 

Abb. 24: Einfluss von RBE1 und RBT4 auf das Überleben von C. albicans  bei Exposition mit 

polymorphonukleären Granulozyten (PMNs). (A) Isolierte humane PMNs wurden mit C. albicans 

�=�H�O�O�H�Q���G�H�V���D�Q�J�H�J�H�E�H�Q�H�Q���*�H�Q�R�W�\�S�V���I�•�U�������K���E�H�L�������ƒ�&�����������&�22 ko-�L�Q�N�X�E�L�H�U�W�����0�2�,��� ���������������$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��

wurden die PMNs mit 1% Trition X-100 lysiert und die Lebensfähigkeit der C. albicans Zellen durch 

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

Rbe1p und Rbt4p aus P. pastoris. Die Überlebensrate 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 gegenüber C. albicans  

Nachdem PMNs wahrscheinlich eine der Haupteffektoren des RBE1/RBT4-

Virulenzphänotyps bei systemischen Infektionen sind���� �V�W�H�O�O�W�� �V�L�F�K�� �G�L�H�� �)�U�D�J�H���� �Z�H�O�F�K�H��

molekularen Mechanismen diesem Phänotyp zu Grunde liegen? Um diese Frage 

�Q�l�K�H�U���]�X���E�H�D�Q�W�Z�R�U�W�H�Q�����Z�X�U�G�H���G�L�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�R�Q�H�O�O�H��Antwort von humanen PMNs auf den 

�:�L�O�G�W�\�S�V�����Gie �û�U�E�H�����û�U�E�W��-Mutante und die Revertante verglichen.  

Zur Erstellung der Transkriptionsprofile wurden humane PMNs aus Vollblut isoliert und 

für eine Stunde mit den verschiedenen C. albicans Stämmen ko-inkubiert. Ähnlich wie 

beim killing assay wurden �K�\�S�K�D�O�H���,�Q�R�N�X�O�D���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�����D�O�O�H�U�G�L�Qgs wurde die MOI auf 1 

�H�U�K�|�K�W����um eine stärkere und homogenere Transkriptionsantwort zu generieren. 

�$�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H���3�U�R�E�H�Q���P�L�W���G�X�U�F�K�V�F�K�Q�L�W�W�O�L�F�K�������������0�L�O�O�L�R�Q�H�Q��reads pro Probe 

�V�H�T�X�H�Q�]�L�H�U�W���� �Z�R�E�H�L�� �M�H�Z�H�L�O�V�� �F�D���� ���������� �0�L�O�O�L�R�Q�H�Q�� ����������������reads dem Humangenom 

zugeordnet werden konnten. Die Anzahl der nicht zugeordneten reads war unabhängig 

von der Ko-Inkubation mit C. albicans für alle Proben ähnlich hoch�����Z�D�V���E�H�V�W�l�W�L�J�W�����G�D�V�V 

die Proben primär humane RNA enthielten.   

�'�L�H�� �Y�H�U�J�O�H�L�F�K�H�Q�G�H�Q�� �*�H�Q�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�V�D�Q�D�O�\�V�H�Q�� �]�H�L�J�W�H�Q���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �$�Q�Z�H�V�H�Q�K�H�L�W�� �Y�R�Q��C. 

albicans das Transkriptionsprofil der PMNs stark verändert. 417 Gene waren bei 

Exposition mit dem Wildtyp sign�L�I�L�N�D�Q�W�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�H�O�O�� �U�H�J�X�O�L�H�U�W����215 hoch- und 202 

herunterreguliert. Gruppiert man die differentiell exprimierten Gene (DEGs) in 

�I�X�Q�N�W�L�R�Q�H�O�O�H�� �.�O�D�V�V�H�Q���� �Z�L�U�G�� �G�H�X�W�O�L�F�K���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �U�H�O�D�W�L�Y�H�� �$�E�X�Q�G�D�Q�]�� �D�Q�� �*�H�Q�H�Q���� �G�L�H�� �I�•�U��

Cytokine und Signalmoleküle kodieren �E�H�V�R�Q�G�H�U�V�� �J�U�R�‰�� �L�V�W (Abb. 25A). 28 Cytokin-

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

gehörten unter anderem verschiedene Chemokine (CCL2����CCL3����CCL3L3������TNF und 

Interleukine (CXCL8����IL1a�����,�/����, IL13). ������������ �G�H�U�� �'�(�*�V�� �N�R�G�L�H�U�W�H�Q �I�•�U�� �5�H�]�H�S�W�R�U�H�Q����

hauptsächlich G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Viele Rezeptor-Gene waren auch 

�Q�H�J�D�W�L�Y�� �U�H�J�X�O�L�H�U�W���� �K�L�H�U�]�X�� �]�l�K�Oten verschiedene Toll-like Rezeptoren (TLR1����TLR4�� 

TLR6���� TLR8������ �7�1�)-Rezeptoren (TNFRSF10A���� TNFRSF10B���� TNFRSF10C����

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

�$�X�F�K�� �G�D�V�� �D�P�� �V�W�l�U�N�V�W�H�Q�� �K�H�U�X�Q�W�H�U�U�H�J�X�O�L�H�U�W�H�� �*�H�Q����PTAFR���� �N�R�G�L�H�U�W�� �I�•�U�� �H�L�Q�H�Q�� �5�H�]�H�S�W�R�U����

den platelet-activating factor receptor. 
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Abb. 25: Transkriptionelle Antwort von polymorphonukleärer Granulozyten auf C. albicans . (A) 

Funktionelle Annotation und relative Abundanz der �*�H�Q�H�����G�L�H���Q�D�F�K����-stündiger 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 Clusterhäufigkeit des getesteten 

Gensets gegen die Clusterhäufigkeit des genomischen Hintergrunds. Für jeden GO-Terminus ist zudem 

der p-Wert angegeben.  
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�9�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�� �*�H�Q�H���� �G�L�H�� �L�P�� �=�X�V�D�P�P�H�Q�K�D�Q�J�� �P�L�W�� �G�H�U�� �6�L�J�Q�D�O�W�U�D�Q�V�G�X�N�W�L�R�Q�� �N�O�H�L�Q�H�U��

GTPasen (RASD1����RASD2����RRAD����RASGEF1B������ �0�$�3�.-Kinasen (DUSP1����DUSP4����

DUSP8) oder apoptotischen Prozessen (DDIT3����BRE����HIP1R����IER3�����V�W�H�K�H�Q�����Z�X�U�G�H�Q��

zudem �S�R�V�L�W�L�Y�� �U�H�J�X�O�L�H�U�W���� �*�H�Q�H����welche die Aktivierung von apoptotischer 

Endopeptidasen regulieren (FADD����NLRC4����NLRP12����CARD8������ �Z�D�U�H�Q�� �J�O�H�L�F�K�]�H�L�W�L�J��

�K�H�U�X�Q�W�H�U�U�H�J�X�O�L�H�U�W���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �O�L�H�‰�H�Q�� �V�L�F�K�� �������� �G�H�U�� �'�(�*�V�� �P�H�W�D�E�R�O�L�V�F�K�H�Q�� �3�U�R�]�H�V�V�H�Q��

zuordnen und 6% waren mit Phagozytose und Cytoskelett-Dynamik assoziiert. Eine 

GO-�$�Q�D�O�\�V�H�� �G�H�U�� �L�Q�G�X�]�L�H�U�W�H�Q�� �*�H�Q�H�� �]�H�L�J�W�H���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �&�K�H�P�R�N�L�Q-abhängige 

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�%�������=�X�G�H�P���Z�D�U�H�Q���6�L�J�Q�D�O�Z�H�J�H�����G�L�H���D�E�K�l�Q�J�L�J���Y�R�Q���*-Protein-gekoppelten 

�5�H�]�H�S�W�R�U�H�Q���� �G�H�P�� �7�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�R�Q�V�I�D�N�W�R�U�� �6�W�D�W���� und den Cytokinen Interleukin-1 und 

TNF�� �V�L�Q�G���� �D�Q�J�H�U�H�L�F�K�H�U�W���� �8�Q�W�H�U�� �G�H�Q�� �Q�H�J�D�W�L�Y�� �U�H�J�X�O�L�H�U�W�H�Q�� �*�H�Q�H�Q�� �L�V�W�� �G�L�H�� �J�H�Q�H�U�H�O�O�H��

�L�Q�I�O�D�P�P�D�W�R�U�L�V�F�K�H���$�Q�W�Z�R�U�W���X�Q�G���&�K�H�P�R�W�D�[�L�V���V�W�D�U�N���Y�H�U�W�U�H�W�H�Q�����D�X�‰�H�U�G�H�P���I�L�Q�G�H�W���P�D�Q���H�L�Q�H��

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-P�U�R�J�U�D�P�P�V�����Z�H�O�F�K�H�V���D�X�I��

Daten aus Protein-Protein Interaktions-datenbanken und den annotierten Signalwegen 

der KEGG-Datenbank zur�•�F�N�J�U�H�L�I�W���� �I�L�Q�G�H�W�� �P�D�Q�� �H�L�Q�H�� �V�L�J�Q�L�I�L�N�D�Q�W�H�� �$�Q�U�H�L�F�K�H�U�X�Q�J�� �G�H�V��

Nod-like receptor Signalwegs (P-value: 1.6E-03) und von Cytokin-Cytokin-Rezeptor-

Interaktionen (P-value: 3.2E-08).  

�=�X�V�D�P�P�H�Q�I�D�V�V�H�Q�G���N�D�Q�Q���P�D�Q���D�O�V�R���V�D�J�H�Q�����G�D�V�V���V�L�F�K���G�L�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�R�Q�H�O�O�H���$�Q�W�Z�R�U�W���G�H�U��

PMNs auf C. albicans besonders durch Cytokin-abhängige Prozesse und der 

Aktivierung des Nod-like receptor Signalwegs auszeichnet.  

 

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

albicans �6�W�l�P�P�H�� ���:�L�O�G�W�\�S�����û�U�E�H�����û�U�E�W��-Mutan�W�H�� Revertante) wird �G�H�X�W�O�L�F�K���� �G�D�V�V�� �H�V��

nur sehr geringe Genexpressionsunterschiede gibt. Trotz moderater Stringenz bei den 

Parametern für die Signifikanzbetrachtung (log2 FC (fold change) >1; log2 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; *** < 

���������������� 

 

DEFA3 kodiert für ein Neutrophilen-spezfisches alpha-�'�H�I�H�Q�V�L�Q����MREG für das Protein 

Melanoregulin und ATP6V1G2 für die katalytische Untereinheit des V1-ATPase-

Komplexes. Alle drei Gene scheinen infektionsunabängig reguliert zu werden (Abb. 

