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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der humanpathogene Pilz Candida albicans und seine
verschiedenen Wachstumsformen

C. albicans gehort zur Abteilung der Ascomycota und ist ein fakultativ anaerober
Hefepilz (Rottmann, 2002). Obwohl Paarungsprozesse stattfinden koénnen
(Dignard et al., 2007), konnten bisher weder haploide Stadien noch Meiose oder
Sporulation bei ihm nachgewiesen werden. Aus diesem Grund gilt C. albicans als
ein obligat diploider Organismus (Hull und Johnson, 1999).

C. albicans besiedelt als Kommensale den menschlichen Korper und ist bei
30 % aller Menschen in den Schleimhauten der Nase, des Darmtrakts und des
Genitalbereichs zu finden (McCullough et al., 1996; Sobel, 1997). Dabei kann er
eine oberflachliche, aber auch eine lebensbedrohliche systemische Infektion
auslésen (Brown und Gow, 1999). Letztere tritt vor allem bei immunsupprimierten
Patienten auf, wobei es zu einem Pilzbefall der inneren Organe kommen kann, der
in Uber 40 % der Falle tédlich endet (Wey et al., 1988; de Pauw und Meunier,
1999; Madigan et al., 2006). Besonders haufig tritt eine Kandidose in Form eines
Biofilms auf, bei dem sich die Zellen als mehrschichtige Ablage auf einer
Oberflache bilden und nur schwer durch Antimykotika zu beseitigen sind. C.
albicans besitzt ein pleomorphes Wachstum. Das heil3t, dass der Pilz zwischen
verschiedenen Phanotypen wechseln kann, die durch unterschiedliche auflere
Bedingungen wie Temperatur, Gaszusammensetzung oder pH-Wert beeinflusst
werden konnen. Eine fur die Virulenz ausschlaggebende Fahigkeit ist der als
Dimorphismus bezeichnete Wechsel zwischen einer kugeligen Hefeform
(Blastokonidie) und dem einer Hyphe (Odds, 1988).

Abb. 1: Dimorphismus von C.

/ \ albicans. Die Bilder zeigen
C. albicans als Hefe, Hyphe oder

Pseudohyphe. Die Zellwande

Pseudohyphe Hyphe wurden durch Calcoflour-white

angefarbt. Dadurch sind die Ein-
schnirungen der Pseudohyphen
deutlich zu erkennen.
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Die Hefeform vermehrt sich durch Abknospung einer Tochterzelle von der
Mutterzelle. Bei filamentdsem Wachstum unterscheidet man zwei verschiede
Wachstumsformen: echte Hyphen und Pseudohyphen. Echte Hyphen entstehen
durch ein kontinuierliches Wachstum und durch anschlieRendes Einziehen von
Septen, wahrend Pseudohyphen durch unipolare Knospung gebildet werden, bei
der die elongierte Tochterzelle in Kontakt mit der Mutterzelle bleibt (Abb. 1) (Odds
et al.,1988; Ernst, 2000).

Dieser Wechsel zwischen der Hefe- und der Hyphenform verschafft
C. albicans grolRe Vorteile bei der Ausbreitung und dem Organbefall im Wirt. Die
Blastokonidie ist vor allem in der Lage, sich durch Knospung schnell zu vermehren
und kann so mit Hilfe des Blutstroms im gesamten Korper verteilt werden (Cutler,
1991). Die Hyphenform dagegen ist aufgrund ihrer hydrophoben Oberflache
besonders geeignet an Epithelzellen zu adharieren (Odds, 1994; Hostetter, 1994)
und diese zu penetrieren. C. albicans kann durch die Filamentbildung auch nach
einer Phagocytose aus Makrophagen wieder herauswachsen (Vasque-Torres und
Balish, 1997). Neben diesen beiden Wachstumsformen sind die Zellen von C.
albicans auch in der Lage, sogenannte Chlamydosporen und die white- oder
opaque-Zellformen zu bilden. Chlamydosporen sind dickwandige Zellen, die meist
am terminalen Ende von Hyphen- oder Pseudohyphenzellen entstehen. Die
genaue Funktion dieser Zellen ist noch unbekannt, man vermutet jedoch, dass sie
eine Uberdauerungsform darstellen (Joshi et al., 1993). White-Zellen sind die
typischen kugeligen Candida-Hefezellen, wahrend die Zellen der opaque-Form
stabchenférmig sind und punktférmige Auswtchse tragen. lhre Koloniefarbe und
-form ist nicht mehr rund und weil} (wie die der white-Zellen), sondern flach und
graulich (Slutsky et al., 1987). Sie spielen moglicherweise eine Rolle in der
Kolonialisierung von Zelloberflachen (Kvaal et al., 1997; Kvaal et al.,1999; Lachke
et al, 2003) und stellen im Vergleich zu den white-Zellen die
paarungskompetentere Wachstumsform dar (Miller und Johnson, 2002).

Neben den beschriebenen Wachstumsformen ist C. albicans auch in der
Lage, einen komplexen Biofilm zu bilden. Ein Biofilm ist ein dreidimensionaler
Zusammenschluss von Mikroorganismen, die von einer aufl’eren Matrix umgeben
und an eine Oberflache gebunden sind. Das Wachstum auf biologischen
Oberflachen, wie z. B. den Zelloberflachen eines Gewebes, aber auch auf
Oberflachen implantierter Herzkatheter und Prothesen, sind wichtige Aspekte der
Virulenz von C. albicans (Chandra et al., 2001; Kumamoto und Vinces, 2005). Die
Biofilmbildung gewinnt eine immer bedeutendere Rolle in der Forschung, da darin
enthaltene Zellen durch das Immunsystem des Wirtes und Antimykotika nur
schwer angreifbar sind (Douglas, 2003; Kojic und Darouiche, 2004). Schatzungen
gehen davon aus, dass die Mehrheit der im Krankenhaus zugezogenen
Infektionen mit einer Biofilmbildung in Verbindung gebracht werden koénnen
(Licking, 1999; Potera, 1999; Donlan, 2001). Die Bildung eines Biofilms erfolgt
nach Douglas (2003) in drei Schritten. 1.) Hefen adharieren an eine Oberflache,
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2.) die Hefezellen bilden eine basale Schicht aus, 3.) auf der Hefeschicht bildet
sich eine Schicht mit hyphenférmigen Zellen und der gesamte Zellkomplex wird
von einer polymeren Matrix umgeben. Charakteristisch bei diesem Aufbau ist die
Mixtur der morphologisch unterschiedlichen Zellen. Mutantenstamme, die nicht in
der Lage sind Filamente zu bilden (z. B. homozygote efg7- und cph7-Mutanten),
zeigen eine defekte Biofilmbildung. Das lasst erkennen, dass die Hyphenbildung
nicht nur alleine fur die Adharenz und die Penetration von Zellmembranen,
sondern auch fur den Aufbau und die Funktion des Biofilms eine wichtige Rolle
spielt (Lewis et al., 2002; Ramage et al., 2002).

Abb. 2: Phasen der
Biofilmbildung in C.
albicans.
I) Hefezellen (rot) ad-
) e R R BB B hérieren an eine Ober-
l flache.
II) Hefezellen bilden
eine basale Schicht, die
||) . t &:r:.:-,amk-;‘:wm»m-..,‘ . an die Oberflache ge-
bunden ist.
[lI) Auf der Hefeschicht
bildet sich eine Schicht
aus Hyphenzellen
(grin) und eine aulere
Matrix (gelb).
Nach Douglas, (2003)

1.2 Die Bedeutung von Sauerstoff fur die Zelle

Vor ca. 1,5 Billionen Jahren stieg der Sauerstoffgehalt durch die Photosynthese
der ersten Cyanobakterien in der Erdatmosphare an. Fir die bis dahin anaerob
lebenden Einzeller war Sauerstoff ein toxisches Molekul. Mittlerweile ist es jedoch
fur viele Lebewesen auf der Erde unerlasslich und dient als leistungsfahiger
Elektronenakzeptor (Lindahl, 2008). Wahrend der Energiegewinnung durch die
oxidative Phosphorylierung flhrt eine unvollstdndige Reduktion des Sauerstoffs
allerdings auch zur Bildung von hoch reaktiven Zwischenprodukten, sog. ROS
(reactive oxygen species). Diese Radikale kdnnen Molekule in ihrer Umgebung
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wie Proteine, Lipide und Nukleinsdauren oxidieren, wodurch oxidativer Stress
entsteht. Davor schitzt sich die Zelle entweder auf enzymatischem Weg durch
z.B. Katalasen und Superoxiddismutasen oder auf nicht-enzymatischem Weg
durch Antioxidantien. Auf der anderen Seite schadigen ROS die Zellen nicht nur,
sondern sie scheinen bei verschiedenen Regulationsablaufen sogar unerlasslich
zu sein. Studien ergaben, dass freie Radikale als Signalmolekile und Regulatoren
der Transkription fungieren. Aguirre et al. (2005) und Hervouet et al. (2008) stellen
sogar die These auf, dass ROS eine wichtige Rolle wahrend der Anpassung der
Zelle an hypoxische Bedingungen spielen.

1.2.1 Hypoxische Genregulation in Saugerzellen

Menschen und andere Saugetiere sind auf Sauerstoff angewiesen und wirden
ohne diesen nicht Uberleben kénnen. In Sdugern wird Sauerstoff mehr als alle
anderen anorganischen oder organischen Substanzen verbraucht und der Verlust
keiner anderen Substanz fuhrt so schnell zum Tod. Schon vor der Geburt
entwickeln Menschen komplexe respiratorische Systeme, um die Versorgung der
etwa 10™ Zellen des erwachsenen Organismus mit Sauerstoff versorgen zu
konnen (Semenza, 1998). Deshalb ist es flur Saugerzellen wichtig, sich durch
verschiedene Mechanismen an maogliche hypoxische Bedingungen anpassen zu
konnen. Diese kénnen entstehen, wenn sich der Organismus z. B. in einer Region
mit einem niedrigen O»-Partialdruck befindet, wie er bei einem Aufenthalt in grof3er
Hohe besteht. Im Bereich von soliden Tumoren entstehen im Korper ebenfalls
Regionen, in denen Zellen hypoxischen Bedingungen ausgesetzt sind. Ein Ziel der
Tumorforschung ist daher die Entwicklung von Medikamenten, die die hypoxische
Antwort der Zellen regulieren und dadurch in der Krebstherapie eingesetzt werden
kénnen (Semenza, 2007).