26). DEFA3 zeigte die stärkste differentielle Regulation und war im Vergleich zum 

Wildtyp in der �û�U�E�H�����û�U�E�W��-Mutante ca. 3-fach herunterreguliert (Abb. 26). MREG und 

ATP6V1G2 waren in der Mutante jeweils ca. 2-�I�D�F�K���K�|�K�H�U���H�[�S�U�L�P�L�H�U�W�����D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V���Z�D�U�H�Q��

die Expressionslevel dieser beiden Gene im Vergleich zu DEFA3 relativ niedrig 

(DEFA3 log2CPM = ����32; MREG log2CPM � �� ������������ATP6V1G2 log2CPM � �� ��������������DEFA3 und 

MREG �Z�D�U�H�Q���D�X�‰�H�U�G�H�P���L�Q���l�K�Q�O�L�F�K�H�P���$�X�V�P�D�‰���D�X�F�K���]�Z�L�V�F�K�H�Q���G�H�P���:�L�O�G�W�\�S���X�Q�G���G�H�U��

Revertante differentiell reguliert (Abb. 26). Diese Beobachtung könnte auf einem 

Gendosis-�(�I�I�H�N�W�� �L�Q�� �G�H�U�� �5�H�Y�H�U�W�D�Q�W�H�� �E�D�V�L�H�U�H�Q���� �Z�H�O�F�K�H�U�� �V�L�F�K�� �D�X�F�K�� �V�F�K�R�Q�� �E�H�L�� �G�H�U��C. 

albicans RNA-Sequenzierung angedeutet hat (Abschnitt 3.5). Ein Effekt basierend auf 

�V�H�N�X�Q�G�l�U�H�Q�� �0�X�W�D�W�L�R�Q�H�Q�� �L�Q�� �G�H�Q�� �Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�H�Q�� �6�W�l�P�P�H�Q���� �N�D�Q�Q�� �D�X�I�J�U�X�Q�G�� �G�H�U��

phänotypischen Reversion weitestgehend ausgeschlossen werden. Das RNA-Seq 
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�(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W���]�H�L�J�W�H���V�R�P�L�W�����G�D�V�V���G�L�H���'�H�O�H�W�L�R�Q���Y�R�Q��RBE1 und RBT4 zu Unterschieden in 

der molekularen Antwort von PMNs auf C. albicans �I�•�K�U�W�����Z�R�E�H�L���G�L�H���7�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�R�Q���Y�R�Q��

DEFA3 am stärksten beeinflusst wird.  
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Diskussion  

CAP-Proteine zeichnen sich durch ihre evolutionäre Konservierung und nahezu 

ubiquitäre Verbreitung in verschiedenen pro- und eukaryotischen Phyla aus [90]. Trotz 

dieser Konservierung ist die funktionelle Diversität von CAP-Proteinen 

�D�X�‰�H�U�J�H�Z�|�K�Q�O�L�F�K�� �K�R�F�K�� �X�Q�G��umfasst unter anderem �5�H�S�U�R�G�X�N�W�L�R�Q���� �.�U�H�E�V�H�Q�W�Z�L�F�N�O�X�Q�J��

oder Immunregulation [90]. Ein molekularer Wirkmech�D�Q�L�V�P�X�V���� �G�H�U�� �G�L�H�V�H��

unterschiedlichen �)�X�Q�N�W�L�R�Q�H�Q���H�U�N�O�l�U�H�Q���N�|�Q�Q�W�H�����I�H�K�O�W���E�L�V�O�D�Q�J���� 

Fungale PRY-Proteine gehören�� neben den PR-1-Proteinen aus Pflanzen�� zu den 

evolutionär ältesten Subfamilien eukaryotischer CAP-Proteine [92]. PRY-Proteine 

modulieren die Virulenz von Pilzen bei systemischen Infektionen und sind somit im 

Hinblick auf die hohen Mortalitäts- und Morbiditätsraten dieser Infektionen auch von 

klinischer Relevanz �>�������������@. CAP-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 Rbe1p und Rbt4p aus 

C. albicans hinsichtlich ihrer molekularen und funktionellen Charakteristika näher 

untersucht und neue Erkenntnisse über deren Lokalisation und molekulare 

Interaktionen gewonnen.   

 

 Molekulare Charakteristika von Rbe1p und Rbt4p  

 Lokalisation  

Rbe1p 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 �>�����������������@�����Z�X�U�G�H��diese Zellwandassoziation meist als Zwischenstufe 

im sekretorischen Weg interpretiert [88]. �'�L�H�V�H���$�Q�V�L�F�K�W���Z�X�U�G�H���]�X�G�H�P���G�D�G�X�U�F�K���J�H�V�W�•�W�]�W����

dass beide Proteine keine Strukturmotive für Zellwandlokalisation besitzen�� und 

Analysen kovalent verknüpfter Zellwandproteine keinen Hinweis auf die Präsenz von 

Rbe1p und Rbt4p geliefert haben [180].  
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�,�Q�� �G�L�H�V�H�U�� �$�U�E�H�L�W�� �N�R�Q�Q�W�H�� �J�H�]�H�L�J�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �G�D�V�V��Rbe1p in Hefezellen eine duale 

�/�R�N�D�O�L�V�D�W�L�R�Q�� �D�X�I�Z�H�L�V�W����ein signifikanter Anteil des Proteins ist unter diesen 

Wachstumsbedingungen Disulfidbrücken-abhängig �P�L�W�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�� �D�V�V�R�]�L�L�H�U�W����

während der ungebundene Teil sekretiert wird. Zellwand-assoziiertes Rbe1p ist polar 

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

eindeutiges Rbe1p-Polarisationsmuster �O�L�H�‰���V�L�F�K���Q�L�F�K�W���Q�D�F�K�Z�H�L�V�H�Q�����G�D���V�R�Z�R�K�O���=�H�Olen 

mit uni- als auch bipolaren Signalen beobachtet wurden. Interessanterweise wurde in 

früheren Studien auch eine polarisierte Lokalisation der RBT4 mRNA in C. albicans 

Hyphenzellen detektiert �>�����������������@. Möglicherweise greift ein ähnlicher Mechanismus 

auch für die RBE1 mRNA. Generell ermöglicht polarisierte Proteinsekretion 

pathogenen Pilzen verschiedene Effektormoleküle gezielt zu applizieren und so deren 

Wirkung zu maximieren. Ein Beispiel hierfür ist die Sekretion des Enzyms 

Phospholipase B an der Spitze von C. albicans Hyphenzellen [183].  

Ein erster Hinweis auf eine Disulfidbrücken-abhängige Zellwandlokalisation von 

Rbe1p finden sich in einer massenspektrometrischen Studie von Hernaez et al.�����L�Q���G�H�U��

eine Kombination aus Trypsin und 5 mM DTT verwendet wurde���� �X�P��periphere 

Zellwandproteine aus C. albicans Hefezellen zu extrahieren und zu verdauen [178]. In 

�h�E�H�U�H�L�Q�V�W�L�P�P�X�Q�J���P�L�W���G�H�Q���'�D�W�H�Q���D�X�V���G�L�H�V�H�U���$�U�E�H�L�W����wurden Rbe1p-Peptide hierbei erst 

nach DTT-Behandlung der Zellen detektiert.  

Verschiedene Studien in S. cerevisiae �K�D�E�H�Q�� �J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�� �•�E�H�U��

Disulfidbrücken in der Zellwand verankert werden können �>�����������������@. Hierzu gehören 

�K�D�X�S�W�V�l�F�K�O�L�F�K�� �*�O�X�F�D�Q�D�V�H�Q���� �&�K�L�W�L�Q�D�V�H�Q�� �X�Q�G�� �3�U�R�W�H�L�Q�� �G�H�U�� �3�L�U-Familie. Pir-Proteine 

können�� ähnlich wie es für Rbe1p �E�H�R�E�D�F�K�W�H�W���Z�X�U�G�H�����V�R�Z�R�K�O���V�H�N�U�H�W�L�H�U�W�����D�O�V���D�X�F�K���•�E�H�U��

Disulfidbrücken in der Zellwand verankert werden [185]. �+�L�H�U�E�H�L���V�W�H�O�O�W���V�L�F�K���G�L�H���)�U�D�J�H����

wie eine solche duale Lokalisation vermittelt bzw. reguliert wird? Die Autoren der 

Studie über die Pir-Proteine in S. cerevisiae �K�D�E�H�Q���Y�H�U�P�X�W�H�W�����G�D�V�V��diese Proteine als 

Disulfid-verknüpfte Dimere oder Multimere sekretiert werden���� �Z�R�E�H�L��ein Teil der 

Untereinheiten Disulfidbrücken-�D�E�K�l�Q�J�L�J�� �L�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�� �Y�H�U�E�O�H�L�E�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �G�H�U��

ungebundene Teil in den Überstand gelangt [185]. Diese Hypothese scheint für Rbe1p 

�X�Q�J�H�H�L�J�Q�H�W�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�D�� �G�H�V�V�H�Q�� �+�R�P�R�G�L�P�H�U�L�V�L�H�U�X�Q�J�� �Q�L�F�K�W�� �G�X�U�F�K�� �'�L�V�X�O�I�L�G�E�U�•�F�N�H�Q��

vermittelt wird. Die Verankerung von Rbe1p in der Zellwand könnte entweder auf 

direkter Disulfidbrückenbildung zwischen Rbe1p 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�L�G�E�U�•�F�N�H�Q�E�L�O�G�X�Q�J���P�D�‰�J�H�E�O�Lch zur Tertiärstruktur 

und Proteinstabilität beitragen �>���������������@�����L�V�W���H�V���X�Q�Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�����G�D�V�V��diese auch für 

intermolekulare Bindungen zur Verfügung stehen. �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �I�•�Krte die Behandlung 

von C. albicans Zellwandpräparationen mit 2% SDS zur Freisetzung von monomerem 

�5�E�H���S���� �Z�D�V�� �J�H�J�H�Q�� �G�L�U�H�N�W�H�� �'�L�V�X�O�I�L�G�E�U�•�F�N�H�Q�Eildung und für Verankerung über nicht-

kovalente Protein-Protein Interaktionen spricht. Generell lässt sich auch eine 

unspezifische Freisetzung von Rbe1p durch erhöhte Zellwandpermeabilität nach DTT-

�%�H�K�D�Q�G�O�X�Q�J���Q�L�F�K�W���Y�R�O�O�V�W�l�Q�G�L�J���D�X�V�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q��[187].  

In Übereinstimmung mit früheren Genexpressions- und Massenspektrometrie-Daten 

[88]���� �L�V�W�� �G�D�V��Rbe1p-Expressionslevel in Hyphenzellen sehr viel niedriger als in 

Hefezellen. Interessanterweise ist Rbe1p���� unabhängig von der niedrigeren 

Expressionsstärke�� unter Hyphenwachstumsbedingungen nicht in der Zellwand 

nachzuweisen. �'�L�H�V�� �]�H�L�J�W���� �G�D�V�V�� �G�L�H��Zellwandlokalisation von Rbe1p 

wachstumsabhängig reguliert wird und möglicherweise mit einer hefespezifischen 

Zusammensetzung der Zellwand korreliert. Verschiedene Studien haben die 

Unterschiede im Zellwandproteom zwischen C. albicans Hefe- und Hyphenzellen 

hervorgehoben �>�����������������@.  

�,�P�� �*�H�J�H�Q�V�D�W�]�� �]�X�� �5�E�H���S���� �Z�L�U�G�� �5�E�W���S�� �Y�R�Q��C. albicans unter den analysierten 

Wachstumsbedingungen konstitutiv sekretiert. Rbt4p konnte weder durch 

Immunfluoreszenz-�)�l�U�E�X�Q�J���� �Q�R�F�K�� �G�X�U�F�K�� �:�H�V�W�H�U�Q-Blotting nach DTT- oder SDS-

Extraktion in der Zellwandfraktion gefunden werden. �(�U�Z�D�U�W�X�Q�J�V�J�H�P�l�‰��war das 

Expressionslevel und die Sekretion von Rbt4p in Hyphenzellen höher als in Hefezellen 

[88].  

 Post translationale Modifikation von Rbe1p und Rbt4p   

Neben einer differentiellen Expression und Lokalisation von Rbe1p und Rbt4p in C. 

albicans Hefe- und Hyphenzellen�� wurde in dieser Arbeit auch eine 

wachstumsbedingungsabhängige Prozessierung beider Proteine beobachtet. Eine 

Analyse des Glykosylierungsstatus von Rbe1p und Rbt4p �K�D�W���H�U�J�H�E�H�Q�����G�D�V�V���H�L�Q���7�H�L�O��

dieser Prozessierungsstufen auf unterschiedlicher O- bzw. N-Glykosylierung basiert. 

Sowohl Rbe1p als auch Rbt4p werden O-�J�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G���5�E�H���S�� �]�X�V�l�W�]�O�L�F�K�� �1-
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glykosyliert wird. Die O-Glykosylierungen finden in beiden Proteinen wahrscheinlich in 

der Serin/Theonin-reichen Region �D�X�‰�H�U�K�D�O�E���G�H�U���&�$�3-Domäne �V�W�D�W�W�����Z�l�K�U�H�Q�G��die N-

Glykane von Rbe1p wahrscheinlich an einem C-terminalen Asparaginrest (N254) 

angehängt werden. Ähnlich wie die allgemeine Kohlenhydratzusammensetzung der 

Zellwand mit der Morphologie oder der verfügbaren Kohlenstoffquelle variiert �>����������

190]�����V�F�K�H�L�Q�W���D�X�F�K���G�L�H���*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J���Y�R�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S��von diesen Parametern 

abhängig zu sein. �'�D�V�� �$�X�V�P�D�‰�� �G�H�U�� �*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J�� �V�F�K�H�L�Q�W�� �E�H�L�� �5�E�H���S�� �X�Q�W�H�U��

�+�H�I�H�Z�D�F�K�V�W�X�P�V�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�� �D�P�� �J�U�|�‰�W�H�Q�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �5�E�W���S�� �X�Q�W�H�U��

Hyphenwachstumsbedingungen stärker glykosyliert wird.  

 

�1�H�E�H�Q�� �G�H�U�� �*�O�\�N�R�V�\�O�L�H�U�X�Q�J���� �V�W�H�O�O�W�� �G�L�H�� �S�U�R�W�H�R�O�\�W�L�V�F�K�H�� �3�U�R�]�H�V�V�L�H�U�X�Q�J�� �H�L�Q�H�Q�� �Z�H�L�W�H�U�H�Q��

wichtigen Modifikationsfaktor für sekretierte Proteine dar. Sekretierte Proteine 

durchlaufen meist eine Reihe kompartimentspezifischer Prote�R�O�\�V�H�V�F�K�U�L�W�W�H����

angefangen mit der Abspaltung des N-terminalen Sekretionssignals durch den 

Signalpeptidase-Komplex im ER [44]. Danach folgen weitere proteinspezifische 

Prozessierungen�� z.B. durch Kexin-ähnliche Proteinasen im Golgi oder durch 

Aspartatproteasen in der Zellwand �>�������� ����������192]. Rbe1p und Rbt4p scheinen in C. 

albicans nicht durch die Golgi-Protease Kex2p prozessiert zu werden. Während Rbe1p 

keine Lysin-Arginin-Spaltstelle für Kex2p �H�Q�W�K�l�O�W���� �E�H�V�L�W�]�W Rbt4p zwar eine potentielle 

Kex2p-�(�U�N�H�Q�Q�X�Q�J�V�V�H�T�X�H�Q�]����rekombinantes Rbt4p wurde in einem in vitro Experiment 

allerdings nicht durch Kex2p gespalten [193]. �$�X�‰�H�U�G�H�P���V�W�H�O�O�H�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S kein 

Substrat für die zellwandassoziierten Aspartatproteasen Sap9p und Sap10p dar [192]. 

Eine genauere Aufklärung des Mechanismus der proteolytischen Prozessierung von 

Rbe1p und Rbt4p steht somit noch aus.  

Ein interessanter Zusammenhang zwischen der proteolytischen Prozessierung von 

CAP-Proteinen und Signaltransduktion�� wurde für ein PR-1 Protein aus Tomaten 

(Solanum lycopersicum) beschrieben. Ein C-terminales PR-1 Peptid (11 

Aminosäuren)�����Z�H�O�F�K�H�V���D�O�V��CAP-derived peptide 1 (CAPE1) bezeichnet �Z�L�U�G����moduliert 

die Signaltransduktion bei biotischem (Pathogenbefall���� �9�H�U�O�H�W�]�X�Q�J) und abiotischem 

Stress (Salzstress) in Pflanzen �>���������� ������]. CAPE1 ist im CAP2-Motif lokalisiert und 

besitzt die Konsensus-Sequenz PxGNxxxxxPY. Es findet sich in vielen Pflanzen und 

ist auch partiell in der Rbe1p- und Rbt4p-Sequenz konserviert (Rbe1p = 

PxGNxxxxxVT; Rbt4p = PxGNxxxxxPK). Da Rbe1p und Rbt4p allerdings �H�W�Z�D�V���J�U�|�‰�H�U��
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sind als die pflanzlichen PR-���� �3�U�R�W�H�L�Q�H���� �Z�•�U�G�H�� �E�H�L�� �J�O�H�L�F�K�H�U�� �6�S�D�O�W�V�W�H�O�O�H���� �H�L�Q 26 

Aminosäuren langes Rbe1p-Peptid�� und ein 25 Aminosäuren langes Rbt4p-Peptid 

entstehen. Interessanterweise befindet sich das N-Glykosylierungsmotif von Rbe1p in 

der potentiellen Peptidsequenz. Weitere Experimente müssen über diese mögliche 

proteolytische Prozessierung von Rbe1p und Rbt4p Aufschluss geben.  

 Rbe1p Homodimerisierung  

Verschiedene in vitro �6�W�X�G�L�H�Q�� �K�D�E�H�Q�� �J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V�� �&�$�3-�3�U�R�W�H�L�Q�H���� �Z�L�H��z.B. Na-ASP-

���S�����*�$�3�5-���S�����)�S�U���S���R�G�H�U��Pry1p�����L�Q���G�H�U���/�D�J�H���G�D�]�X���V�L�Q�G���+�R�P�R�G�L�P�H�U�H auszubilden �>��������

97-99]. Allerdings scheint Dimerisierung kein gemeinsames Merkmal von CAP-

�3�U�R�W�H�L�Q�H�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�D�� �9�H�U�W�U�H�W�H�U�� �Z�L�H��SmVAL-4 oder MpPR-1i primär als Monomere 

vorliegen �>�������� �������@. Als treibende Kraft für die Dimerisierung von CAP-Proteinen 

wurden meist polare und hydrophobe Interaktionen postuliert �>�������� �������� �����@�����D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V��

gibt es auch ein Beispiel für Disulfidbrücken-vermittelte Dimerisierung [197].  

�'�L�H���(�U�J�H�E�Q�L�V�V�H���G�L�H�V�H�U���$�U�E�H�L�W���O�H�J�H�Q���Q�D�K�H�����G�D�V�V���5�E�H���S��in der Zellwand von C. albicans 

Homodimere ausbildet. Diese Dimerisierung basiert vermutlich primär auf polaren und 

hydrophoben �:�H�F�K�V�H�O�Z�L�U�N�X�Q�J�H�Q���� �G�D�� �G�L�H�� �5�H�G�X�N�W�L�R�Q�� �Y�R�Q�� �'�L�V�X�O�I�L�G�E�U�•�F�N�H�Q�� �G�X�U�F�K��DTT 

�R�G�H�U����-ME keinen Einfluss auf die Dimerbildung hat. Zudem scheint das Dimer durch 

hohe SDS-Konzentrationen dissoziiert zu werden. Auch Glykosylierung scheint keine 

Voraussetzung für die Rbe1p Dimerisierung zu sein���� �G�D�� �G�L�Hse durch PNGase F-

Behandlung nicht negativ beeinflusst wird.   

In der extrazellulären Fraktion konnte keine vergleichbare Menge an Rbe1p-

Homodimere �Q�D�F�K�J�H�Z�L�H�V�H�Q�� �Z�H�U�G�H�Q���� �Z�H�V�K�D�O�E�� �G�L�H��Ausbildung des Dimers 

möglicherweise 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]. �1�L�F�K�W�� �N�R�P�S�O�H�W�W�� �D�X�V�]�X�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�� �L�V�W�� �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �H�L�Q�H��

induzierte Dimerisierung bzw. Aggregation von Rbe1p durch die Anwesenheit von DTT 

�R�G�H�U�� ��-ME. Artifizielle Proteinaggregation durch DTT-induzierte Reduktion von 

Disulfidbrücken wurde zum Beispiel schon für Rinderserumalbumin oder Insulin 

beobachtet �>�����������������@. Es gibt allerdings auch Beispiele für Disulfidbrücken-abhängige 

Proteinoligomerisierung unter physiologischen Bedingungen. Die humane Superoxid-
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Dismutase SOD1p initiiert in ihrer Disulfidbrücken-reduzierten Form die 

Oligomerisierung von monomerem SOD1p und trägt hierdurch zu neuro-

pathologischen Erkrankungen bei [200]. Selbst wenn die Dimerisierung von Rbe1p 

�G�X�U�F�K�� �5�H�G�X�N�W�L�R�Q�� �G�H�U�� �'�L�V�X�O�I�L�G�E�U�•�F�N�H�Q�� �L�Q�G�X�]�L�H�U�W�� �Z�L�U�G���� �N�|�Q�Q�W�H�� �G�L�H�V��somit auch ein 

physiologischer Vorgang mit funktioneller Relevanz sein.  