Ein wichtiger Regulator der hypoxischen Antwort in Saugetierzellen ist der
Transkripionsfaktor Hif-1 (hypoxia inducible factor) (Semenza und Wang, 1992;
Semenza, 2007). 1992 konnten Semenza und Mitarbeiter nachweisen, dass Hif1
an die HRE-Region (hypoxia response element) im Enhancer des menschlichen
Erythropoetin-Gens (EPO) bindet und fur dessen Transkription verantwortlich ist.
EPO kodiert einen Wachstumsfaktor, der die Erythropoese und somit den
Sauerstofftransport des Blutes reguliert (Wang et al., 1995). Weitere Gene, die
durch Hift reguliert werden, sind Gene des Eisentransports und der
Eisenaufnahme (Rolfs et al., 1997; Tacchini et al., 1999), sowie der
Glukoseaufnahme und Glykolyse (Semenza et al., 1994; Ebert et al., 1996;
Semenza et al., 1996). Hif1 ist ein heterodimeres Protein, das aus einer a- und
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einer B-Untereinheit besteht, die eine bHLH (basic helix-loop-helix) und eine PAS-
Domane (benannt nach den ersten Proteinen, in denen das Motiv beschrieben
wurde, PER, ARNT und SIM) gemeinsam haben (Jiang et al., 1996). Beide
Untereinheiten werden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
konstitutiv synthetisiert (Schumacker, 2002). Liegt in der Zelle genugend
Sauerstoff vor, wird die a-Untereinheit jedoch schnell abgebaut. Der erste Schritt
der Degradation ist die Hydroxylierung zweier konservierter Prolinreste in der
ODD-Region (oxygen dependent degradation) der a-Untereinheit durch das
Enzym Prolyl-4-hydroxylase. Die katalytische Funktion der Prolyl-4-hydroxylase
ist Abhangigkeit von Eisen, 2-Oxoglutarat, Ascorbat und Sauerstoff. Das Ascorbat
wirkt vermutlich als Reduktionsmittel fur das Eisen, das im zweiwertigen Zustand
an das Enzym bindet. Werden den Zellen z. B. Eisenchelatoren zugegeben, fuhrt
das zu einer Stabilisierung der a-Untereinheit, da Eisenionen, die der
Prolylhydroxylase als Kofaktor dienen, abgefangen werden. Weiterhin wurde auch
beobachtet, dass die Stabilitdt von Hiflfa auch durch Zugabe von
Ubergangsmetallen, wie z. B. Kupfer, erhéht wird. Da die Prolylhydroxylase nur
bei Sauerstoffanwesenheit aktiv ist, kann sie als direkter Sauerstoffsensor
angesehen werden (Lando et al., 2002; Michiels, 2004). Die hydroxylierte Region
wird von einer E3-Ubiquitin-Ligase, dem von-Hippel-Lindau (VHL)-Protein,
erkannt und in Proteasomen abgebaut (lvan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001).
Durch eine Inaktivierung des VHL-Gens wird die a-Untereinheit bei Anwesenheit
von Sauerstoff nicht mehr degradiert, wodurch bei Normoxie auch hypoxisch
relevante Gene, wie z. B. fir den Wachstumsfaktor VEGF (vascular growth factor)
exprimiert werden. Menschen mit diesem Gendefekt leiden an dem sogennanten
von-Hippel-Lindau Krebssyndrom und entwickeln eine hohe Anzahl von Tumoren
im Korper (Clifford et al., 2001). Lando et al. (2002) fanden eine dritte
Hydoxylierungsstelle an einem  konservierten  Asparaginrest in  der
carboxyterminalen Transaktivierungsdomane der Hif1a-Untereinheit. Eine
Hydroxylierung dieser Stelle fuhrt zu einer sterischen Inhibition der Interaktion
zwischen der Hif1a-Untereinheit und dem fur die Transkription nétige Koaktivator-
Komplex CBP7p300, einer Histon-Acetyltransferase. Weitere Studien zeigten,
dass die Konzentration freier Radikaler (ROS) bei Hypoxie steigt und dass diese
die Prolylhydroxylase inhibieren (Guzy et al., 2005; Schroedl et al., 2002). Somit
wird durch ROS die a-Untereinheit des Hif-Proteins vor Hydroxylierung geschutzt
und stabilisiert. Ergebnisse, dass von aul3en zugegebene Oxidantien die Stabilitat
von HIF1a bei Normoxie unterstlitzen, bestatigen diese Theorie (Guzy et al.,
2005).
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1.2.2 Hypoxische Genregulation in Hefen

Wie bei Saugetieren wird auch bei Hefen der Metabolismus durch Sauerstoff
reguliert. Die Auswirkung von Sauerstoff auf die Genregulation wurde bereits bei
Schizosaccharomyces pombe und Saccharomyces cerevisiae detailliert
untersucht. Transkriptomanalysen zeigten, dass bei S. pombe unter hypoxischen
Bedingungen die Gene der Ergosterol-, Fettsaure- und Hambiosynthese, aber
auch des fermentativen Metabolismus positiv reguliert werden, wahrend Gene der
Atmungskette reprimiert werden (Todd et al., 2006). In S. cerevisiae wurden unter
hypoxischen Bedingungen ebenfalls zahlreiche Gene reguliert, jedoch fielen diese
zum Teil in andere funktionelle Kategorien (Ter Linde et al., 1999; Becerra et al.,
2002). Auffallig war, dass bei Hypoxie eine Regulation der Glykolyse nicht
stattfand (Ter Linde et al., 1999). Als Sensor flr molekularen Sauerstoff fungieren
in der Hefe mehrere Mechanismen: 1.) Die Biosynthese von Ham, 2.) die
Biosynthese von Ergosterol und 3.) die Biosynthese ungesattigter Fettsauren.
Durch die O,-abhangige Biosynthese von Ham wird der Transkriptionsfaktor Hap1
(heme activation protein) aktiviert, durch den wiederum die Transkription von
Genen, die bei Wachstum unter normoxischen Bedingungen nétig sind, induziert
wird. Dazu gehoéren z. B. Gene der Zellatmung oder der Antwort auf oxidativen
Stress (Zhang und Guarente, 1995; Zhang und Hach, 1999). Aul3erdem aktiviert
Hap1 die Transkription der Gene der Repressorproteine Rox1 und Mot3, die
zusammen mit den Transkriptionsfaktoren Ssn6 und Tup1 die Expression der
hypoxischen Gene hemmen. Hierbei bindet Rox1 an das betroffene cis-Element
im Promotor hypoxischer Gene und durch Mot3 wird diese reprimierende Wirkung
noch verstarkt (Zitomer und Lowry; 1992; Zitomer et al., 1997; Kastaniotis und
Zitomer, 2000; Kastaniotis et al., 2000). Fehlt in der Zelle Sauerstoff, kann Ham
nicht mehr gebildet werden und Rox1 und Mot3 konnen die Transkription der
hypoxischen Gene nicht mehr inhibieren.

Der zweite Weg, Uber den die hypoxische Generegulation in Hefen erfolgt,
ist der Ergosterolbiosyntheseweg. Dieser Weg ist ebenfalls in Saugetierzellen
bekannt und wird dort unter anderem durch die Proteine SREBP (sterol regulatory
element binding protein) und SCAP (SREBP cleavage-activation protein) reguliert.
Der basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktor SREBP ist als inaktives Protein in
der Membran des ER verankert und wird bei einem niedrigem Sterolgehalt der
Zelle durch SCAP zum Golgi-Apparat transportiert (DeBose-Boyd et al., 1999).
Dort wird der als Transkriptionsfaktor aktive Teil von SREBP abgespalten und
wandert in den Zellkern, wo er Gene der Cholesterolsynthese und —aufnahme
induziert (Horton et al., 2003). Die homologen Proteine zu SREBP und SCAP in
der Spalthefe S. pombe sind Sre1 und Scp1. Sinkt unter hypoxischen
Bedingungen die Sterolsynthese in der Zelle, wird Sre1 aktiviert und induziert etwa
68 % der Gene, deren Expression im Wildtyp bei Hypoxie mindestens zweifach
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hochreguliert wird (Todd et al., 2006). Obwohl Sre1 somit etwa zwei Drittel aller
hypoxisch regulierten Gene reguliert, werden nur 22 % der Gene ausschliel3lich
durch Sre1 kontrolliert, was auf noch weitere Regulationsmechanismen hinweist
(Todd et al., 2006). In der knospenden Hefe S. cerevisiae existiert die hypoxische
Regulation durch Sre1 oder ein anderes SREBP-Homologes nicht. Dort steuert
der Transkriptionsfaktor Upc2 die Ergosterolbiosynthese und Sterolaufnahme (Vik
und Rine, 2001; Wilcox et al., 2002). Aullerdem werden in S. cerevisiae die in S.
pombe durch Sre1 regulierten Gene (z.B. ERG3, ERG25, HEM13 und SURZ2)
durch Rox1 gesteuert, was ebenfalls auf die Existenz unterschiedlicher
Regulationsmechanismen hinweist (Hughes et al., 2005).

Ein weiterer Mechanismus der Sauerstofferkennung beruht ebenfalls auf
die Prozessierung von Vorlauferproteinen in der ER-Membran. Hierbei steigt bei
sinkendem Sauerstoffspiegel die Zahl der gesattigten Fettsauren in der Membran
an, da diese durch das Enzym Desaturase nicht mehr oxidiert werden konnen.
Eine durch die hohe Konzentration an gesattigten Fettsauren nachlassende
Fluiditat der Zellmembran spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Aktivierung der
in der ER-Memban als inaktive Vorlauferprotein ruhende Transkriptomfaktoren
Mga2 und Spt23 (Hoppe et al, 2000; Rape et al 2001). Diese
Transkriptionsfaktoren aktivieren das Gen fur die A9-Fettsduredesaturase Ole1,
durch die das Einfligen neuer Doppelbindungen katalysiert wird (Zhang et al.,
1999; Vasconelles et al., 2001). Ein Homolog zu dem Transkriptionsfaktor Hif1,
der unter hypoxischen Bedingungen in Saugerzellen die Transkription hypoxischer
Gene induziert, scheint es in Hefen nicht zu geben (Semenza, 2007). Ferreira und
Mitarbeiter (2006) diskutieren dagegen, dass es in S. cerevisiae ein Analogon zu
Hif1 geben konnte, da sie in Hefezellen eine regulatorische Bindesequenz
gefunden haben, die der Hif1-Bindesequenz HRE (hypoxia response element ) in
Saugerzellen ahnelt. Um mehr Uber den Mechanismus der Hif1- und VHL-
Regulation in Saugetierzellen zu erfahren, stellt S. cerevisiae einen geeigneten
Modellorganismus dar, da Teile der hypoxischen Genregulation von Saugern
bereits in Hefen rekonstituiert worden sind (Braliou et al., 2006; Bex et al., 2007,
Alcaide-German et al, 2008).

1.2.3 Hypoxische Genregulation in C. albicans

In vitro zeigt C. albicans verschiedene Phanotypen bei Wachstum unter
hypoxischen Bedingungen. Zum einen bilden die Zellen Chlamydosporen, wenn
sie auf einem festen Medium wachsen und gleichzeitig von einem Deckglas
bedeckt sind. Sonneborn et al. (1999) schlossen daraus, dass die Kombination
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von Oberflachenkontakt und einer sauerstoffarmen Umgebung das
Chlamydosporenwachstum hervorruft. Ein weiterer Hypoxieeinfluss auf den
Phanotyp von C. albicans, besteht im Wechsel von der white- in die opaque-Form,
der wahrend der Zellpaarung eine Rolle spielt (Miller und Johnson, 2002).
Allerdings ist die opaque-Form bei einer Temperatur von 37 °C nur einige Stunden
stabil, was eine Paarung im menschlichen Korper unwahrscheinlich macht.
Dumitru und Mitarbeiter (2007) stellten jedoch fest, dass unter hypoxischen
Bedingungen die opaque-Form bei 37 °C eine Woche stabil und die Paarung in
hypoxischen Bereichen des menschlichen Korpers maoglich ist. Weiterhin ruft das
Wachstum in Agar (embedded) oder bei Hypoxie auf der Agaroberflache eine
verstarkte Filamentbildung hervor, die bei Normoxie nicht beobachtet werden
konnte (Sonneborn et al., 1999; Setiadi et al., 2006). Sogar Mutanten, denen
Gene des ,klassischen® PKA-Signalweges der Filamentbildung fehlen (z. B.
EFG1), zeigten unter hypoxischen Bedingungen ein hyperfilamentéses Wachstum.
Diese Phanotypen treten vorwiegend bei Temperatur < 37 °C und bei Kontakt zu
einer Matrix (z.B. Deckglas, Agaroberflache) auf. Somit ist noch unklar, ob diese
hypoxische Filamentbildung ebenfalls bei einer Korpertemperatur von 37 °C
unterstutzt wird (Ernst und Tielker, 2009). Hautschichten, die in Kontakt mit der
AuBenwelt stehen, besitzen allerdings eine Temperatur von ca. 30 °C, so dass
diese Vorgange dort ablaufen kdnnten.

Untersucht man die Genregulation unter hypoxischen Bedingungen mit
Hilfe einer Transkriptomanalyse, so fallen mehrere regulierte Gengruppen auf. Bei
Hypoxie werden fast alle Gene der Glykolyse positiv und Gene des oxidativen
Metabolismus negativ reguliert (Doedt et al., 2004). Darunter fallen z. B.
Komponenten der Atmungskette in den Mitochondrien, der ATP-Biosynthese und
des Zitronensaurezyklus (Setiadi et al., 2006). Eine ahnliche Regulation erfolgt
auch in Saugetierzellen (Semenza et al., 1996; Hochachka et al., 1996) und in der
Hefe Pichia pastoris (Passoth et al., 2003). Weiterhin flhrt in C. albicans eine
durch Hypoxie gestorte Funktion der Mitochondrien zu einer positiven Regulation
der Katalase Cta1, vermutlich um entstehende freie ROS neutralisieren zu
kénnen. Ebenfalls werden mehrere Chaperone reguliert, eventuell, um die ATP-
abhangige Faltung von ROS-geschadigten Proteinen zu unterstitzen.

Die Gene ERG und OLET1, die fur eine sauerstoffabhangige Synthese von
Ergosterol und ungesattigten Fettsduren kodieren, werden bei Hypoxie ebenfalls
induziert. Wahrscheinlich wird dadurch der geringe Restgehalt an Sauerstoff
optimal ausgenutzt (Setiadi et al., 2006). Einige Gene flir Zellwandproteine, wie
Hwp1 und Als12, werden in C. albicans unter hypoxischen Bedingungen ebenfalls
stark positiv reguliert (Setiadi et al., 2006). Aktuelle Studien von Sosinska und
Mitarbeitern (2008) zeigen, dass Proteine, die an Struktur und Funktion der
Zellwand beteiligt sind (Pir1, Hwp1, Pga10 und Rbt5), ebenfalls in einem vaginal-
simulativen Medium bei Hypoxie aktiviert werden. Die positive Regulation des
Zellwandproteins Rbt5, welches fur die Eisenaufnahme verantwortlich ist, stellt
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eventuelle Zusammenhange der zellularen Antwort bei einem geringen Gehalt von
Eisen und Sauerstoff her. In weiteren Transkriptionsstudien wurden bei Hypoxie
ebenfalls Gene der Eisenaufnahme positiv reguliert, genau wie bei Eisenmangel-
Wachstum (Lan et al., 2004). Aus diesen Ergebnissen kann man schliel3en, dass
der Verbrauch von Sauerstoff durch die Atmungskette oder Monooxygenasen
Eisen und gleichzeitig Sauerstoff, z. B. fur die Eisenaufnahme in die Zelle,
benotigt. Andererseits werden Gene fur Ham-abhangige Enzyme wie CTA1, OLE1
und ERG11 unter eisenarmen Bedingungen negativ reguliert (Lan et al., 2004),
wahrend sie unter hypoxischen Bedingungen positiv reguliert werden. Dieses
Ergebnis zeigt, dass bei weitem noch nicht alle hypoxischen
Regulationsmechanismen entdeckt und verstanden sind. Die molekularen
Mechanismen, die die Genregulation bei Hypoxie bewirken, sind bei C. albicans
noch weitestgehend unbekannt. Der Transkriptionsfaktor Efg1 (siehe unten) ist
offenbar an der Regulation von ca. 50 % aller hypoxisch regulierten Genen
beteiligt (Setiadi et al., 2006; Ernst und Tielker, 2009). Dagegen ist ein homologes
Protein zu Rox1, einem Repressor hypoxischer Gene in S. cerevisiae (siehe oben)
nicht an hypoxischer Genregulation, sondern an der Filamentbildung von C.
albicans beteiligt (Kadosh und Johnson, 2001; Khalaf und Zitomer, 2001).

1.3 Regulatoren des filamentosen Wachstums unter
hypoxischen Bedingungen

Fur die Hyphenbildung bei C. albicans sind zwei verschiedene Signalwege
bekannt. Einerseits ist eine ,mitogen-activated protein kinase“-Kaskade (MAP-
Kaskade) aktiv (Sonneborn et al., 2000) und andererseits wird ein Proteinkinase A
(PKA)-Weg bendtigt, in dem der nachgeschaltete Transkriptionsfaktor Efg1 den
Wechsel zwischen der Hefe- und der Hypheform steuert (Bockmduhl et al, 2001).
Wahrend Efg1 bei Sauerstoffanwesenheit die Hyphenbildung stimuliert, ist Efg1
bei Hypoxie auch ein Repressor der Hyphenbildung (Doedt et al., 2004; Setiadi et
al., 2006). In dieser Arbeit konnte aullerdem gezeigt werden, dass das Sch9-
Protein ebenfalls einen Einfluss auf die Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen hat.
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1.3.1 Der Transkriptionsregulator Efg1

Efg1 (enhanced filamentous growth factor) ist Mitglied der Gruppe der APSES-
Proteine, die spezifisch in Ascomyceten auftreten. Die Abkurzung APSES leitet
sich von den Anfangsbuchstaben der ersten identifizierten Proteine dieser Gruppe
ab. Das sind Asm1 aus N. crassa, Phd1 und Sok2 aus S. cerevisiae, Efg1 aus C.
albicans und StuA aus Asperqgillus nidulans. Das zu Efg1-homologe Protein, Efh1,
in C. albicans zahlt ebenfalls zu den APSES-Proteinen. Alle diese Proteine
besitzen eine 100 Aminosauren lange ,basic helix-loop-helix“ (bHLH)-Domane, die
fur die DNA-Bindung und Dimerisierung verantwortlich ist (Stoldt et al., 1997;
Doedt et al., 2004). Wie alle APSES-Proteine reguliert Efg1 morphologische
Prozesse, die mit dem Wechsel zwischen der Kugel- und Filamentform bei Pilzen
zusammenhangen. So steuert Efg1 den Dimorphismus, die Bildung von
Chlamydosporen und den spontanen Phanotypwechsel zwischen der white- und
opaque-Form der Zelle (Sonneborn et al., 1999; Srikantha et al., 2000). Fur die
Regulation des Dimorphismus spielt der PKA-Weg eine entscheidene Rolle und
fur C. albicans wurden bereits viele Proteine dieses Weges aufgrund ihrer
Homologie zu bekannten S. cerevisiae-Proteinen identifiziert.

Bei C. albicans wird im PKA-Weg ein Signal uber das Ras-Protein an die
Adenylatcyclase Cdc35 weitergeleitet. Daraufhin erhoht sich der Spiegel des
,second messenger‘ cAMP, der wiederum die Proteinkinase A aktiviert, indem
durch die cAMP-Bindung die reprimierende Wirkung der regulatorischen
Untereinheit Bcy1 der PKA-Isoformen aufgehoben wird. Die aktivierten
katalytischen Untereinheiten der Proteinkinase A sind die Isoformen Tpk1 und
Tpk2, die beide eine unterschiedliche Funktion besitzen. Wahrend Tpk1 eher fur
die Hyphenbildung auf festem Medium verantwortlich ist, reguliert Tpk2 die
Hyphenbildung in flissigem Medium (Bockmuhl et al., 2001). Die Induktion der
Hyphenbildung erfolgt durch die anschlielende Signalweiterleitung auf den
Transkriptionsfaktor Efg1 und nachgeschaltete Regulatoren.

Efg1 hat eine bivalente Funktion, da es sowohl als Aktivator als auch
Repressor der Hyphenbildung fungieren kann. Wahrend das filamentose
Wachstum in der frihen Phase der Induktion durch Efg1 aktiviert wird, Gbernimmt
der Transkriptionsfaktor in einer spateren Phase des Hyphenwachstums eine
reprimierende Funktion. Aus diesem Grund zeigen Stdmme mit einer Efg1-
Uberexpression keine echten Hyphen, sondern Pseudohypen, da die normale
Hyphenbildung gestort ist (Tebarth et al., 2003). Unter hypoxischen Bedingungen
ist Efg1 ebenfalls Repressor der Hyphenbildung, da unter diesen Bedingungen
efg1-Mutanten ein hyperfilamentdéses Wachstum zeigen. Diese ungewohnliche
Hyphenbildung tritt jedoch nur bei Temperaturen von 25 — 35 °C auf, wahrend ab
einer Temperatur von 37 °C die Kolonien der efg7-Mutante keine Hyphen mehr
zeigen und Efg1 somit ab dieser héheren Temperatur, wie unter normoxischen
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Bedingungen, als Aktivator der Hyphenbildung wirkt (Sonneborn et al., 1999;
Setiadi et al., 2006). Die Doppelmutante des Transkriptionsfaktors Efg1 und
seines homologen Proteins Efh1 zeigte bei Hypoxie eine verstarkte
Hyphenbildung im Vergleich zu der Einzelmutante, so dass Efh1 offenbar die
Repressorwirkung von Efg1 noch unterstiutzt (Doedt et al., 2004).

Efg1 steuert nicht nur die Morphologie der Zellen, sondern auch
metabolische Prozesse. Unter normoxischen Bedingungen werden durch Efg1
Gene der Glykolyse aktiviert, wahrend Gene fir die Respiration reprimiert werden.
Bei Hypoxie aktiviert Efg1 Gene der Stressantwort (HSP12, DDR48 und CTAT1)
und fir den Repressor des filamentdsen Wachstums NRG17, was mdglicherweise
die erleichterte Hyphenbildung bei Hypoxie erklart. Eine weitere grof3e Gengruppe,
die durch Efg1 bei Hypoxie reguliert wird, sind Gene der Fettsauresynthese, wie z.
B. OLE1, das fur die Synthese von ungesattigen Fettsauren wichtig ist (Setiadi et
al., 2006).
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1.3.2 Die AGC-Kinase Sch9

Die Serin-/Threoninkinase Sch9 ist ein Homolog zu AKT und S6K in
Saugetierzellen (Urban et al., 2007) und sie gehort zu der Familie der AGC-
Kinasen, die nach den Proteinkinasen A (PKA), G (PKG) und C (PKC) benannt
wurde (Sobko, 2006). Alle Mitglieder dieser Gruppe besitzen eine konservierte
Domane in ihrer Kinasesequenz. Aul3erhalb dieser katalytischen Domane tragen
sie dagegen nur wenige Gemeinsamkeiten, wodurch sie in unterschiedlichen
Funktionen, wie z. B. bei der Zellteilung, dem Zellmetabolismus und der
Zelldifferenzierung aktiv sein kdnnen (Frédlin et al., 2002). Aktiviert werden diese
Kinasen durch Phosphorylierung der Aktivierungsschleife (T-Schleife), der HM-
Region (hydrophobic motif) und einiger Stellen des C-terminalen Endes, dem TM-
Motiv (Jacinto und Lorberg, 2008). Bei C. albicans wurde die Kinase Sch9 als
homologes Protein zu Sch9 in S. cerevisiae bereits identifiziert, jedoch existieren
bislang kaum Erkenntnisse Uber ihre genaue Funktion oder Regulation. Fir S.
cerevisiae wurde die Funktion von Sch9 bereits detailliert untersucht. Dort ist sie
Teil des TOR-Signalweges, der in Eukaryonten als globaler Regulator des
Zellwachstums in Abhangigkeit vom Nahrstoffangebot gilt.

Bei S. cerevisiae wurde bereits festgestellt, dass in vivo sieben
Serin/Threonin-Reste des C-terminalen Endes von Sch9 phosphoryliert werden,
wobei sechs von ihnen Rapamycin- und Nahrstoff-sensitiv sind. Das lasst darauf
schlielen, dass Sch9 durch TOR (Target of Rapamycin) reguliert wird (Urban et
al., 2007). TOR besteht aus den zwei Isoformen, TORC1 und TORC2, die beide
Rapamycin binden kénnen, wobei nur TORC1 durch Rapamycin gehemmt wird
(De Virgilio et al, 2006). Wanke und Mitarbeiter (2008) fanden heraus, dass die
Kinase Sch9, nachdem sie durch TOR aktiviert wurde, eine weitere Proteinkinase,
Rim15, durch Phosphorylierung hemmt. Bei einem Unterangebot von Nahrstoffen
oder durch die Blockierung von TORC1 durch Rapamycin wird Rim15 nicht mehr
durch Sch9 inhibiert. Dadurch werden die Transkriptionsfaktoren Msn2/4 und Gis1
aktiviert, die wiederum Gene induzieren, die den Eintritt der Zelle in die Go-Phase
und die Stressantwort (Cameroni et al.,, 2004), aber auch Langlebigkeit und
ZellgroRe steuern (Fabrizio et al., 2001; Jorgensen et al., 2002). Weitere Studien
haben gezeigt, dass bei einer Inhibierung von Sch9 Gene aktiviert werden, die
notig fur eine Anpassung an nahrstoffarme Bedingungen sind, wie Gene der
ribosomalen Biogenese, der Translation und der Transkription (Powers und
Walter, 1999; Cardenas et al., 1999; Kubota et al., 2003). Negativ reguliert wurden
dagegen Gene des Katabolismus wie der Proteindegradation, der mRNA-
Destabilisierung und der Autophagie (De Virgilio und Loewith, 2006). Schmelzle
und Mitarbeiter (2004) stellen die These auf, dass der bereits beschriebene PKA-
Signalweg uber TOR reguliert wird und beide Signalwege gemeinsam Ablaufe in
der Zelle regulieren. Zurita-Martinez und Cardenas (2005) argumentieren
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dagegen, dass beide Signalwege parallel agieren und unabhangig voneinander
die Expression der verschiedenen Gene regulieren. Fest steht aber, dass die
Kinase Rim15 Teil beider Signalwege ist und somit ein Bindeglied darstellen
konnte. Chen et al. (2009) stellten auRerdem fest, dass bei C. elegans der
Transkriptionsfaktor Hif1 GUber TOR aktiviert wird. Somit kdnnte die Regulation
durch den Tor-Signalweg mit dem Auftreten hypoxischer Bedingungen im direkten
Zusammenhang zu stehen. Uber Zusammenhange zwischen Hypoxie und TOR
bzw. Sch9 in Hefen ist noch nichts bekannt.