 

�'�L�H�� �D�X�‰�H�U�J�H�Z�|�K�Q�O�L�F�K�H�� �6�W�D�E�L�O�L�W�l�W�� �G�H�U�� �5�E�H���S-Homodimere gegenüber hohen 

Temperaturen und SDS-Konzentrationen�� erinnert an die Eigenschaften von Amyloid-

Proteinkomplexen �>���������� �������@. Dieser Zusammenhang ist besonders relevant und 

naheliegend���� �G�D��das CAP-Protein GAPR-1 nach Interaktion mit negativ geladenen 

Phospholipiden Amyloidfibrillen ausbildet [100]. Die Autoren der GAPR-1 Studie haben 

�S�R�V�W�X�O�L�H�U�W�����G�D�V�V���$�P�\�O�R�L�G�E�L�O�G�X�Q�J���H�L�Q�H���J�H�Q�H�U�H�O�O�H���(�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W���Y�R�Q���&�$�3-�3�U�R�W�H�L�Q�H�Q���L�V�W�����G�L�H��

durch proteinspezifische Lipidinteraktionen induziert wird [100]. GAPR-1 hat einen 

hohen isoelektrischen Punkt (pIGAPR-1� �������������X�Q�G���L�V�W���E�H�L���S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�Vchem pH-Wert netto 

positiv gela�G�H�Q�����Z�D�V���Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K���I�•�U���G�L�H���,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q���P�L�W���Q�H�J�D�W�L�Y���J�H�O�D�G�H�Q�H�Q���/�L�S�L�G�H�Q��

von Bedeutung ist. Im Gegensatz hierzu haben Rbe1p und Rbt4p einen sehr viel 

niedrigeren isoelektrischen Punkt (pIRbe1 � �� ���������� �S�,Rbt4 � �� ������������ �Z�D�V�� �G�L�H�� �%�L�Q�G�X�Q�J�� �Y�R�Q��

negativ geladenen Lipiden unter physiologischem pH-Wert erschwert. Entsprechend 

wurde in dieser Arbeit keine Amyloidbildung von Rbe1p und Rbt4p in Anwesenheit von 

Liposomen mit negativ geladenem Phosphatidylinostiol und Cholesterol beobachtet 

(Daten nicht gezeigt). Sollten Rbe1p und Rbt4p somit �G�D�]�X�� �L�Q�� �G�H�U�� �/�D�J�H�� �V�H�L�Q���� �Q�D�F�K��

�/�L�S�L�G�E�L�Q�G�X�Q�J�� �$�P�\�O�R�L�G�V�W�U�X�N�W�X�U�H�Q�� �D�X�V�]�X�E�L�O�G�H�Q���� �L�V�W�� �H�L�Q�H��andere Lipidspezies oder 

Lipidkombination nötig.  

 

In der Literatur findet man wenige Informationen über die funktionelle Rolle der 

Dimerisierung von CAP-Proteinen. Pry1p Dimerisierung �I�•�K�U�W���]�X�U���%�L�O�G�X�Q�J���H�L�Q�H�U���J�U�R�‰�H�Q��

�6�S�D�O�W�H���]�Z�L�V�F�K�H�Q���G�H�Q���D�Q�W�L�S�D�U�D�O�O�H�O���D�Q�J�H�R�U�G�Q�H�W�H�Q���0�R�Q�R�P�H�U�H�Q����in der die CAP-Tetraden 

und CBM-Regionen verbunden sind [93]. Die funktionellen Implikationen dieser 

Struktur für die Bindung von Cholesterol oder möglichen anderen Liganden sind jedoch 

unbekannt. Generell scheint die Dimersierung von CAP-Proteinen keine notwendige 

Bedingung für Sterolbindung �]�X���V�H�L�Q�����G�D��auch das monomere CAP-Protein SmVAL4 

Sterole bindet [91].  
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Serrano et al. haben p�R�V�W�X�O�L�H�U�W���� �G�D�V�V��durch die Dimerisierung von GAPR-1 

möglicherweise ein katalytisch ak�W�L�Y�H�V�� �=�H�Q�W�U�X�P�� �H�Q�W�V�W�H�K�W���� �Z�H�O�F�K�H�V�� �G�X�U�F�K��zwei 

konservierte Histidin- und Glutamatpaare aufgebaut wird [97]. Interessanterweise führt 

die Mutation dieser konservierten Aminosäuren im Protein Fpr1p aus F. oxysporum zu 

einem Virulenzdefekt in einem systemischen Mausinfektionsmodell [99]. In der 

gleichen Studie wurde allerdings �D�X�F�K���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���G�L�H��Mutationen die Dimerisierung 

von Fpr1p nicht beeinflussen.  

Der Zusammenhang zwischen der Dimerisierung und den funktionellen Eigenschaften 

von Rbe1p bleibt somit weitestgehend ungeklärt�����X�Q�G���H�V���V�L�Q�G���]�X�V�l�W�]�O�L�F�K�H��Mutations- 

und Strukturanalysen �Q�|�W�L�J���� �X�P�� �G�L�H�V�Hn Zusammenhang detaillierter zu beschreiben. 

[107] 

 

 Molekulare Funktion  von Rbe1p 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 Diversität der Proteine spricht allerdings 

für unterschiedliche Wirkmechanismen. Diese Diversität liegt wahrscheinlich nicht nur 

in den �G�L�Y�H�U�J�H�Q�W�H�Q����schwach konservierten Proteinbereichen �E�H�J�U�•�Q�G�H�W���� �V�R�Q�G�H�U�Q��

betrifft auch die CAP-D�R�P�l�Q�H�� �V�H�O�E�V�W���� �I�•�U��die unterschiedliche molekulare 

Eigenschaften �E�H�V�F�K�U�L�H�E�H�Q���Z�X�U�G�H�Q���� �+�L�H�U�]�X�� �]�l�K�O�W���G�L�H�� �%�L�Q�G�X�Q�J�� �Y�R�Q���/�L�S�L�G�H�Q�����6�W�H�U�R�O�H�Q����

Fetts�l�X�U�H�Q�����/�H�X�N�R�W�U�L�H�Q�H�Q�� �>���������������������������@�����G�L�H���,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q���P�L�W���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H�Q���3�U�R�W�H�L�Q�H�Q��

���,�Q�W�H�J�U�L�Q�H���� �&�D�Y�H�R�O�L�Q���� �7�R�[�$���� �%�H�F�O�L�Q�� [103-106] oder Proteaseaktivität [102]. 

Möglicherweise kann die CAP-Domäne auch mehrere �)�X�Q�N�W�L�R�Q�H�Q���D�X�V�I�•�K�U�H�Q�����G�L�H���V�L�F�K��

gegenseitig bedingen oder beeinflussen.  

Der einzige Hinweis auf die molekulare Funktion von fungalen CAP-Proteinen basiert 

�P�R�P�H�Q�W�D�Q�� �D�X�I�� �G�H�U�� �%�H�R�E�D�F�K�W�X�Q�J���� �G�D�V�V�� �3�5�<-Proteine aus S. cerevisiae Sterole und 

Fettsäuren binden und exportieren können [201]. Die �)�U�D�J�H���� �R�E�� �6�W�H�U�R�O- und 

Fettsäurebindung eine generelle Funktion von PRY-Proteinen in Pilzen ist�� und welche 

�5�R�O�O�H���G�L�H�V�H���(�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q���X�Q�W�H�U���S�K�\�V�L�R�O�R�J�L�V�F�K�H�Q���%�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q���V�S�L�H�O�H�Q�� ist allerdings 

noch ungeklärt.  
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Die in dieser Arbeit beschriebenen molekularen Charakteristika von Rbe1p und Rbt4p 

führen zu einem einheitlicheren Bild über die Funktion von fungalen PRY-Proteinen. 

Obwohl die Ergebnisse redundante Eigenschaften zwischen Rbe1p und Rbt4p 

bestätigen����implizieren sie gleichzeitig auch eine molekulare und funktionelle 

Diversifizierung dieser Proteinfamilie in C. albicans.  

 Funktion von Rbe1p in der Zellwand  

Die in dieser Arbeit beschriebene duale Lokalisation von Rbe1p in der Zellwand und 

�G�H�U�� �H�[�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q�� �)�U�D�N�W�L�R�Q���� �Z�L�U�I�W�� �G�L�H�� �)�U�D�J�H�� �D�X�I���� �Zas das Effektorkompartiment des 

Proteins ist? Verschiedene experimentelle Beobachtungen in C. albicans �]�H�L�J�H�Q�����G�D�V�V��

es nicht nur eine Antwort auf eine solche Frage geben muss. Das 

Transmembranprotein Msb2 besteht zum Beispiel aus unterschiedlich lokalisierten 

�6�L�J�Q�D�O�G�R�P�l�Q�H�Q�����H�L�Q�H�U���H�[�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�Q���'�R�P�l�Q�H�����G�L�H���S�U�R�W�H�R�O�\�W�L�V�F�K���D�E�J�H�V�S�D�O�W�H�Q���Z�L�U�G���X�Q�G��

�D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H�� �3�H�S�W�L�G�H�� �E�L�Q�G�H�W���� �X�Q�G�� �H�L�Q�H�U�� �F�\�W�R�S�O�D�V�P�D�W�L�V�F�K�H�Q�� �'�R�P�l�Q�H���� �G�L�H��

Hyphenmorphogenese und Zellwandstress-vermittelte Signaltransduktion reguliert 

[202]. Ein anderes Beispiel ist das �3�U�R�W�H�L�Q�� �3�U�D���S���� �Z�H�O�F�K�H�V�� �L�Q�� �V�H�L�Q�H�U�� �]�H�O�O�D�V�V�R�]�L�L�H�U�W�H�Q��

Form �D�Q���G�H�U���$�X�I�Q�D�K�P�H���Y�R�Q���=�L�Q�N�L�R�Q�H�Q���E�H�W�H�L�O�L�J�W���L�V�W�����X�Q�G���Ln seiner sekretierten Form an 

Integrin-Rezeptoren und Proteine des Komplementsystems bindet �>�����������������������@.  

�'�D�� �5�E�H���S�� �X�Q�W�H�U�� �+�H�I�H�Z�D�F�K�V�W�X�P�V�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�� �]�X�� �H�L�Q�H�P�� �*�U�R�‰�W�H�L�O�� �L�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G��

�O�R�N�D�O�L�V�L�H�U�W�� �L�V�W���� �L�V�W�� �H�V�� �V�F�K�O�•�V�V�L�J�� �D�Q�]�X�Q�H�K�P�H�Q���� �G�D�V�V�� �G�L�H�V�H�U�� �$�Q�W�H�L�O��auch funktionell und 

physiologisch relevant ist. Die Unterschiede in der molekularen Konstitution von Rbe1p 

zwischen der Zellwandfraktion und dem Überstand sprechen zusätzlich für eine 

physiologische Relevanz.  