Setiadi untersuchte im Rahmen ihrer Dissertation (2006) die Funktion der
Kinasen Sch9 und Rim15 in C. albicans. Dabei stellte sie fest, dass die Mutanten
beider Kinasen bei Hypoxie und einer Temperatur von 24 °C eine starkere
Hyphenbildung zeigten als der Wildtyp (die sch9-Mutante nur bei gleichzeitiger
Zugabe von CO,). Durch eine Transkriptomanalyse stellte sie auRerdem fest, dass
bei Hypoxie durch Rim15 Gene reguliert wurden, die unter denselben
Bedingungen auch durch den Transkriptionsfaktor Efg1 aktiviert oder reprimiert
werden. Setiadi (2006) vermutete deshalb, dass unter hypoxischen Bedingungen
Efg1 Uber Rim15 reguliert werden konnte.
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Weiterhin verglich Sediadi (2006) das Wachstum der sch9-Mutante mit dem des
Wildtyps und stellte fest, dass die sch9-Mutante, wie auch bei S. cerevisiae, einen
deutlich spateren Eintritt in die stationare Phase zeigt. Somit scheint Sch9 bei C.
albicans so wie bei S. cerevisiea fur die Regulation der Wachstumsprozesse in der
Zelle verantwortlich zu sein. AufRerdem wurde im Rahmen dieser Arbeit
festgestellt, dass sch9-Mutanten sensitiv auf Hygromycin B reagieren. Da bekannt
ist, dass diese Substanz Fehllesungen an Ribosomen induziert, konnte dies auf
einen moglichen Einfluss von Sch9 auf die Ribosomenbiogenese hindeuten, wie
es bei S. cerevisiae der Fall ist (Jorgensen et al., 2002).

14 Ziel dieser Arbeit

Ein charakteristisches Verhalten von C. albicans ist es, verschiedene Nischen des
menschlichen Korpers zu besiedeln. Dabei muss der Pilz sich an unterschiedliche
Bedingungen, Z. B. verschiedene Gas-, Temperatur- und
Oberflachenbedingungen, anpassen. Es ist bekannt, dass C. albicans im Korper
nicht nur als einzelne Zelle vorliegt, sondern auch in Hyphenform und als Biofilm.
Biofilme stellen einen ganzen Zellkomplex dar, der hohe Resistenzen gegentliber
dem Immunsystem besitzt. Ein Regulator der Biofilmbildung ist der
Transkriptionsfaktor Efg1, der die Hyphenbildung unter normoxischen sowie
hypoxischen Bedingungen reguliert. Frihere Studien ergaben aulerdem, dass
auch die AGC-Kinase Sch9 die Hyphenbildung unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen kontrolliert.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Rolle des Efg1-Proteins bei der
Biofilmbildung und seinen Einfluss auf die Genregulation unter hypoxischen
Bedingungen zu untersuchen. AulRerdem sollte die Regulation der Morphologie
und des Transkriptoms bei Hypoxie und Normoxie durch die Kinase Sch9
untersucht werden. Da bei S. cerevisiae das Rim15-Protein innerhalb des TOR-
Signalwegs durch Sch9 und innerhalb des PKA-Signalwegs durch PKA inhibiert
wird, wurden die Phanotypen der rim15-, tpk1- und tpk2-Mutanten untersucht. Ziel
war es, Hinweise zum Einfluss von Efg1 und Sch9 auf die transkriptionelle und
morphologische Regulation bei verschiedenen Sauerstoff und
Kohlendioxidkonzentrationen zu erlangen. Dazu wurden unter anderem
Transkriptomkinetiken in Abhangigkeit von dem Efg1-Protein durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

21 Chemikalien, Gase und Enzyme

In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Enzyme wurden von folgenden
Firmen bezogen:

Amersham (Braunschweig), Biorad (Munchen), B. Braun (Melsungen),
Calbiochem (Bad Soden), Difco (Michigan), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco BRL
(Eggenstein), Merck AG (Darmstadt), MBI Fermentas (St. Leon Rot), Millipore
(Eschborn), New England Biolabs (Schwalbach), Pierce (Rockford), Promega
(Madison), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma
(Deisenhofen). Soweit nicht anders vermerkt, wurden Chemikalien der Glteklasse
reinst oder p.a. verwendet.

Genutze Gase stammen von der Firma Air Liquide Deutschland GmbH
(DUsseldorf).

2.2 Stamme und Medien

221 E. coli-Stamme

Fir Klonierungen wurde ausschlieRlich der Stamm DHb5aF" benutzt.

DHbaF": F[®80 (AlacZ)M15] A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17 r¢

me SupE44 thi-1 gyrA relA (Hanahan, 1983; Woodcock et al.,
1989)

2.2.2 C. albicans-Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

CAF2-1 URA3/ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993
CAl4 ura3::imm434/ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993
HLC67 Wie CAl4, aber efg1::hisG/efg1::his Lo et al., 1997

CAS4 wie CAl4, aber sch9::hisG/sch9::hisG Setiadi, Dissertation 2006
CAR wie CAl4, aber rim15::hisG/rim15::hisG Setiadi, Dissertation 2006
23-7-5-1
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DSC10 wie CAl4, aber efg1::hisG/efg1::hisG Park et al., 2005
ura3::imm434/ura3::imm434::URA3

CM1613 wie CAl4, aber mkc1A::hisG-URA3-hisG/mkc1A::hisG | Navarro-Carcia et al.,

1995

CSSK21 wie CAl4, aber ssk1::hisG/ssk1::hisG-URA3-hisG Calera et al., 2000

MK 106 wie SC5314, aber ace2::FRT/ace2::FRT Kelly et al., 2004

C4/d63 wie CAl4, aber efh1::hisG/efh1::hisG-URA3-hisG Doedt et al., 2004

CCF3 wie CAl4, aber ura3::imm434/ura3::imm434 Cao et al., 2006
flo8::hisG/flo8::hisG-URA3-hisG

CaAS18 wie CAIl4, aber tec1/tec1 (pVEC) Schweizer et al., 2000

CKY230 wie CAl4, aber Aczf1::hisG/Aczf1::hisG ade2::pDB152 | Brown et al., 1999

CAYF178U | als3::ARG4/als3::HIS1 arg4::hisG/arg4::hisG his1::hisG/| Nobile et al., 2006
his1::hisG ura3 ura3::imm434/ura3::imm434::URA3

NGY357 wie CAl4, aber och1A::hisG/och1A::hisG Bates et al., 2006
RPS1/rps1A::Clp10

SPCa2 wie CAl4, aber pmt1A::hisG/pmt1A::hisG Peltroche-Llacsahuanga
Aura3::imm434/URA3 et al., 2006

SPCa4 wie CAl4, aber pmt2A::hisG/PMT2 | Peltroche-Llacsahuanga
ura3::imm434/URA3 et al., 2006

SPCa6 wie CAl4, aber pmt4A::hisG/pmt4A::hisG Peltroche-Llacsahuanga
ura3::imm434/URA3 et al., 2006

CCs1 wie HLC67, aber 8,3 kb Fragment (Sacll, Apal) aus | diese Arbeit
pCS1 integriert in ADH1

CCS2 wie HLC67, aber 8,3 kb Fragment (Sacll, Apal) aus | diese Arbeit
pCS1 integriert in ADH1

CCs3 wie CAS4, aber URA3 am nat. Genort rekonstituiert diese Arbeit

CCs4 wie CAS4, aber leu2::ACT1p-SCH9 URAS3 diese Arbeit

CCS5 wie CAS4, aber leu2::URA3 diese Arbeit

CCs6 wie CAR23-7-5-1, aber URA3 am nat. Genort | diese Arbeit
rekonstituiert

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete C. albicans-Stamme

2.2.3 Medien zur Anzucht von E. coli

LB: 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl

Festen Nahrbéden wurde 2 % Agar zugesetzt. Die Anzucht der Bakterien erfolgte
bei 37° C. Zur Selektion plasmidkodierter Antibiotikaresistenz wurde dem Medium
nach dem Autoklavieren Ampicillin in einer Konzentration von 100 upg/ml
zugesetzt.
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2.2.4 Medien zur Anzucht von C. albicans

YPD: 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Glukose
YPS: 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Saccharose
SD: 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosauren aber mit

Ammoniumsulfat), 2 % Glukose, pH 6,9
RPMI1640 10,4 g RPMI1640 in 11 MOPS-Puffer (pH 7), 2 % Glukose

Festen Medien wurde 2 % Agar hinzugefugt. Zur Selektion des SAT71-Markers
wurde dem YPD-Medium 150 pg/ml Nourseothricin zugegeben.

2.3 Anzucht von C. albicans-Stammen

2.31 Inkubation von C. albicans unter normoxischen
Bedingungen

Flissigkulturen von C. albicans-Stammen wurden bei 25 °C bzw. 37 °C in YPD-
Medium angezogen. Zur Charakterisierung auf festen Medien wurden die
jeweiligen Stamme bei Temperaturen von entweder 25 °C oder 37 °C angezogen.

2.3.2 Inkubation von C. albicans unter hypoxischen
Bedingungen

Bei Inkubation auf festen Platten wurde die Gaskonzentration mit Hilfe einer
Hypoxiebank (Invivozgo, Ruskinn England) erzeugt. Dazu wurden die Stdmme auf
YPS-Agarplatten vereinzelt und bei den jeweiligen Gas- und Temperaturwerten
angezogen. Inkubationen in Flussigmedium wurden ebenfalls in dieser
Hypoxiebank durchgeflihrt. Dazu wurde das Medium vor jedem Versuch in
Reagenzglasern oder Kolben uber Nacht bei den jeweiligen Gasbedingungen
vorequilibriert. Alternativ wurde zur Anzucht unter hypoxischen Bedingungen in
Flissigmedium eine 500 ml Gasflasche mit einer porésen Glasplatte verwendet
(Firma SCHOTT, Mainz), durch die ein Gasgemisch (93,8 % N, 6 % COy, 0, 2 %
O3) mit konstanter Flussgeschwindigkeit durch das Medium geleitet wurde.
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2.3.3 Hypheninduktion von C. albicans

Zur Hypheninduktion wurde flissigem YP-Medium 10 % Pferdeserum (Sigma)
zugegeben. Die Inkubation der Stamme erfolgte bei 37 °C.

2.3.4 Biofilmbildung von C. albicans

C. albicans-Stamme wurden in 5 ml YPD bei 37 °C uber Nacht inkubiert.
AnschlielRend wurden die Zellen geerntet (5 min, 3.500 Upm) und das Pellet in 5
ml PBS-Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7,9 mM Naz;HPOy4, 1,5 mM KH,POy,,
pH 7,4) resuspendiert. Um Zellaggregate zu I6sen wurde die Suspension fur 10
min in einem Ultraschallbad behandelt, erneut geerntet und in 1 ml PBS
resuspendiert. Die Zellzahl jeder Kultur wurde durch Messen der ODgy und
Zuhilfenahme einer Standartkurve bestimmt und mit RPMI1640 auf eine Zellzahl
von 10° Zellen/ml eingestellt. Von jeder dieser Verdiinnungen wurden 0,7 ml je
Vertiefung in eine 24-Well-Platten aus Polystyren der Firma Sarstedt (Nimbrecht)
gegeben, die vorher gewogen wurden. Die Platten wurden fur 60 Stunden bei 37
°C inkubiert. Daraufhin wurde das Medium entfernt und jede Vertiefung mit 0,7 ml
PBS-Puffer vorsichtig gewaschen. Bevor die Platten erneut gewogen wurden, um
die Trockenmasse der Zellen zu ermitteln, wurden sie fur 24 Stunden bei 37 °C
getrocknet. Die Biofilmbildung jedes Stammes wurde dreimal bestimmt. Die
statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde mit Hilfe eines ungepaarten t-Tests
Uberpruft, bei dem ein p-Wert ermittelt wurde (Graph-Pad Prism 4 Programm).

2.3.5 Adhasion von C. albicans

Die C. albicans-Stamme wurden in 5 ml YPD bei 37 °C Uber Nacht angezogen.
AnschlieRend wurde eine Verdiinnung von 0,5 x 10° Zellen hergestellt und je
Stamm eine 96-Well-Platte angeimpft (0,1 ml je Vertiefung). Nach einer Inkubation
von zwei Stunden bei 37 °C wurde der Uberstand abgenommen und die nicht
adharierten Zellen vorsichtig mit 0,1 ml PBS-Puffer je Vertiefung weggewaschen.
AnschlieRend wurde eine XTT-Reduktionsmethode durchgefuhrt (Ramage et al.,
2001), bei der 0,1 ml einer 1:5-Mischung von 1,5 mM 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxid (XTT) und 0,4 mM
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Menadion in jede Vertiefung pipettiert und fur zwei Stunden bei 37 °C in
Dunkelheit inkubiert wurde. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und
die OD4gp des umgesetzten Substrates gemessen (Absorbance Microplate Reader
ELx800™, BioTek, Friedrichshall). Anzucht und Adhdsion wurden unter
normoxischen und hypoxischen (93,8 % Nz, 6 % CO,, O, 0,2 %) Bedingungen
durchgefuhrt. Fur hypoxische Bedingungen wurde die Hypoxybank INVIVO, 2
von Ruskinn (England) verwendet.

2.4 Plasmide und Primer

241 Plasmide

Name Beschreibung Referenz

pBIHAHYD EFG1 unter der Kontrolle von CaPCK1p | Stoldt et al., 1997

pNIM1 Tet-On Basis-Vektor Park und Morschhauser, 2005
HB5 URAS3-ORF zur Rekonstitution Losberger und Ernst, 1989
p2297S9 SCH9 unter der Kontrolle von CaACT1p | Luc Giasson

pDS1044-1 ACT1p Dominique Sanglard

pCS1 EFG1 unter der Kontrolle von tetOp diese Arbeit

Tab 2.: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

24.2 Primer

Name Sequenz

Sall-HA-EFG1 for 5-TATATAGTCGACATGAGTCGATACCCATACGACG
Sall-HA-EFG1 rev 5'-ATATATGTCGACTTACTTTTCTTCTTTGGCAACAGTGC
pTET 5'-GATAGGGAGTGGTAAACTCG

ADH1-CA 5'-GAGGTAAACCCAGAAAGC

i-p2-Ura3ver 5"-TTACAATCAAAGGTGGTCC

p3-Ura3ver 5-GGTACAGTTGTTCCTCACA

1RTEFG1 5'-ACCTTGAGGGATACCAGCAG

2RTEFG1 5'-GGTGGCAGTAATGTGTCTGG

ECE-L1 5'-TTCAAAGACTCCCACAACTCA

ECE-RI 5'-ACCGACAGTTTCAATGCTCTT

HWP1-L1 5'-TCAGCCTGATGACAATCCTC

HWP1-R1 5'-GTAGCTGGAGTTGTTGGCTTT

ACT1(RT)-f 5-TTGGATTCTGGTGATGGTGT

ACT1(RT)-r 5'-TGGACAAATGGTTGGTCAAG

Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Primer
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2.5 Methoden zum Arbeiten mit Nukleinsauren

251 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im kleinen Malstab erfolgte nach der
Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Ausgegangen wurde
von einer 5 ml Ubernachtkultur. Die DNA wurde in 50 uyl Wasser geldst. Zur
Gewinnung von grofieren Mengen an Plasmid-DNA wurden Anionenaustauscher-
Saulen von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Ausgegangen wurde von einer 50 ml Ubernachtkultur. Die DNA wurde in 200
Wasser gelost.

Plasmid-DNA wurde gefallt, indem zu einem DNA-Ansatz 0,1 Volumen 3 M
Natriumacetat pH 5,8 und 2,5 Volumen eiskalter absoluter Ethanol gegeben wurde
(Sambrook et al., 1989). Die Fallung erfolgte fur mindestens 30 min bei -20 °C.
Anschlielend wurde die DNA mit 70 %igem Ethanol bei 4 °C zentrifugiert und
gewaschen.

2.5.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus C. albicans

Fir die RNA-Isolierung aus C. albicans-Stammen in Flissigmedium wurden die
Zellen geerntet (5 min, 3.500 Upm), das Zellpellet im Restiuberstand des Mediums
resuspendiert und in flissigen Stickstoff getropft. Die gefrorenen Zellen wurden
anschlieBend zusammen mit einer Metallkugel (Durchmesser 7 mm) in ein
vorgekuhltes Teflongefal® gegeben und in einem Micro-Dismembrator (B. Braun
Biotech International GmbH, Melsungen) flr 2 min bei 2.600 Upm aufgeschlossen.
Der Zellstaub wurde anschlieRend in 2 ml Trizol® (Invitrogen) resuspendiert und
fur eine Minute geschuttelt. Zur Dissotiation der Nukleoproteinkomplexe folgte eine
5 minutige Inkubation bei RT. Nach Zentrifugation von 10 Minuten bei 12.000 Upm
wurde der Uberstand in ein neues Eppendorfgefall Uberfiihrt. Dem Uberstand
wurden 0,4 Volumen Chloroform zugegeben, 15 Sekunden in der Hand
geschuttelt, 3-10 Minuten bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert. Die obere
farblose Phase wurde in ein frisches Eppendorfgefald Gberfuhrt, mit 0,5 Volumen
Isopropanol vermischt und die RNA fur 5-15 Minuten bei RT prazipitiert. Nach 10
minatiger Zentrifugation bei 12.000 Upm wurde das Pellet mit 1 ml 70 %igen
eiskalten Ethanol gewaschen und anschlielRend luftgetrocknet. Vor dem Einfrieren
(UN, -20 °C) wurde das Pellet in 500 yl DEPC-Wasser (1 ml DEPC/ 1 | MilliQ
Wasser) resuspendiert und anschlieRend mit 500 ul LiCl-Puffer (4 M LiCl; 20mM
Tris/HCL pH 7,5; 10 mM EDTA) versetzt. Nach der Prazipitation wurde die RNA
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30 min bei 13.000 Upm pelletiert und anschlieBend zweimal mit 70 %igem
eiskalten Ethanol gewaschen (10 Minuten, 13.000 Upm). Zum Schluss wurde das
RNA-Pellet kurz getrocknet und in 50 yl DEPC-Wasser resuspendiert. Zur
Quantifizierung der RNA wurde eine Verdunnung von 1:1000 angesetzt.

253 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Fiar die photometrische Konzentrationsbestimmung wurde DNA oder RNA bei
einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Die Extinktion Ezs = 1 entpricht 50
pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 ug/ml RNA sowie 33 ug/ml Einzelstrang-
DNA (Mduller et al., 1993).

AuRerdem konnte die DNA-Konzentration auch anhand eines Grdélenstandards
mit bekannter DNA-Menge in einem Agarosegel bestimmt werden.

2.5.4 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch
Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung von DNA wurden 1 % ige ethidiumbromidhaltige Agarosegele
verwendet. Nach der Auftrennung wurde die DNA durch Bestrahlung mit UV-Licht
(254 nm) sichtbar gemacht.

2.5.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewunschte DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel unter langwelligem
UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten und unter Verwendung des ,Gel-Extraction-Kit*
der Firma Qiagen entsprechend dem Protokoll des Herstellers extrahiert.
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2.5.6 Phosphatasereaktion

Um flr Klonierungszwecke eine Rezirkularisierung von geschnittenen Vektoren zu
verhindern, wurden diese am 5 -Ende dephosphoryliert. Dazu wurde nach der
Restriktionsendonukeolyse ein Uberschuss an alkalischer Phosphatase
zugegeben und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die
dephosphorylierten DNA-Fragmente Uber eine Saule aufgereinigt (QIAquick®,
Qiagen, Hilden).

2.5.7 Ligation

Ligationsreaktionen zur Verknupfung verschiedener DNA-Molekule (Insert in
dreifach molarem Uberschuss zum Vektor) wurden in einem Volumen von 20
mit Ligationspuffer und 1 U T4 DNA-Ligase bei glatten Enden Uber nach bei 16 °C
und bei Uberstehenden Enden fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

2.5.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von Mullis und Faloona (1987)
wurden spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert. Durchgefiihrt wurde die PCR in
einem Thermozykler der Firma Biometra. Die Annealing-Temperaturen, sowie
Elongationszeiten wurden den verwendeten Primern, bzw. dem erwarteten PCR-
Fragment, angepasst. Zur Klonierung bestimmter PCR-Fragmente wurden diese
mit dem ,,QIAquick PCR-Purification-Kit* der Firma Qiagen aufgereinigt.

Zur Verifizierung von Transformanten von C. albicans wurde eine ,Kolonie-
PCR* durchgefuhrt. Dazu wurde eine geringe Menge Zellmaterial in 40 ul 0,02 M
NaOH resuspendiert und 10 Minuten bei 95 °C erhitzt. AnschlieRend wurde die
Suspension kurz abzentrifugiert und auf Eis aufbewahrt. Fur die PCR wurden 4 pl
der Suspension bei einem Gesamtvolumen von 50 ul eingesetzt. Als Polymerase
wurde eine Taqg-Polymerase (Eppendorf) verwendet und die PCR nach Angaben
des Herstellers durchgefuhrt.
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2.6 Transformation

2.6.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli erfolgte nach der Rubidiumchlorid-Methode von
Hanahan (1983).

2.6.2 Transformation von C. albicans

Die Transformation von C. albicans erfolgte nach der Methode von Mitchell
(Wilson et al., 2000). Dabei wurde 50 ml YPD mit 0,5 ml einer 5 ml YPD
Ubernachtkultur angeimpft. Die Zellen wurden 4 Stunden bei 30 °C im Schittler
inkubiert, so dass die Kultur eine OD von 0,5 - 0,8 erreichte. Die Zellen wurden
geerntet (5 min, 3.500 Upm), mit 5 ml LATE-Puffer (0,1 M Lithiumacetat, 10 mM
Tris-HCL (pH 7,5), 1 mM EDTA) gewaschen und anschliefend in 0,5 ml
desselben Puffers resuspendiert. Pro Transformationsansatz wurden 0,1 ml Zellen
mit 50 pg Heringssperma-DNA sowie maximal 80 pyl PCR-Produkt bzw.
mindestens 2 - 10 pyg DNA versetzt und bei 30 °C fur 30 min inkubiert.
Anschlielend wurden 0,7 ml PLATE-Puffer (40 % PEG3350 in LATE-Puffer)
hinzugefugt, die Probe kurz geschuttelt und Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Nach
der Inkubation folgte ein einstlindiger Hitzeschock bei 42 °C. Danach wurden die
Zellen abzentrifugiert (5 min, 3.500 Upm) und in 1 ml TE-Puffer (10 mM TrisHCL
pH 7,5, 1 mM EDTA) gewaschen. Nach Resuspendierung in 0,2 ml TE-Puffer
wurden die Zellen auf Selektionsmedien ausplattiert und bei 30 °C inkubiert.

2.7 Konstruktion von Plasmiden und Stammen

271 EFG1 unter der Kontrolle des Tet-On-Systems

Um EFG1 unter die Kontrolle des durch Doxycyclin induzierbaren Promotors
(tetO) zu bringen, wurde zunachst das EFG7-Gen aus dem Plasmid pBI-HAHYD
mit Hilfe einer PCR amoplifiziert. Dazu wurden die Primer Sall-HA-EFG1 for und
Sall-HA-EFG1 rev verwendet. Das entstandene HA-EFG17-Fragment trug an
beiden Enden eine Sall-Sequenz und wurde in die singulare Sall-Schnittstelle des
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Plasmids pNIM1 stromabwarts des Promotors mit der Operatorsequenz tetO
integriert. Das so konstruierte Plasmid (pCS1) besitzt zwischen den Schnittstellen
Sacll und Apal ein 8,3 kb grolRes Fragment, welches unter anderem den
Selektionsmarker SAT1, die Komponenten des Tet-On-Systems und EFG1
kodiert. Diese Genkassette wurde fur die Transformation in den ADH17-Locus der
efg1-Mutante HLC67 verwendet. Selektiert wurde auf YPD-Agarplatten mit 150
Mg/ml Noruseothricin. Fir die Auswahl eines Transformanten (CCS1) wurde die
Integration des Genfragments in den ADH7-Locus mit Hilfe einer Kolonie-PCR
Uberpruft. Verwendet wurden die Primer pTET (bindet innerhalb des tetO-OP4
Promotors) und ADH1-CA (bindet aulerhalb der ADH7-Region). Die
Negativkontrolle (CCS2) wurde auf dem gleichen Weg wie CCS1 konstruiert und
ebenfalls mit Hilfe einer Kolonie-PCR Uberpruft. Fur die Negativkontrolle wurde die
Genkassette aus pNIM1 ohne EFG1 in den ADH1-Locus der efg1-Mutante
integriert.