Eine direkte Rolle von Rbe1p beim Zellwandaufbau kann sehr wahrscheinlich 

�D�X�V�J�H�V�F�K�O�R�V�V�H�Q�� �Z�H�U�G�H�Q���� �G�D��sich der Glucan-���� �0�D�Q�Q�D�Q- und Chitin-Gehalt zwischen 

dem Wildtyp und der �U�E�H���¨�U�E�W���¨-Mutante nicht unterscheidet [88]�����$�X�‰�H�U�G�H�P���Z�X�U�G�H��

�L�Q���G�L�H�V�H�U���$�U�E�H�L�W���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���G�L�H���/�R�N�D�O�L�V�D�W�L�R�Q���Y�R�Q���&�K�L�W�L�Q���G�X�U�F�K���G�L�H���'�H�O�H�W�L�R�Q���Y�R�Q��RBE1 

nicht beeinflusst wird. Rbe1p übernimmt möglicherweise eine eher indirekte Rolle bei 

Zellwand-assoziierten Prozessen. In Übereinstimmung mit einer Zellwand-

assoziierten �)�X�Q�N�W�L�R�Q�� �Y�R�Q�� �5�E�H���S����haben Ene et al. �J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V�� �H�L�Q��RBE1 

�'�H�O�H�W�L�R�Q�V�V�W�D�P�P���� �G�H�U�� �P�L�W�� �/�D�F�W�D�W�� �D�O�V�� �.�R�K�O�H�Q�V�W�R�I�I�T�X�H�O�O�H�� �J�H�Z�D�F�K�V�H�Q�� �L�V�W�� hypersensitiv 

gegenüber Zellwandstress ist [189]. Diese Hypersensitivität wurde durch hohe 



Diskussion  127 

 

Osmolarität (2M NaCl) bzw. Exposition mit dem Chitin-bindenden Fluoreszenzfarbstoff 

Calcofluor white (200 µg/mL) ausgelöst. Dieser beschriebene Phänotyp ist von der 

verfügbaren Kohlenstoffquelle abhängig und wurde nicht in Medium mit 2% Glucose 

beobachtet. In dieser Arbeit konnte interessanterweise �Q�D�F�K�J�H�Z�L�H�V�H�Q�� �Z�H�U�G�H�Q���� �G�D�V�V��

die Sekretion und posttranslationale Modifikation von Rbe1p mit der verfügbaren 

Glukosekonzentrat�L�R�Q�� �Y�D�U�L�L�H�U�W���� �Z�D�V��zusätzlich für eine Kohlenstoffquellen-abhängige 

Funktion bzw. Regulation des Proteins spricht.  

Einen indirekten Hinweis auf eine Funktion von Rbe1p in der Zellwand�� liefert das PRY-

Protein Epx1p aus Pichia pastoris���� �Z�H�O�F�K�H�V��zwischen den fünf PRY-Proteinen in C. 

albicans �G�L�H���J�U�|�‰�W�H Sequenzähnlichkeit zu Rbe1p zeigt. Die Deletion von EPX1 führt 

zur Hypersensitivität von P. pastoris in Anwesenheit von Zellwand-pertubierenden 

Substanzen wie Calcofluor white und Kongorot [204]. Zudem wird EPX1 in P. pastoris 

bei hoher Osmolarität verstärkt exprimiert [204]. Dieser Phänotyp ähnelt den 

Beobachtungen über RBE1 von Ene et al. in C. albicans [189]�����D�O�O�H�U�G�L�Q�J�V���Z�X�U�G�H�Q���G�L�H��

Experimente in P. pastoris mit 2% Glucose als C-Quelle durchgeführt.  

Rbe1p ist an Knospungsstellen lokalisiert���� �Z�R�G�X�U�F�K�� �H�L�Q�H�� �I�X�Q�N�W�L�R�Q�H�O�O�H�� �5�R�O�O�H�� �E�H�L��

Zellteilungsprozessen denkbar wäre. Allerdings lieferte die Wachstumsdynamik und 

Morphologie der �U�E�H���¨-Zel�O�H�Q�� �X�Q�W�H�U�� �6�W�D�Q�G�D�U�G�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q���� �N�H�L�Q�H�� �+�L�Q�Z�H�L�V�H�� �D�X�I�� �H�L�Q�H��

solche Funktion. Möglicherweise sind spezielle Bedingungen oder Wachstumsformen 

�Q�|�W�L�J���� �X�P���H�L�Q�H�Q���V�R�O�F�K�H�Q���3�K�l�Q�R�W�\�S���]�X���E�H�R�E�D�F�K�W�H�Q���� �5�|�K�P��et al. �K�D�E�H�Q���J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V��

RBE1 in Abhängigkeit des epigenetischen Wechsels zwischen der white- und der 

opaque-Zellform differentiell reguliert wird [88]. Während dieses Wechsels werden aus 

den normalerweise vorherrschenden white-�=�H�O�O�H�Q���� �S�D�D�U�X�Q�J�V�N�R�P�S�H�W�H�Q�W�H��opaque-

Zellen des Paarungstyps MTLa oder �0�7�/�.��[205]. Die Expression von RBE1 ist in 

opaque-Zellen mit Paarungstyp MTLa ca. 2-fach höher als in white-Zellen [88]. 

Genauere Untersuchungen zu einer möglichen Rolle von Rbe1p 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�L�H bevorzugt von Rezeptoren des 

angeborenen Immunsystems erkannt werden �>�������� �������@. Die Immunevasion durch 

Maskierung dieser Erkennungsmuster ist ein wichtiger Pathogenitätsmechanismus 

von C. albicans �>�������� �����@�� und Rbe1p könnte möglicherweise einen solchen 

immunevasiven Effekt haben. Unter in vitro Bedingungen konnte dies allerdings nicht 
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gezeigt werden���� �Ga der Hypersensitivitätsphänotyp der �U�E�H���¨�U�E�W���¨-Mutante 

gegenüber Neutrophilen nur in Hyphenzellen auftritt [88].    

 Funktion i m Lipid transport und Metabolismus  

Die Bindung von Sterolmolekülen scheint eine weit verbreitete Eigenschaft von CAP-

Proteinen zu sein und wurde schon in verschiedenen Organismen nachgewiesen �>��������

���������� ���������� �������@. Allerdings 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 Moleküle�����Z�L�H���)�H�W�W�V�l�X�U�H�Q���X�Q�G���/�H�X�N�R�W�U�L�H�Q�H��[114]. Von den elf CAP-

Proteinen im phytopathogenen Pilz Moniliophthora perniciosa sind fünf dazu in der 

�/�D�J�H���6�W�H�U�R�O�H���]�X���E�L�Q�G�H�Q���X�Q�G���]�X���V�H�N�U�H�W�L�H�U�H�Q�����Z�l�K�U�H�Q�G���]�Z�H�L���9�H�U�W�U�H�W�H�U���)�H�W�W�V�l�X�U�H�Q���E�L�Q�G�H�Q��

[110]. Diese zwei Beobachtungen stützen die �7�K�H�R�U�L�H���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �&�$�3-Domäne 

möglicherweise als Gerüst für die Bildung verschiedener hydrophober Bindetaschen 

fungiert [115].  

�,�P���5�D�K�P�H�Q���G�L�H�V�H�U���$�U�E�H�L�W���Z�X�U�G�H���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���&�K�R�O�H�V�W�H�U�R�O��mit einer 

�'�L�V�V�R�]�L�D�W�L�R�Q�V�N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�R�Q�� ���������� �—�0�� �E�]�Z���� �������� µM binden können. Hiermit ist die 

Affinität zu Cholesterol etwas niedriger als für PRY-Proteine in S. cerevisiae (Kd Pry1 

~ 0.7 µM; Kd Pry2 ~ 0.6 µM������jedoch im mikro�P�R�O�D�U�H�Q�� �%�H�U�H�L�F�K���� �Z�L�H�� �I�•�U�� �D�Q�G�H�U�H��

Cholesterolbindeproteine beobachtet �>���������������������������@.  

�'�X�U�F�K�� �S�R�V�L�W�L�R�Q�V�V�S�H�]�L�I�L�V�F�K�H�� �0�X�W�D�J�H�Q�H�V�H�� �Z�X�U�G�H�� �E�H�V�W�l�W�L�J�W���� �G�D�V�V�� �G�D�V�� �&�D�Y�H�R�O�L�Q-

Bindemotif (CBM = ØXØXXXXØ; Ø = aromatische Aminosäure; X = beliebige 

Aminosäure) für die Sterolbindung von Pry1p und verschiedene MpPR-1 Proteine 

essentiell ist �>�����������������@. Hierbei scheint die aromatische Aminosäure an Position 3 des 

CBMs �E�H�V�R�Q�G�H�U�V���Z�L�F�K�W�L�J���]�X���V�H�L�Q�����G�D��sich MpPR-�����3�U�R�W�H�L�Q�H�����G�L�H��keine Sterole binden�� 

durch Einführung einer aromatischen Aminosäure an dieser Position in sterolbindende 

Proteine umwandeln lassen [110]. Trotz der experimentell bestätigten 

Sterolbindungs�H�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q���Y�R�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S����ist die Konservierung des CBMs 

in beiden Proteinen eher schlecht. In der Rbe1p Primärsequenz sind die aromatischen 

Aminosäuren a�Q���3�R�V�L�W�L�R�Q�������X�Q�G�������G�H�V���&�%�0�V���N�R�Q�V�H�U�Y�L�H�U�W�����Z�l�K�U�H�Q�G���G�L�H���5�E�W���S���6�H�T�X�H�Q�]��

keine der aromatischen Aminosäuren aufweist. Für die Cholesterolbindung scheint 
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somit die räumliche Anordnung der Aminosäuren wichtiger zu sein als die 

Primärsequenz.   

Cholesterolbindestellen sind in löslichen Proteinen meist in einer oberflächlich 

�]�X�J�l�Q�J�O�L�F�K�H�Q�� �9�H�U�W�L�H�I�X�Q�J�� �E�]�Z���� �.�D�Y�L�W�l�W�� �O�R�N�D�O�L�V�L�H�U�W���� �X�P��die Exposition zur hydrophilen 

Umgebung zu minimieren [158]. In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung�� wurde 

durch in silico �+�R�P�R�O�R�J�L�H�P�R�G�H�O�O�L�H�U�X�Q�J���E�H�V�W�l�W�L�J�W�����G�D�V�V���G�L�H���&�%�0-Regionen von Rbe1p 

und Rbt4p potentiell oberflächlich zugängliche Kavitäten ausbilden können.  