1kb

Apal Kpnl Sal Bghl

S

FADH1 pg €aGFP  Tacn caSAT1 Tacy  carTA Paos

Abb. 5: Genkassette des Plasmids pNIM1 (Park und Morschhauser, 2005). Auf diesem
Teil des Plasmids pNIM1 befinden sich die Komponenten des Tet-On-Systems und der
Selektionsmarker SAT1. EFG1 wurde an der Sall-Schnittstelle integriert.

2.7.2 Rekonstitution des URA3-Gens an seinem nativen Locus

Die URAS3-Expression ist vom Integrationsort abhanig und aufgrund der
Genomlokalisation konnen Phanotypeffekte entsehen (Cheng et al., 2003; Lay et
al.,, 1998). Um diesen Positionseffekt zu vermeiden, wurde das URA3-Gen der
ura3-defizienten Stamme CAS4 (sch9) und CAR23-7-5-1 (rim15) am
authentischen Genort rekonstituiert (Prill, 2004). Nach Behandlung des Plasmids
HB5 (Losberger und Ernst, 1989) mit den Restriktionsendonukleasen Pstl und
Xhol erhalt man ein etwa 4,3 kb grof3es Fragment, welches den URA3-Locus
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tragt. Die beiden Stamme CAR23-7-5-1 und CAS4 wurden mit diesem Fragment
transformiert und zur Selektion auf SD-Agarplatten ausplattiert. Mit Hilfe einer
Kolonie-PCR wurde die richtige Integration des URA3-Gens am nativen Locus
verifiziert. Dazu wurden die Oligonukleotide i-p2-URA3-ver und p3URA3ver
eingesetzt und ein Produkt von etwa 800 bp erhalten.

2.7.3 Rekonstitution der sch9-Mutante

In Abschnitt 3.4.1 ist beschrieben, dass die sch9-Mutante (CCS3) bei 25 °C und
Hypoxie mit 6 % CO, einen stark hyperfilamentésen Phanotyp zeigt. Um
nachzuweisen, ob dieser Phanotyp tatsachlich auf das Fehlen des Gens SCH9
zuruckzufuhren ist, wurde dieses in der sch9-Mutante (CAS4) rekonstiuiert. Dazu
wurde das Plasmid p2297S9 (SCH9 unter der Kontrolle von CaACT1p) durch
einen Verdau mit dem Restriktionsenzyms EcoRV linearisiert, mit Hilfe einer
Mitchell-Transformationin in das Gen LEUZ2 der sch9-Mutante transformiert und
zur Selektion auf SD-Agarplatten ausplattiert. Zur Kontrolle wurde auf die gleiche
Weise auch das das Plasmid pDS1044-1 in den Deletionsstamm transformiert.
pDS1044-1 ist das Ausgangsplasmid zu p2297S9 und enthalt das Gen SCH9
nicht. Von jeder Transformation wurden mindestens drei Kolonien ausgewertet.

2.8 gqRT-PCR

Die real-time RT PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fiur Nukleinsauren, die auf
dem Prinzip einer normalen Polymerase-Kettenreaktion beruht und zusatzlich die
Quantifizierung der gewonnen DNA ermoglicht. Mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen, die wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden, wird die
Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. In dieser
Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green verwendet, der bei einer
Wellenlange von 497 nm angeregt und bei 520 nm emittiert wird. Da dieser
Farbstoff unspezifisch in doppelstrangige DNA interkaliert, ist es nétig die
Spezifitat der Reaktion mittels Schmelzkurve zu verifizieren. Die real-time RT PCR
wurde in einem Real-time-PCR-Cycler ABI Prism 7000 der Firma Applied
Biosystems durchgefihrt.
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2.8.1 cDNA-Synthese aus gesamt-RNA mit Oligo(dT) Primern

Zu Beginn wurde die gesamt-RNA wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben aus C.
albicans isoliert. Anschlie3end folgte eine DNase Behandlung (TURBO DNase Kit,
Ambion) mit 8 pg der isolierten RNA, die in einem 20 yl Ansatz mit 2 pl 10x DNase
| Puffer und 1 ul DNase versetzt wurde. Der Ansatz wurde 30 min bei 30 °C
inkubiert und nach Herstellerangaben mit Hilfe eines RNA Clean-up Kits
(Zymoresearch) gereinigt. 1-2 ug der aufgereinigten RNA wurden mit 2 l
Oligo(dT) (RETROscript® First Strand Synthesis Kit for RT-PCR, Ambion) und
Nukease freiem Wasser in einem Gesamtvolumen von 12 ul fir 3 min bei 70 °C
denaturiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Flir die reverse Transkriptase
Reaktion wurde folgender Ansatz verwendet:

10x RT-Puffer 2 ul
dNTP-Mix 4 ul
RNase Inhibitor 1l
Reverse Transkriptase 1l
ad H,O 20 pl

Die reverse Transkription verlief 1 Stunde bei 42 °C und wurde anschlielRend bei
92 °C fur 10 min hitzeinaktiviert. Als Kontrolle (,No RT control®) wurde nach jeder
RNA-Aufreinigung RNA mit Wasser in einem Volumen von 20 yl angesetzt. Dieser
Ansatz diente als Nachweis von Kontaminationen durch DNA im PCR-Ansatz.

2.8.2 Real-time PCR Reaktion und Quantifizierung

Die cDNA wurde wie in Abschnitt 2.8.1 hergestellt und im folgenden PCR-
Reaktionsansatz eingesetz:

cDNA 10 pl
SYBR Green Mix (Invitrogen) 12,5 pl
Primer-hin  [10 pmol/ul] 1 ul
Primer-rick [10 pmol/ul] 1 ul

Die verwendeten Primer wurden mit Hilfe des Programms ,Real-time PCR Design*
(www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) ausgewahlt und sind der Tabelle 3 zu
entnehmen.
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Von jeder cDNA wurde eine Doppelbestimmung in eine 96-well PCR Platte
(Applied Biosystems, Frankfurt) pipettiert und mit 14,5 pl des Reaktionsansatzes
vermischt. Fur die Normalisierung wurden die Primer fur Aktin [ACT1(RT)-for und
ACT1(RT)-rev] bei jedem Lauf mit angesetzt. AnschlieRend wurde die Real-time
PCR Maschine (ABI PRISM 7000, Applied Biosystems) mit folgendem Programm

gestartet:

AmpliTaq Aktivierung 95 °C, 10 min
PCR:Denaturierung 95°C,15s
Annealing/Extension 60 °C, 1 min

(40 x Wiederholung)

Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenz der Proben gemessen und protokolliert
(ABI-Software). Zu Beginn der PCR-Reaktion wird lediglich die Basis- oder
Hintergrundfluoreszenz gemessen, da die Reporterfluoreszenz wegen der
geringen DNA-Menge noch nicht detektierbar ist. Anschlie3end steigt die Kurve
exponentiell an und erreicht am Ende ein Plateau. Dieses Plateau entsteht weil die
Enzymaktivitat nachlasst und die amplifizierten DNA-Fragmente untereinander
hybridisieren. Fur die Auswertung einer Real-time PCR wir der Fluoreszenz-
Schwellenwert (Ct-Wert) der Kurven ermittelt. Dieser Wert drickt die Zyklenzahl
aus, bei der die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz erstmals
signifikant  Ubersteigt. = Durch  Festlegen der  Zyklenzahl fur die
Hintergrundfluoreszenz und des Threshold fir jedes Primerpaar, kénnen die C+-
Werte fur jede Kurve berechnet werden.

Um die tatsachliche Anderung des Transkriptlevels unter bestimmten
Bedingungen erhalten zu konnen, wurde der relative Transkriptspiegel ermittelt.
Fir die Auswertung und Darstellung der Daten wurden folgende Formel
angewendet:

ACt = Cr(Zielgen) — Cr(Normalisiergen)

Effizienz= 10 ¢1/Eichgerade)

RTL= (Effizienz des Normalisiergens)© Normalisiergen

(Effizienz des Zielgens) ©7 #®'9°"
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2.9 Transkriptomanalyse

291 DNA-Microarrays

Mit Hilfe von DNA-Microarrays konnen genomweite Genexpressionsprofile
verglichen werden. Es konnen Gene identifiziert werden, welche nur unter
bestimmten Bedingungen reguliert sind. Dazu wird aus der Gesamt-RNA mit Hilfe
einer Reversen-Transkriptase-Reaktion eine mit den Fluorochromen Cy3 und Cy5
markierte Komplementar-DNA (cDNA) hergestellt. Die unterschiedlich markierte
cDNA zweier zu vergleichenden Proben wird vereinigt und zur Hybridisierung auf
einen DNA-Chip gegeben. Dort bindet die markierte cDNA an komplementare
Sequenzen. Nach dem Scannen mit zwei unterschliedlichen Wellenlangen (Cy3:
532 nm und Cy5: 640 nm) erfolgt eine Quantifizierung der hybridisierten cDNA.
Der Vergleich der Siganlintensitaten der beiden Wellenlangen liefert eine Aussage
Uber die Expression jedes einzelnen Gens. Die DNA-Arrays wurden vom ,Galar
Fungail Consortium® (http://www.galarfungail.org/) entwickelt und von der Firma
Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt. Diese bestehen aus einem Aldehyd
beschichteten Glastrager, auf dem kurze DNA-Sequenzen der 5.907 C. albicans-
Gene sowie diverse Kontrollen (C. albicans mitochondriale Gene, S. cerevisiae
und bakterielle Gene) punktgenau aufgebracht sind.

2.9.2 Anzucht der Zellen fur Microarrays

Fir die Transkriptomanalyse des Transkriptionsfaktors Efg1 wurden die Stamme
CCS1 und CCS2 uber Nacht bei 30 °C in 5 ml YPD angezogen und in YP (wie
YPD, aber ohne Glukose) gewaschen. Anschliefend wurden 100 ml YP-Medium
mit 10 % Pferdeserum, 0,01 % Glukose, 0,002 % Uridin und 40 ppm Antifoam
(Sigma) mit der jeweiligen Kultur auf ODgyp von 0,1 angeimpft. Das Medium
befand sich in einer sterilen 500 ml Gasflasche mit Filterplattchen und einem
Schraubverschluss mit Drechselkopf der Firma SCHOTT (Mainz). Um die Kulturen
zu aquilibrieren wurden sie 10 min bei 37 °C entweder unter normoxischen
Bedingungen inkubiert oder mit einem definierten Gasgemisch (93,8 % N3, 6 %
COy, 0,2 % O;) behandelt. Nach der Vorinkubation wurden die Zellen fur den
Zeitpunkt Null (TO) in einem vorgekuhlten Falcongefal® geerntet und mit Wasser
bei 4 °C gewaschen. Zu den restlichen Kulturen wurden je 40 pug/ml Doxycylin
gegeben und weiterhin wie beschrieben mit Gas behandelt und nach definierten
Zeitpunkten geerntet.
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Material und Methoden

Fir die Transkriptomanalyse der sch9-Deletionsmutante (Abschnitt 3.4.5) wurden
hypoxische Bedingungen in Flussigkulturen mit Hilfe einer Hypoxiebank der Firma
Ruskinn (England) hergestellt. Dazu wurde 100 ml Kultur in 300 ml Kolben auf
Magnetrahrern angezogen. Vor jedem Versuch wurde das Medium Uber Nacht in
den jeweiligen Gasbedingungen aquilibriert .

29.3 Synthese der Komplementar — DNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA von C. albicans wurde bereits in Abschnitt 2.5.2
beschrieben. AnschlieBend wurde mit Hilfe einer Reversen-Transkriptase-
Reaktion und Fluorochrom-modifizierten Nukleotiden (Cy3- und Cy5- dCTP) eine
farblich markierte cDNA aus der Gesamt-RNA hergestellt. Da die verwendeten
Fluorochrome lichtempfindlich sind, wurde unter Lichtausschluss gearbeitet. Der
Reaktionsansatz (Tab. 4) wurde flr 5 min bei 95 °C denaturiert, anschlielend flir 5
min bei 42 °C abgekuhlt, mit je 3 pl RNasin (Promega) und Superscript 1l RT
(Invitrogen) versetzt und fur 2 Stunden bei 42 °C inkubiert. Nach 60 Minuten
wurden erneut 3 ul Reverse Transkriptase zugegeben. Nach weiteren 60 Minuten
wurde die Reaktion durch Zugabe von 15 yl EDTA (50 mM, pH 8,0) gestoppt. Zur
Degradation der RNA wurde der Ansatz mit 10 pl 10 M NaOH-L6sung versetzt und
fir 20 min bei 65 °C inkubiert. Nach Neutralisierung des Ansatzes mit 20 pl
Essigsaure (5M) wurde die cDNA mit Hilfe des Qia-quick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution der cDNA von
der Saule erfolgte abweichend vom Herstellerprotokoll mit 2 x 50 pl 42 °C warmen
Wassers. Nach Vereinigung der zwei Eluate wurden diesen mit Hilfe von
Microcon-YM30 Saulen (Milipore) auf ein Volumen von10 ul konzentriert.