 

Neben Sterolmolekülen sind CAP-Proteine auch dazu in der Lage freie Fettsäuren zu 

binden und zu exportieren �>���������� ���������� ���������� �������@. Pry1p aus S. cerevisiae bindet 

Palmitinsäure���� �X�Q�D�E�K�l�Q�J�L�J�� �Y�R�Q��der Sterolbindung����mit einer Dissoziationskonstante 

von 112 µM [115]. �'�L�H�V�H�� �(�[�S�R�U�W�I�X�Q�N�W�L�R�Q�� �L�V�W�� �H�V�V�H�Q�W�L�H�O�O�� �X�Q�W�H�U�� �%�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q���� �L�Q�� �G�H�Q�H�Q��

intrazelluläre Fettsäuren stark akkumulieren [115]. Erste in vitro Bindungsstudien 

�G�H�X�W�H�Q���G�D�U�D�X�I���K�L�Q�����G�D�V�V���U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�H�V���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���D�X�F�K���G�D�]�X���L�Q���G�H�U���/�D�J�H���V�L�Q�G��

Palmitinsäure zu binden (Daten nicht gezeigt). Allerdings sind weitere Studien zur 

�6�S�H�]�L�I�L�W�l�W���G�L�H�V�H�U���%�L�Q�G�X�Q�J���Q�|�W�L�J�����X�P���H�L�Q�H���$�X�V�V�D�J�H���•�E�H�U���H�L�Q�H���V�R�O�F�K�H���)�X�Q�N�W�L�R�Q���W�U�H�I�I�H�Q���]�X��

können. 

 

Durch ektopische Expression von RBE1 und RBT4 in der S. cerevisiae �¨pry1�¨pry2-

Mutante konnte in dieser Arbeit �J�H�]�H�L�J�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �G�D�V�V�� �E�H�L�G�H�� �3�U�R�W�H�L�Q�H�� �D�X�F�K��in vivo 

Sterole binden und exportieren können. Der Export von Cholesterylacetat durch PRY-

Proteine scheint in S. cerevisiae an den Acetylierungs-/Deacetylierungszyklus von 

�/�L�S�L�G�H�Q�� �J�H�N�R�S�S�H�O�W�� �]�X�� �V�H�L�Q���� �G�H�U�� �D�O�V�� �'�H�W�R�[�L�I�Lzierungsmechanismus dient [108]. 

Endogene und exogene Sterole�����6�W�H�U�R�O�Y�R�U�O�l�X�I�H�U�� und sterolähnliche Moleküle werden 

nach Acetylierung aus der Zelle transportiert und so unschädlich gemacht. Die zwei 

Komponenten dieses Acetylierungs-���'�H�D�F�H�W�\�O�L�H�U�X�Q�J�V�]�\�N�O�X�V���� �G�L�H�� �$�F�H�W�\�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�V�H��

ATF2 (C. albicans: orf19.276) und die Steroldeacetylase SAY1 (C. albicans: 

�R�U�I������������������ sind in C. albicans konserviert. Ob Rbe1p und Rbt4p auch in C. albicans 

�I�•�U���G�H�Q���6�W�H�U�R�O�H�[�S�R�U�W���E�]�Z�����G�L�H���'�H�W�R�[�L�I�L�]�L�H�U�X�Q�J���Y�R�Q���6�W�H�U�R�O�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�Q���]�X�V�W�l�Q�G�L�J���V�L�Q�G����

ist allerdings noch unklar. Im Gegensatz zur �¨pry1�¨pry2-Mutante in S. cerevisiae�� führt 

die Deletion von RBE1 und RBT4 nicht zur Hypersensitivität gegenüber hydrophoben 

Molekülen wie Eugenol. Dies muss allerdings nicht zwangsläufig auf eine 
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unterschiedliche Funktion der Proteine in C. albicans �K�L�Q�G�H�X�W�H�Q�����V�R�Q�G�H�U�Q���N�|�Q�Q�W�H��auch 

durch einen kompensatorischen Effekt der drei zusätzlichen PRY-Proteine oder einen 

RBE1/RBT4-unabhängigen Resistenzmechanismus erklärt werden. Interessanter-

weise wurde RBT4 in einem kompetitiven Wachstumsexperiment mit verschiedenen 

heterozygoten Deletionsstämmen �D�O�V�� �*�H�Q�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�]�L�H�U�W����das die Resistenz von C. 

albicans gegenüber einem synthetischen Ergosterolderivat verringert [209]. Dieses 

Ergebnis könnte durch die Sterolbindungs- und Exporteigenschaften von Rbt4p erklärt 

werden. Der beschriebene Phänotyp wurde in der Studie allerdings nur unzureichend 

charakterisiert und müsste zusätzlich durch eine homozygote RBT4-Mutante oder den 

entsprechenden Reversionsstamm validiert werden.  

 

Bis dato �J�L�E�W���H�V���N�H�L�Q�H���3�X�E�O�L�N�D�W�L�R�Q�H�Q�����G�L�H���6�W�H�U�R�O�H�[�S�R�U�W�P�H�F�K�D�Q�L�V�P�H�Q���L�Q��C. albicans unter 

physiologischen Bedingungen �E�H�V�F�K�U�H�L�E�H�Q�����'�L�H���'�D�W�H�Q���D�X�V���G�L�H�V�H�U���$�U�E�H�L�W���O�H�J�H�Q���Q�D�K�H����

dass eine mögliche Sterolexportfunktion von Rbe1p 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-�3�U�R�W�H�L�Q�H�� �H�U�V�W�� �H�Y�L�G�H�Q�W���� �Z�H�Q�Q�� �P�D�Q�� �G�L�H��

Steroldeacteylase SAY1 deletiert [107]���� �Z�H�V�K�D�O�E�� �P�|�J�O�L�F�K�H�U�Z�H�L�V�H�� �V�S�H�]�L�H�O�O�H��

Bedingungen vorlie�J�H�Q���P�•�V�V�H�Q�����X�P���H�L�Q�H�Q���3�K�l�Q�R�W�\�S���E�H�R�E�D�F�K�W�H�Q���]�X���N�|�Q�Q�H�Q����Da das 

nicht exportierte Cholesterylacetat hierbei in der ER-�)�U�D�N�W�L�R�Q�� �D�N�N�X�P�X�O�L�H�U�W���� �L�V�W��es 

vielleicht zudem nötig eine subzelluläre Lipidanalyse durchzuführen. Auch die 

Transkriptomanalysen der Mutanten unter Standardbedingungen zeigten keine 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�H�O�O�H���5�H�J�X�O�D�W�L�R�Q���Y�R�Q���*�H�Q�H�Q�����G�L�H���D�Q���G�H�U���6�W�H�U�R�O- oder Lipidhomöostase beteiligt 

sind. �(�V�� �L�V�W�� �V�R�P�L�W�� �Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �6�W�H�U�R�O�E�L�Q�G�X�Q�J�V- und Exportfunktion von 

Rbe1p und Rbt4p hauptsächlich bei extrazellulären Prozessen eine Rolle spielt.  

 

Trotzdem deuten die differenziellen Transkriptomanalysen zwischen dem Wildtyp und 

den �0�X�W�D�Q�W�H�Q���G�D�U�D�X�I���K�L�Q�����G�D�V�V���G�L�H���'�H�O�H�W�L�R�Q���Y�R�Q��RBE1 und RBT4 auch einen Einfluss 

auf intrazelluläre Prozesse hat. Sowohl in Hefe- als auch in Hyphenzellen scheinen 

�*�H�Q�H���� �G�L�H�� �L�P�� �=�X�Vammenhang mit dem Kohlenhydratmetabolismus oder der 

�6�W�U�H�V�V�D�Q�W�Z�R�U�W�� �V�W�H�K�H�Q���� �Y�R�Q�� �G�H�U�� �'�H�O�H�W�L�R�Q�� �E�H�H�L�Q�I�O�X�V�V�W�� �]�X�� �Z�H�U�G�H�Q����Allerdings zeigen 

sowohl die Einzel- als auch die Doppelmutante keinen Phänotyp bei Wachstum in 
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Anwesenheit verschiedener Kohlenstoffquellen oder unter diversen Stress-

�E�H�G�L�Q�J�X�Q�J�H�Q�����0�|�J�O�L�F�K�H�U�Z�H�L�V�H���L�V�W���H�L�Q�H���.�R�P�E�L�Q�D�W�L�R�Q���G�L�H�V�H�U���)�D�N�W�R�U�H�Q���Q�|�W�L�J�����G�D�P�L�W���V�L�F�K��

eine phänotypische Ausprägung zeigt. �=�X�G�H�P�� �L�V�W�� �X�Q�N�O�D�U���� �R�E�� �G�L�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�R�Q�H�O�O�H�Q��

Unterschiede mit einer direkten Funktion von Rbe1p und Rbt4p korrelieren oder durch 

indirekte regulatorische Effekte hervorgerufen werden.  

 Funktion in der Interaktion mit dem Wirt  

Phänotypische Effekte der RBE1- und RBT4-Deletion lassen sich in C. albicans nur im 

Kontext von Wirt-Pathogen-Interaktionen beobachten [88]. Hierbei scheint die 

Interaktion �P�L�W�� �%�O�X�W�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�Q����insbesondere polymorphonukleäre �*�U�D�Q�X�O�R�]�\�W�H�Q����

von �J�U�R�‰�H�U��Bedeutung zu sein. In dieser Arbeit konnte die Hypersensitivität der 

Doppelmutante gegenüber diesen Zellen �E�H�V�W�l�W�L�J�W���Z�H�U�G�H�Q�����J�O�H�L�F�K�]�H�L�W�L�J���Z�X�U�G�H�Q���N�H�L�Q�H��

Effekte im Zusammenhang mit anderen zellulären Immunkomponenten wie 

Makrophagen beobachtet. Überraschenderweise war zudem das Überleben der 

Doppelmutante in humanem Vollblut im Vergleich zum Wildtyp nicht verändert. Dies 

beruht sehr wahrscheinlich auf den anderen kompensatorisch wirkenden 

Immunmechanismen �L�P���%�O�X�W�����G�L�H��den Einfluss der Neutrophilen in vitro überlagern oder 

verändern.  

�(�V���J�L�E�W���Y�H�U�V�F�K�L�H�G�H�Q�H���%�H�L�V�S�L�H�O�H���L�Q���G�H�U���/�L�W�H�U�D�W�X�U�����G�L�H���H�L�Q�H�Q��funktionellen Zusammenhang 

zwischen CAP-Proteinen und Neutrophilen beschreiben. Hierzu gehört die Inhibierung 

der Integrin-�D�E�K�l�Q�J�L�J�H�Q���$�G�K�l�V�L�R�Q���� �G�H�U Spermatozoen-Interaktion oder des oxidative 

burst von Neutrophilen durch CAP-Proteine �>���������������������������@. �$�X�‰�H�U�G�H�P���N�|�Q�Qten CAP-

Proteine durch Sequestrierung proinflamatorischer Leukotriene oder Modulation von 

Thrombozytenaggregation einen indirekten Effekt auf Neutrophile ausüben �>�����������������@. 

Interessanterweise sind CAP-Proteine in Säugetieren selbst besonders stark in 

Immunzellen exprimiert�� und finden sich unter anderem in den sekretorischen Granula 

von Neutrophilen �>���������� �������@. Hierbei ist das CAP-Protein Crisp3 spezifisch in 

Peroxidase-�Q�H�J�D�W�L�Y�H�Q���� �*�H�O�D�W�L�Q�D�V�H-reichen Granula lokalisiert [214]. Möglicherweise 

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 �K�D�W���J�H�]�H�L�J�W�����G�D�V�V���G�L�H���'�H�O�H�W�L�R�Q���Y�R�Q��RBE1 und RBT4 in diesem Kontext 
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nur einen geringen Effekt auf die Genexpression hat. Die Exposition der Neutrophilen 

mit der �û�U�E�H�����û�U�E�W��-Mutante führte�� im Vergleich zum Wildtyp�� lediglich zur 

differentiellen Regulation von drei Genen. �'�H�P�� �J�H�J�H�Q�•�E�H�U�� �V�W�H�K�H�Q�� �������� �*�H�Q�H���� �G�L�H 

generell durch Exposition der Neutrophilen mit C. albicans differentiell reguliert 

wurden. �(�L�Q���*�U�R�‰�W�H�L�O���G�L�H�V�H�U���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�L�H�O�O���H�[�S�U�L�P�L�H�U�W�H�Q���*�H�Q�H���J�H�K�|�U�W���]�X�U���E�H�N�D�Q�Q�W�H�Q��core 

response von Neutrophilen auf C. albicans [67].  

�'�L�H�� �G�U�H�L�� �*�H�Q�H����DEFA3����MREG und ATP6V1G2���� �G�H�U�H�Q�� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �G�X�U�F�K�� �G�L�H��

RBE1/RBT4-Deletion verändert wurde�����N�R�G�L�H�U�H�Q���I�•�U���I�X�Q�N�W�L�R�Q�H�O�O sehr unterschiedliche 

Proteine. Allerdings scheinen alle drei Proteine mit �Y�H�V�L�N�X�O�l�U�H�Q���.�R�P�S�D�U�W�L�P�H�Q�W�H�Q�����Z�L�H��

�V�H�N�U�H�W�R�U�L�V�F�K�H�Q���*�U�D�Q�X�O�D���R�G�H�U���3�K�D�J�R�V�R�P�H�Q�����D�V�V�R�]�L�L�Hrt zu sein.  

DEFA3 kodiert für das Protein human neutrophil peptide 3 (HNP-3)���� �Z�H�O�F�K�Hs zur 

Klasse der �.-�'�H�I�H�Q�V�L�Q�H�� �J�H�K�|�U�W���� �.-Defensine sind kurze cysteinreiche kationische 

�3�H�S�W�L�G�H�� �P�L�W�� �D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�L�H�O�O�H�U�� �:�L�U�N�X�Q�J���� �G�L�H��wahrscheinlich durch Membran-

permeabilisierung wirken �>���������� �������@���� �'�H�U�� �0�H�Q�V�F�K�� �H�[�S�U�L�P�L�H�U�W�� �V�H�F�K�V�� �.-�'�H�I�H�Q�V�L�Q�H���� �G�L�H��

unterschiedliche Spezifitäten gegenüber verschiedenen Mikroorganismen aufweisen 

[216]. HNP-3 zeigt unter in vitro Bedingungen überraschenderweise keine Aktivität 

gegen C. albicans�� im Gegensatz zur HNP-1 und HNP-�������G�L�H���V�Lch nur durch eine N-

terminale Aminosäure von HNP-3 unterscheiden �>���������� �������@. Neben direkter 

antimikrobieller Aktivität�� wird �.-Defensinen auch eine Funktion bei der Neutralisation 

von mikrobiellen Toxinen�����V�R�Z�L�H���G�H�U Blutgerinnung zugeschrieben �>�����������������@. HNP-3 

bindet auch an cholesterolabhängige Cytolysine und inhibiert so die Hämolyse von 

Erythrozyten [221]. 

Das Genprodukt von MREG���� �G�D�V�� �3�U�R�W�H�L�Q�� �0�H�O�D�Q�R�U�H�J�X�O�L�Q���� �Z�L�U�G��normalerweise von 

Zellen des retinalen Pigmentepithels exprimiert und reguliert den Transport von 

�0�H�O�D�Q�R�V�R�P�H�Q�����G�L�H���'�H�J�U�D�G�D�W�L�R�Q���Y�R�Q���3�K�D�J�R�V�R�P�H�Q���X�Q�G���G�L�H���6�H�N�U�H�W�L�R�Q���Y�R�Q���&�D�W�K�H�S�V�L�Q-D 

[222-224].  

ATP6V1G2 kodiert für die G2-Untereinheit einer vakuolären H+-ATPase (V-ATPase)����

welche die A�Q�V�l�X�H�U�X�Q�J�� �L�Q�W�U�D�]�H�O�O�X�O�l�U�H�U�� �.�R�P�S�D�U�W�L�P�H�Q�W�H���� �Z�L�H�� �(�Q�G�R�V�R�P�H�Q�� �R�G�H�U��

�/�\�V�R�V�R�P�H�Q���� �U�H�J�X�O�L�H�U�W�� In Neutrophilen finden sich V-ATPasen hauptsächlich in 

�W�H�U�W�L�l�U�H�Q���� �*�H�O�D�W�L�Q�D�V�H-reichen Granula [225]. Interessanterweise gibt es mikrobielle 

�3�U�R�W�H�L�Q�H���� �G�L�H�� �D�Q�� �9-ATPase-Untereinheiten binden und so die Ansäuerung von 

Phagosomen verhindern. Ein Beispiel hierfür ist eine sekretierte Tyrosin-Phosphatase 
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aus Mycobacterium tuberculosis���� �G�L�H�� �D�Q�� �G�L�H�� �+-Untereinheit der phagosomalen V-

ATPase von Makrophagen bindet [226]�����$�X�‰�H�U�G�H�P���Z�X�U�G�H���L�Q���H�L�Q�H�U���,�Q�W�H�U�D�N�W�L�R�Q�V�V�W�X�G�L�H��

�J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V�� �G�L�H�� �*��-Untereinheit der V-ATPase mit L-Typ-Calciumkänalen 

assoziieren kann [227].  

Inwiefern eine veränderte Expression dieser drei Gene durch die Deletion von RBE1 

und RBT4 �H�U�N�O�l�U�W���Z�H�U�G�H�Q���N�D�Q�Q�����Ezw. wie genau sich die Genexpressionsänderungen 

auf die Sensitivität von C. albicans �J�H�J�H�Q�•�E�H�U�� �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q�� �D�X�V�Z�L�U�N�W���� �L�V�W�� �P�R�P�H�Q�W�D�Q��

noch spekulativ. Hierzu fehlen Daten über die Regulation der Gene während einer C. 

albicans Infektion und über die molekulare Wirkung der jeweiligen Genprodukte in 

diesem Kontext.  

Trotz dieser Wissenslücken �E�H�V�W�l�W�L�J�W�� �G�L�H�� �$�Q�D�O�\�V�H���� �G�D�V�V�� �H�V�� �8�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�Ge in der 

transkriptionellen Antwort der Neutrophilen in Bezug auf den Wildtyp bzw. die 

Doppelmutante gibt. Ein solcher Unterschied wurde bei einer ähnlichen RNA-Seq 

Analyse mit vaginalen Epithelzellen in dieser Arbeit nicht beobachtet (Daten nicht 

�J�H�]�H�L�J�W������ �Z�D�V�� �H�L�Q�H�� �1�H�X�W�U�R�S�K�L�O�H�Q-spezifische Funktion von Rbe1p und Rbt4p weiter 

untermauert. Ob dieser Effekt auf einer RBE1/RBT4-abhängigen Veränderung der C. 

albicans Zellen oder der direkten Interaktion von Rbe1p und Rbt4p mit Neutrophilen 

basiert���� �N�R�Q�Q�W�H�� �L�P�� �5�D�K�P�H�Q�� �G�L�H�V�H�U�� �$�U�E�H�L�W�� �Q�L�F�K�W�� �D�E�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G��beantwortet werden. In 

der differentiellen Genexpressionsanalyse zwischen dem C. albicans Wildtyp und der 

�û�U�E�H�����û�U�E�W��-Mutante ko�Q�Q�W�H�Q�� �8�Q�W�H�U�V�F�K�L�H�G�H�� �I�H�V�W�J�H�V�W�H�O�O�W�� �Z�H�U�G�H�Q���� �G�L�H�� �V�L�F�K�� �D�X�I�� �G�D�V��

Überleben in Anwesenheit von Neutrophilen auswirken könnten. Gleichzeitig kann ein 

direkter Effekt von Rbe1p und Rbt4p auf Neutrophile nicht ausgeschlossen werden. 

 

In der Literatur wird �V�S�H�N�X�O�L�H�U�W�����G�D�V�V���3�5�<-Proteine möglicherweise eine Rolle bei der 

Sequestrierung von Membransterolen in Wirtszellen spielen könnten �>�������� �������@. Die 

RNA-Seq Analyse liefert hierfür allerdings keine direkten Hinweise����zudem wäre dies 

keine Neutrophilen-spezifische Aktivität. Neben der Sequestrierung von 

Me�P�E�U�D�Q�V�W�H�U�R�O�H�Q����wurde für CAP-Proteine auch eine Funktion bei der Sequestrierung 

bzw. Neutralisierung extrazellulärer immunmodulatorischer Steroide oder anderer 

Lipide postuliert �>�����������������@. Eine solche extrazelluläre Funktion wäre in einem in vitro 

RNA-Seq Experiment vermutlich nur schwer zu detektieren�����X�Q�G�� �D�X�‰�H�U�G�H�P�� �D�O�V��
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Erklärung für die Hypersensitivität der Doppelmutante gegenüber Neutrophilen nicht 

vollständig.  

�(�V���L�V�W���J�H�Q�H�U�H�O�O���D�X�F�K���Q�L�F�K�W���D�X�V�J�H�V�F�K�O�R�V�V�H�Q�����G�D�V�V���G�L�H���6�W�H�U�R�O�E�L�Q�G�X�Q�J�V�H�L�J�H�Q�V�F�K�D�I�W�H�Q���Y�R�Q��

PRY-Proteinen unabhängig von der Pathogenese im Wirt existieren. Hierfür sp�U�L�F�K�W������

dass die Mutation des konservierten Histidin-Rests im PRY-Protein Fpr1p aus F. 

oxysporum zu einem Virulenzdefekt im systemischen Mausmodell führt [99]�� während 

dieselbe Mutation in Pry1p keine Auswirkungen auf dessen Sterolbindungs-

eigenschaften hat [112]. Die Aussagekraft dieser Beobachtungen ist allerdings 

�E�H�V�F�K�U�l�Q�N�W���� �G�D es für Fpr1p aktuell noch keine experimentellen Daten zur 

Sterolbindung gibt. Es sind in Zukunft somit weitere molekulare und funktionelle 

�$�Q�D�O�\�V�H�Q�� �Q�|�W�L�J���� �X�P�� �H�L�Q�H�Q�� �P�|�J�O�L�F�K�H�Q�� �=�X�V�D�P�P�H�Q�K�D�Q�J��zwischen Sterolbindung und 

Virulenz aufzudecken.  