Komponente Volumen (ul)
5 x Erststrang Puffer 24
C. albicans specific primer mix (0,1 pmol/pul) 3
AncT mRNA priemr (1,5 pg/ul) 3
Oligo dT18-21 (0,5 pg/pl) 6
10 mM dNTP-dCTP 18
1 mM dCTP 3
1 mM Cy3- oder Cy5- dCTP 4,5
0,1 MDTT 12
RNasin 3
Gesamt-RNA (30 ug)
ad H,O 120 pl

Tab. 4: Reaktionsansatz zur Herstellung von markierter cDNA aus gesamt-RNA
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294 Hybridisieren, Waschen und Scannen der DNA
Microarrays

Fiar die Hybridisierung der markierten cDNA wurden die Objekttrager mit einem
Deckglas mit seitlichen Randern bedeckt (Imdlen GmbH, Munchen). Durch die
Rander entstand ein Hohlraum zwischen Deckglas und Obijekttrager. Je 10 ul der
markierten cDNA (Cy3 und Cy5) wurden zusammen mit 10 pl Heringsperma-DNA
(10 mg/ml) fir 2 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis gekuhlt. Die Probe wurde
anschlieend mit 60 yl Hybridisierungspuffer (Roche) versetzt und seitlich in den
Zwischenraum von Deckglas und Obijekttrager pipettiert. Durch Kapillarkrafte wird
die Hybridisierungsléosung gleichmaRig unter das Deckglas gezogen. Der
Objekttrager wurde dann in eine Hybridisierungskammer gelegt (Corning) und am
Rand mit zweimal 10 pyl Wasser versehen. Die Hybridisierung erfolgte im
Wasserbad fur 24 Stunden bei 42 °C. Anschliel3end wurden die Objekttrager aus
der Hybridisierungskammer entnommen und je zweimal fur 10 min mit
Waschlésung | (30 mM NaCl, 3 mM Citrat, 0,1 % SDS) und Waschlésung Il (30
mM NaCL, 3 mM Citrat) unter leichtem Schwenken gewaschen. Zum Schluss
wurden sie in Falcon-GefalRen durch Zentrifugation (5 min, 550 Upm) getrocknet.
Restliche Tropfen der Waschlésung wurden mit Druckluft vorsichtig getrocknet.
Gescannt wurden die Arrays bei den Wellenlangen 532 nm (Cy3) und 640 nm
(Cy5). Fur den Scanvorgang und der Erstellung einer gpr.-Datei wurde das
Programm GenePix 6.0 verwendet.

2.9.5 Normalisierung und statistische Auswertung

Die Rohdaten wurden mit Hilfe des Programmes GeneSpring 10.2 (Agilent, USA)
ausgewertet, Uber den LOWESS-Algorithmus normalisiert und anschlieRend in
das Programm Excel (Microsoft) exportiert. Da auf den verwendeten Arrays jedes
Gen doppelt aufgetragen ist und pro Versuch mindestens drei Replikate
durchgefuhrt wurden, ergaben sich so flr jedes Gen mindestens sechs
Signalintensitatsverhaltnisse (Intensitat Experiment im Verhaltnis zu Intensitat
Referenz). Als reguliert wurden die Gene bezeichnet, deren Mittelwert aus den
sechs Einzelwerten (berechnet durch GeneSpring10.2) eine mindestens
zweifache Anderung zeigte. Ein weiteres Auswahlkriterium war, dass nicht nur der
Mittelwert, sondern auch im Fall der einzelnen Replikate die Gene von Interesse
mindestens zweifach reguliert sein sollten. Nicht auswertbare Bereiche einzelner
Arrays wurden manuell aussortiert.
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210 Untersuchung der Virulenz mit Hilfe eines Mausmodells
(durchgefiuhrt von Prof. Anna Vecchiarelli, Universitat
Perugia, Italien)

Als Tiere wurden 8-10 Wochen alte CD1 Mause verwendet. Sie wurden von den
Harlan Nossan Laboratories (Mailand, Italien) bezogen und in der Tierunterkunft
der Universitat von Perugia (Perugia, Italien) untergebracht nach nationalen und
internationalen Rechten behandelt. Fur systemische Infektionen wurde den
Mausen am Tag 0 intravenos die Stamme CAF2-1, CCS3 bzw. CCS4 in einer
Konzentration von 1x10° Zellen/Maus (Verdiinnt in 0,5 ml Kochsalzlésung) injiziert.
Infizierte Mause wurden taglich auf ihr Ableben hin beobachtet. Das Experiment
wurde dreimal wiederholt. Je Experiment und je Testgruppe wurden vier Mause
verwendet (je C. albicans-Stamm insgesamt 12 Mause). Unterschiede und
Abweichungen in den Ergebnissen wurden mit Hilfe eines Mann-Whitney-U-Tests
ausgewertet.
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3 Ergebnisse
3.1 Einfluss von Hypoxie auf das Hyphenwachstum von
C. albicans

C. albicans besitzt verschiedene Virulenzfaktoren, wobei der Dimorphismus, bei
dem die Zelle ihre Form von einer kugeligen Hefe zu einer echten Hyphe
wechselt, als die bedeutenste Eigenschaft gilt (Odds, 1988). Der
Transkriptionsfaktor Efg1 spielt bei diesem Wechsel des Phanotyps eine wichtige
Rolle, denn durch ihn werden Gene des Metabolismus und der Morphogenese
reguliert. Wird eine efg1-Mutante unter hypheninduzierenden und aeroben
Bedingungen angezogen, wachst sie, im Gegensatz zum Wildtyp, in der Hefeform
(Stoldt et al., 1997; Lo et al., 1997). Unter hypoxischen bzw. ,eingebetteten®
Bedingungen zeigt der efg7-Deletionsstamm dagegen ein hyperfilamentoses
Wachstum (Sonneborn et al., 1999; Brown et al., 1999). Dieses Verhalten weist
darauf hin, dass Efg1 unter normoxischen Bedingungen eine induzierende und
unter hypoxischen Bedingungen eine reprimierende Wirkung auf die
Hyphenbildung hat. Somit scheint C. albicans unter verschiedenen
Gasbedingungen unterschiedliche Regulationsmechanismen z. B. der
Hyphenbildung zu aktivieren. Deshalb wird im Rahmen dieser Arbeit unter
anderem der Einfluss von Sauerstoff und Kohlendioxid auf die Morphogenese und
Genregulation von C. albicans untersucht.

3.1.2 Koloniemorphologie des efg7-Deletionsstammes

Die Koloniemorphologien des Wildtyps und der efg1-Mutante wurden bei Hypoxie
bereits untersucht und die hypoxischen Bedingungen dabei auf verschiedene
Weise hergestellt. Einerseits wurden die Zellen unter ,eingebetteten“ Bedingungen
in Agar (Giusani et al., 2002) oder unter einem Deckglas auf Maismehlagar
(Sonneborn et al., 1999) angezogen. In anderen Experimenten wurden ein
Mikroaerobier-Topf (Doedt et al., 2004) oder luftdicht verschlieBbare Kasten, die
mit einem definierten Gasgemisch durchstromt wurden, verwendet (Setiadi et al.,
2006). Der Nachteil der meisten Verfahren bestand darin, dass keine exakte
Bestimmung der Gaszusammensetzung mdglich war. In dieser Arbeit konnten die
gewunschten hypoxischen Bedingungen dagegen mit Hilfe der INVIVOys,-
Hypoxiebank genau eingestellt werden. Dazu wurden der Wildtyp-Stamm und der
efg1-Deletionsstamm auf YPS-Agarplatten vereinzelt und unter normoxischen,
hypoxischen (0,2 % O;) und hypoxischen Bedingungen mit einem erhdhten CO»-
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Wert (0,2 % O, mit 6 % CO,) bei jeweils 25 °C und 37 °C angezogen. Das YPS-
Medium wurde verwendet, da in vorangegangenen Versuchen (Setiadi et al.,
2006) ebenfalls mit diesem Medium gearbeitet wurde und die Ergebnisse so
besser vergleichbar sind. Nach einem Wachstum von 3-4 Tagen wurde die
Koloniemorphologie der verwendeten Stdamme mit Hilfe eines Mikroskops
(Axioskop 40, Zeiss) dokumentiert.

3.1.2.1 Morphogenese bei 25 °C

25°C
normoxisch 0,2 % O 0,2% 02+ 6 % CO

- il
)

Abb. 6: Hyphenbildung des Wildtyps und der efg7-Mutante unter verschiedenen
Gasbedingungen bei 25 °C. Die C. albicans-Stamme CAF2-1 (wt) und DSC10 (efg?) wurden
auf YPS-Agarplatten vereinzelt und 2-3 Tage bei 25 °C unter den angegebenen
Gasbedingungen inkubiert.

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 6 zeigen Ausstriche und einzelne
Kolonien des Wildtyps und der efg71-Mutante bei einer Wachstumstemperatur von
25 °C unter den angegebenen Gasbedingungen. Unter normoxischen
Bedingungen bildeten weder der Ausstrich, noch die Einzelkolonien beider
Stamme Filamente. Nach Inkubation in 0,2 % O, zeigte der efg7-Deletionsstamm
eine deutliche Hyphenbildung an Ausstrich und Kolonien, wahrend der Wildtyp
dagegen nur wenige Hyphen am Ausstrich ausbildete. Nach einer langeren
Inkubationszeit waren jedoch auch an den Kolonien des Wildtyps Hyphen
erkennbar (Daten nicht gezeigt). Unter hypoxischen Bedingungen mit einem
erhdhten CO,-Wert wurde die Hyphenbildung allgemein beschleunigt. Hier zeigten
beide Stamme schon nach zwei Tagen ein starkes filamentdses Wachstum im
Bereich des Ausstrichs. Wie unter hypoxischen Bedingungen ohne CO;, wies die
Einzelkolonie der efg7-Mutante hier ebenfalls eine starkere Hyphenbildung auf als
die des Wildtyps.
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3.1.2.2 Morphogenese bei 37 °C

Da es sich bei C. albicans um einen humanpathogenen Pilz handelt, wurde das
Wachstum der Stamme unter den beschriebenen Gasbedingungen auch bei einer
Temperatur von 37 °C untersucht.

37 °C

normoxisch 0,2 % O 0,2% O2+6 % CO-

WT

efg1 ; e l

Abb. 7: Hyphenbildung des Wildtyps und der efg7-Mutante unter verschiedenen
Gasbedingungen bei 37 °C. Die C. albicans-Stamme CAF2-1 (wt) und DSC10 (efg?) wurden
auf YPS-Agarplatten vereinzelt und 2-3 Tage bei 37 °C unter den angegebenen
Gasbedingungen inkubiert.

Es ist bereits bekannt, dass unter normoxischen Bedingungen und einer Temperatur
von 37 °C die Hyphenbildung des Wildtyps induziert wird (Ernst, 2000). In Abb. 7 ist
ebenfalls erkennbar, dass unter normoxischen Bedingungen der Wildtyp gegenlber
der efg1-Mutante eine starkere Hyphenbildung zeigte. Allerdings war das filamentdse
Wachstum nur am Ausstrich und nicht an den Einzelkolonien sichtbar, da das
verwendete YPS-Medium nicht stark hypheninduzierend wirkt. Dieser Phanotyp war
auch unter hypoxischen Bedingungen erkennbar und somit verhielten sich die
Stamme genau umgekehrt im Vergleich zu einer niedrigen Temperatur (25 °C). Die
Anwesenheit von CO, anderte den Phanotyp gegentber einer Gaskonzentration von
0,2 % O3 nicht. Allerdings war die Hyphenbildung, wie bereits im vorherigen Abschnitt
beschrieben, verstarkt.