 Schlussbetrachtung und Ausblick  

Der synergistische Effekt der RBE1/RBT4-Deletion auf die Virulenzeigenschaften von 

C. albicans im systemischen Mausinfektionsmodell deutet auf eine ähnliche Funktion 

beider Genprodukte hin [88]. Die Sequenzhomologie und Konservierung der CAP-

Domäne unterstreichen diese Vermutung zusätzlich. Trotz dieser Ähnlichkeiten und 

Synergien �K�D�W�� �G�L�H�V�H�� �$�U�E�H�L�W�� �J�H�]�H�L�J�W���� �G�D�V�V�� �H�V�� �D�X�I�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�H�U�� �(�E�H�Q�H�� �G�X�U�F�K�D�X�V��

Unterschiede zwischen beiden Proteinen gibt. Rbe1p ist in Hefezellen bevorzugt 

Disulfidbrücken-�D�E�K�l�Q�J�L�J�� �L�Q�� �G�H�U�� �=�H�O�O�Z�D�Q�G�� �O�R�N�D�O�L�V�L�H�U�W���� �Z�l�K�U�H�Q�G�� �5�E�W���S��generell 

konstitutiv sekretiert wird. Zudem trägt die Homodimerisierung und N-Glykosylierung 

von Rbe1p wahrscheinlich weiter zu dessen funktioneller Diversifizierung bei. Solche 

molekularen Diversifizierungsvorgänge erklären die funktionelle Vielfalt von CAP-

Proteinen�����X�Q�D�E�K�l�Q�J�L�J���Y�R�Q���6�H�T�X�H�Q�]- und Strukturhomologien in der CAP-Domäne.  

Rbe1p und Rbt4p binden und exportieren Sterole in vivo. Die Relevanz dieser Funktion 

im Zusammenhang mit der Virulenz von C. albicans während systemischer Infektionen 

ist allerdings noch spekulativ. Sterole scheinen�����Q�H�E�H�Q���)�H�W�W�V�l�X�U�H�Q���R�G�H�U���/�H�X�N�R�W�U�L�H�Q�H�Q����

nur eine mögliche Klasse von hydrophoben Liganden für CAP-Proteine darzustellen 

[228]. �0�|�J�O�L�F�K�H�U�Z�H�L�V�H���E�L�Q�G�H�Q���5�E�H���S���X�Q�G���5�E�W���S���V�R�P�L�W���Z�H�L�W�H�U�H���K�\�G�U�R�S�K�R�E�H���/�L�J�D�Q�G�H�Q����

die unter physiologischen Bedingungen für C. albicans besonders relevant sind.  
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Rbe1p und Rbt4p nehmen bei der Interaktion von C. albicans mit Neutrophilen eine 

besondere Rolle �H�L�Q���� �G�L�H�V�� �]�H�L�J�W�� �V�L�F�K��unter anderem an der veränderten 

transkriptionellen Antwort der Neutrophilen auf die �û�U�E�H�����û�U�E�W��-Mutante. Die Rolle von 

Rbe1p und Rbt4p als Virulenzfaktoren in C. albicans basiert somit zumindest zum Teil 

auf der Interaktion mit dem angeborenen Immunsystem.  

Die Erkenntnisse über die molekularen und funktionellen Eigenschaften von Rbe1p 

�X�Q�G���5�E�W���S�����G�L�H���D�X�V���G�L�H�V�H�U���$�U�E�H�L�W���K�H�U�Y�R�U�J�H�J�D�Q�J�H�Q���V�L�Q�G�����V�R�O�O�W�H�Q���L�Q���=�X�N�X�Q�I�W���S�U�L�P�l�U���L�Q��in 

vivo Infektionsmodellen weiter untersucht werden. Nur so scheint sich ein konkreter 

Zusammenhang zwischen Phänotyp und Funktion für diese wichtigen Virulenzfaktoren 

in C. albicans ableiten zu lassen.  
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Abb. 27: Codon- Optimierung der RBE1- und RBT4-Gensequenzen. Ursprüngliche (Original) und 

Codon-optimierte (Optimized) RBE1- (A) und RBT4- (B) �*�H�Q�V�H�T�X�H�Q�]�H�Q���� �G�L�H�� �I�•�U�� �G�L�H�� �K�H�W�H�U�R�O�R�J�H��

Expression in E. coli verwendet wurden. Die modifizierten Codons sind rot markiert.  
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Abb. 28: Expression und Affinitätsaufreinigung von Rbe1p und Rbt4p in P. pastoris . Rbe1p (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���� �Z�R�G�X�U�F�K�� �V�L�H�� �L�Q�� �G�H�Q��

Kulturüberstand sekretiert wurden. �'�L�H�� �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �Z�X�U�G�H�� �G�X�U�F�K�� �=�X�J�D�E�H�� �Y�R�Q�� ���������� ���Y���Y���� �0�H�W�Kanol 

induziert und zu den angegebenen Zeitpunkten durch SDS-�3�$�*�(�� �X�Q�G�� �D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G�H�U�� �&�R�R�P�D�V�V�L�H 

G250-Färbung überprüft. (C, D) Ni2+-NTA-Affinitätsaufreinigung von Rbe1p und Rbt4p aus dem 

Kulturüberstand von P. pastoris �Q�D�F�K�� ������ �K�� �,�Q�G�X�N�W�L�R�Q�� �P�L�W�� ����������(v/v) Methanol. Hierfür wurde der 

Überstand (I) duch Ultrazentrifugation aufkonzentriert (K)�� und auf eine Ni2+-NTA-Säule gegeben (D). 

Die Säule �Z�X�U�G�H���D�Q�V�F�K�O�L�H�‰�H�Q�G���J�H�Z�D�V�F�K�H�Q�����:�����X�Q�G���G�D�V���J�H�E�X�Q�G�H�Q�H���3�U�R�W�H�L�Q���P�L�W�����������P�0��Imidazol eluiert 

(E). Die verschiedenen Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und das Gel mit Coomassie 

G-250 gefärbt.  

 

 

 

  



Anhang  159 

 

Tabelle 22 : Ausw ertung der in der Nano-LC-ESI-MS/MS gefundenen Peptide  der Monomer - und 

Dimerbanden von Rbe1p- V5. Aufgelistet sind die Proteine���� �V�R�Z�L�H�� �G�L�H�� �$�Q�]�D�K�O�� �G�H�U�� �H�Q�W�V�S�U�H�F�K�H�Q�G�H�Q��

Peptide���� �G�L�H�� �L�Q�� �G�H�U�� �0�R�Q�R�P�H�U- und Dimer-Bande der Rbe1-V5- und der Kontroll-Probe identifiziert 

wurden.  

Identifizierte Proteine  
Accession 

Number  
Monomer  Dimer  

    Kontrol le Rbe1-V5 Kontrolle  Rbe1-V5 

hypothetical protein MGQ_01364 [Candida albicans 

P76067] Repressed by Efg1 (RBE1) 
KHC42070.1  0 17 2 34 

likely HSP70 family chaperonin [Candida albicans 

SC5314] 
XP_713714.1 7 14 0 0 

chaperone DnaK [Candida albicans 19F] 

 
KGU15991.1 9 11 0 0 

polyadenylate-�E�L�Q�G�L�Q�J���S�U�R�W�H�L�Q�����F�\�W�R�S�O�D�V�P�L�F���D�Q�G���Q�X�F�O�H�D�U��

[Candida albicans P94015] 
KGQ95663.1  2 1 0 0 

translation elongation factor 3 [Candida albicans] 

 
CAA78282.1  0 0 6 7 

NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit 

[Candida albicans WO-1] 
EEQ44016.1  5 12 0 0 

hypothetical protein W5Q_01381 [Candida albicans 

SC5314] 
KHC84156.1 0 0 7 3 

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 

�F�R�D�W�R�P�H�U�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �F�R�P�S�O�H�[���� �V�X�E�X�Q�L�W�� �D�O�S�K�D�� ���[�H�Q�L�Q����

[Candida albicans P37005] 
KGQ92106.1  0 0 2 1 

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 

P37005] 
KGQ92022.1  0 0 3 1 

plasma membrane ATPase [Candida albicans WO-1] 

 
EEQ44146.1  0 0 2 2 

hypothetical protein MG1_02805 [Candida albicans 

GC75] 
KGQ98165.1  0 0 5 4 

protein EPD1 precursor [Candida albicans WO-1] 

 
EEQ43106.1  0 0 4 3 
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ubiquitin-activating enzyme E1 [Candida albicans 

P94015] 
KGQ86919.1  0 0 2 3 

hypothetical protein MEO_00975 [Candida albicans 

P94015] 
KGQ90660.1  2 3 0 0 

hypoxia up-regulated 1 [Candida albicans P94015] 

 
KGQ88838.1  0 0 2 2 

hypothetical protein CAWG_03911 [Candida albicans 

WO-1] 
EEQ45582.1  0 0 2 2 

hypothetical protein MEU_00181 [Candida albicans 

P37005] 
KGQ98590.1  1 3 0 0 

hypothetical protein MG3_02408 [Candida albicans 

P78048] 
KGR13974.1  0 0 2 2 

conserved hypothetical protein [Candida albicans WO-

1] 
EEQ45027.1  0 0 0 1 

hypothetical protein MEO_03840 [Candida albicans 

P94015] 
KGQ85522.1  0 0 2 0 

hypothetical protein CAALFM_C200360CA [Candida 

albicans SC5314] 
AOW27090.1  2 0 0 0 

cytoskeleton assembly control protein Sla2p [Candida 

albicans] 
CAA08750.1  0 0 1 1 

flavocytochrome c [Candida albicans P37005] 

 
KGQ97513.1  1 2 0 0 

valyl-�W�5�1�$�� �V�\�Q�W�K�H�W�D�V�H���� �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �S�U�H�F�X�U�V�R�U��

[Candida albicans WO-1] 
EEQ46054.1  0 0 1 1 

glycerol-3-�S�K�R�V�S�K�D�W�H���G�H�K�\�G�U�R�J�H�Q�D�V�H�����P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� 

[Candida albicans GC75] 
KGQ92654.1  2 0 0 0 

ATP-dependent RNA helicase DED1 [Candida albicans 

P94015] 
KGQ88221.1  1 0 0 0 

drug resistance protein 2 [Candida albicans] 

 
AAB96797.1  0 0 0 1 

hypothetical protein CAWG_05603 [Candida albicans 

WO-1] 
EEQ47048.1  1 0 0 0 

conserved hypothetical protein [Candida albicans WO-

1] 
EEQ46430.1  0 0 0 2 

conserved hypothetical protein [Candida albicans WO-

1] 
EEQ42790.1  1 0 0 0 

�K�H�D�W�� �V�K�R�F�N�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �6�6�&������ �P�L�W�R�F�K�R�Q�G�U�L�D�O�� �S�U�H�F�X�U�V�R�U��

[Candida albicans WO-1] 
EEQ47268.1  2 0 0 0 

vacuolar ATP synthase subunit a [Candida albicans 

WO-1] 
EEQ44988.1  0 1 0 0 
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