3.2 EFG1 unter der Regulation des Tet-On-Systems

In den vorangegangenen Abschnitten wurde beschrieben, dass Efg1 eine wichtige
Rolle bei der Hyphenbildung von C. albicans spielt. Aus diesem Grund wurden in
der Vergangenheit zwar bereits Transkriptomvergleiche von Wildtyp und efg7-
Mutante durchgefihrt, doch kénnen indirekte Regulationsvorgéange bei den dabei
identifizierten Efg1-regulierten Genen nicht ausgeschlossen werden. Ein Ziel
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dieser Arbeit war es, diejenigen Gene zu identifizieren, die unmittelbar auf die
Anwesenheit von Efg1 reagieren und somit direkte Zielgene des
Transkriptionsfaktors darstellen konnten. Es sollte daher eine Transkriptomkinetik
in Abhangigkeit von Efg1 durchgefuhrt werden. Fir die Regulation spezifischer
Gene stehen in C. albicans mehrere Promotoren zur Verfugung, wie z. B. der
PCK1- (Leuker et al., 1997) oder der MET3-Promotor (Care et al., 1999). Um
diese Promotoren zu regulieren, mussen die Zellen in einem induzierenden oder
reprimierenden Medium wachsen. In dieser Arbeit sollte die Expression von EFG1
aktiviert werden, ohne dabei das Medium zu wechseln, um so den Einfluss des
Mediums auf das Transkriptom zu minimieren. Deshalb wurde das Tet-System
verwendet, bei dem fur die Kontrolle der Expression von EFG1 nur die Zugabe
von Tetracyclin bzw. Doxycyclin n6tig war.

3.21 Konstruktion der Tet-On-EFG1 Stamme

Das Tet-System ist ein einfaches und effektives System zur Induktion der
Genexpression. Es besteht aus dem Tetracyclin-Repressorprotein (TetR), welches
an den tet-Operator (tetO) in der Promotorregion der Tetracyclinresistenzgene von
E. coli bindet. Dadurch wird bei Abwesenheit von Tetracyclin die Expression
dieser Gene unterdriickt. Ist Tetracyclin anwesend, bindet dieses an TetR,
wodurch sich der Repressor von seinem Promotor |6st und die Expression der tet-
Gene gestartet werden kann (Hillen und Berens, 1994). Gossen und Bujard (1992)
konnten zeigen, dass mit Hilfe des oben beschriebenen Systems aus E. coli auch
die transgene Expression in Saugerzellen reguliert werden kann. Dazu wurde die
VP16-Aktivierungsdomane des Herpes simplex-Virus mit dem Repressorprotein
TetR fusioniert. Es entstand der tTA-Transaktivator, der bei Abwesenheit von
Tetracyclin in der Lage ist, spezifisch an den tet-Operator tetO zu binden, welcher
mit einem Minimalpromotor fusioniert ist. Ein Gen, das unter der Kontrolle dieses
Minimalpromotors steht, kann so exprimiert werden, wahrend die Anwesenheit von
Doxycyclin das Gen inaktiviert (Tet-Off-System). Um die Funktion von Tetracyclin
umzukehren wurden einige Aminosauren in TetR ausgetauscht und es entstand
der reverse Tet-Repressor (rTetR). Dieser bindet nur in der Anwesenheit von
Tetracyclin an tetO (Gossen et al., 1995). Durch die Fusion von rTetR an eine
Transkriptionsaktivierungsdomane wurde ein reverser Tetracyclin-kontrollierter
Transaktivator (rtTA) hergestellt, durch den nach Zugabe von Tetracyclin (bzw.
seinem Derivat Doxycyclin) die Genexpression gestartet werden kann (Tet-On-
System). In dieser Arbeit wurde das von Park und Morschhauser (2005) fur C.
albicans entwickelte Tet-On-System verwendet.
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Abb. 8: Die Regulation von EFG1 durch das Tet-On-System. Wird den Zellen Doxycyclin
zugegeben, diffundiert dieses in das Zellinnere und bindet an die Fusion aus reversem Tet-
Repressor (rTetR) und der Gal4-Aktivierungsdomane. Dadurch ist diese in der Lage an den
tetO-Promotor zu binden und die Transkription von EFG1 zu aktivieren.

3.2.2 Ermittlung des relativen Transkriptspiegels des Gens
EFG1 unter der Regulation des Tet-On-Systems mit
Hilfe einer Real-time qRT-PCR

Durch eine Transkriptomkinetik sollte die durch den Efg1-Transkriptionsfaktor
unmittelbar  hervorgerufene  Genregulation  ermittelt  werden.  Fur  die
Transkriptomanalyse wurden die in Abschnitt 2.7.1 beschriebenen Stamme CCS1 und
CCS2 verwendet, die unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen angezogen
und zu definierten Zeitpunkten geerntet wurden (Abb. 9). Unter normoxischen
Bedingungen wurden die Kulturen an der Luft angezogen und nach 0, 0,5, 1 und 3 min
geerntet. Unter hypoxischen Bedingungen wurden sie mit einem Gasgemisch von 93,8
% Nz, 6 % CO;, und 0,2 % O, behandelt und nach 0, 5, 10 und 20 min geerntet.
Anschlieltend wurde der Transkriptlevel von EFG1 mittels gRT-PCR uberpruft, wozu
die Gesamt-RNA der Stamme CCS1 und CCS2 zu jedem Zeitpunkt prapariert wurde.
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A + Doxyeyclin Abb. 9: Ubersicht der Proben-
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Abb. 10: Relativer Transkriptspiegel von EFG71 nach Induktion durch Zugabe von
Doxycyclin unter normoxisch und hypoxischen Bedingungen. gRT-PCR des EFG17-
Trankskripts der C. albicans-Stammen CCS1(tetO-EFG1) und CCS2 (efg1). Die relativen Werte
bezogen auf den ACT17 Transkriptlevel sind in der Datentabelle angegeben. A.: Relativer
Transkriptlevel von EFG1 unter normoxischen Bendingungen. B.: Relativer Transkriptlevel von
EFG1 unter hypoxischen Bedingungen.

Abb. 10 zeigt den relativen Transkriptionsspiegel des EFG1-Gens (bezogen auf
den ACT1-Transkriptionsspiegel) in den Stdmmen CCS1 (tetO-EFG1) und CCS2
(efg1) nach Zugabe von Doxycyclin. Wie erwartet steigt im Verlauf der Kinetik im
Stamm CCS1 der Expressionslevel von EFG1 nach Zugabe von Doxycyclin unter

37



Ergebnisse

beiden Gasbedingungen (normoxisch und hypoxisch) stetig an. Der Kontrollstamm
CCS2 zeigt kein EFG1-Transkript.

3.2.3 Genomweite Transkriptomanalyse von EFG1 unter der
Regulation des Tet-On-Systems

Die RNA der getesteten Stamme (Abschnitt 3.2.2) wurde fur eine genomweite
Transkriptomanalyse eingesetzt. Dazu wurden kommerzielle DNA-Microarrays
der Firma Eurogentec genutzt, welche mit ca. 6.000 offenen Leserastern etwa 98
% der Gene von C. albicans enthalten. Die markierte cDNA der zu vergleichenden
Proben (CCS1 und CCS1 des jeweiligen Zeitpunktes) wurde mit einem DNA-
Microarray hybridisiert. Nach Waschen und Scannen erfolgte die Normalisierung
und statistische Auswertung der Transkriptwerte. Als reguliert wurden die Gene
bezeichnet, die eine mindestens 2-fache Anderung zur Referenz aufwiesen und
einen eindeutigen Verlauf (Zu- oder Abnahme) des Transkriptspiegels zeigten.
Durch die Berechnung des Verhaltnis des relativen Trankriptspiegels in CCS1 zu
CCS2, konnten Veranderungen auf das Transkriptom durch Doxycyclin
ausgeschlossen werden. Die Daten der Arrayanalyse sind vollstandig bei Array
Express unter der Accession Nummer E-MEXP-2117 und E-MEXP-2119
einzusehen (http://www.ebi.ac.uk/).

3.2.3.1 Transkriptomanalyse normoxisch Efg1-regulierter Gene

In diesem Microarray-Experiment wurden 28 der rund 6.000 Gene als durch Efg1
signifikant reguliert identifiziert. Dabei wurde der Transkriptspiegel von 20 Genen
erhdht und von 7 Genen gesenkt. Wie bereits durch qRT-PCR ermittelt (Abb. 10),
wurde auch in der Array-Analyse der ansteigende Transkriptspiegel von EFG1
durch Zugabe von Doxycyclin und zunehmender Inkubationszeit deutlich.
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Zeitpunkt nach der Indukfion in min
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PCK1 orf19 7514
IFS3 orf19 3924
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Abb. 11: Transkriptomkinetik nach Induktion von EFG71 urch Zugabe von Doxycyclin
unter normoxischen Bedingungen. Fur jeden Zeitpunkt (Abb. 9) wurde die cDNA der
Stdmme CCS1 und CCS2 mit einem Microarray hybridisiert und die relative Expression jedes
Gens ermittelt. Dargestellt ist das Verhaltnis des relativen Transkriptspiegels in Stamm CCS1
zum relativen Transkriplevel in Stamm CCS2. Es wurden nur die Gene berlcksichtigt, die
mindestens zweifach reguliert wurden (im Vergleich von CCS1 zu CCS2 und im Vergleich des
Nullpunktes und der spateren Zeitpunkte). Die relativen Werte der EFG1-Expression wurden
als Kontrolle berechnet.

Die grofdte Gruppe der positiv regulierten Gene kodiert fur Zellwandproteine, wie z.
B. Ece1, Hwp1, Pga54 und Als2. Aullerdem zahlt zu dieser Gruppe auch das Gen
der  O-Mannosyltransferase = Pmt2, die die O-Mannosylierung von
Zellwandproteinen bewirkt. Um das Ergebnis der Transkriptomanalyse zu
bestatigen, wurde die Regulation der Gene ECE1 und HWP1 durch eine gRT-PCR
verifiziert. Dazu wurde der Transkriptlevel dieser Gene bei den Zeitpunkten 0, 0,5,
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1, 3 und 5 Minuten nach der Induktion durch Doxycyclin gemessen. In Tabelle 5
sind die relativen Transkriptspiegel dieser Gene (bezogen auf den
Transkriptspiegel des ACT7-Transkripts) in CCS1 relativ zu CCS2 aufgefuhrt und
bestatigen die Array-Daten.

Omin [0,5 min| 1 min 3 min 5 min
ECE1 1,2 0,8 2,4 3,4 2,8
HWP1 0,8 0,9 2,2 2,2 2

Tab. 5: Relativer Transkriptspiegel von ECE1 und HWP1 nach Induktion der Expression von
EFG1 unter normoxischen Bedingungen. Relativer Transkriptspiegel der Gene ECE7 und
HWP1 in den Stdammen CCS1 (tetO-EFG1) und CCS2 (efg?1) nach Zugabe von 40 ug/ml
Doxycyclin.

Diese Gene wurden bereits bei friheren Transkriptomanalysen, in denen der
Wildtyp mit einer efg7-Mutante verglichen wurde, als durch Efg1 regulierte Gene
identifiziert (Nantel et al., 2002; Doedt et al., 2004; Setiadi et al., 2006). Eine
weitere Gruppe von Genen, die durch die Induktion von EFG1 positiv reguliert
wurden, umfasst Komponenten, die in der Zelle reduzierend wirken. Diese Gene
kodieren unter anderem fur die Superoxiddismutasen SOD22 und SOD3, eine
Fe**-Reduktase (FRE30), Flavohamoglobin (YHB3 bzw. YHB5) und ein
Kupfertransportprotein (CTR1), welches mdglicherweise die Aufnahme von Fe?*
unterstutzt.

Insgesamt werden weniger Gene signifikant negativ als positiv reguliert.
Auffallig ist auch, dass die wenigen negativ regulierten Gene nicht in funktionelle
Gruppen eingeteilt werden konnten. Die geringe Zahl negativ regulierter Gene
enstand eventuell dadurch, dass stabile RNA, deren Transkription durch
Doxycyclin verringert wurde, in Zellen weiterhin nachgewiesen werden konnte.

3.2.3.2 Transkriptomanalyse hypoxisch Efg1-regulierter Gene

Unter hypoxischen Bedingungen stieg der relative EFG7-Transkriptspiegel in
CCS1 innerhalb der ersten zehn Minuten nach Induktion um das 10fache an.
Gleichzeitig wurden 45 weitere Gene identifiziert, deren Expression zunahm,
wahrend nur 13 Gene signifikant negativ reguliert wurden. Die Gruppe der 45
positiv regulierten Gene konnte in vier verschieden Gruppen eingeteilt werden
(Abb. 12):
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[.) Sulfatmetabolismus, Il.) Glukosemetabolismus, Ill.) peroxisomale Funktion und
IV.) Eisenaufnahme.
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Abb. 12: Transkriptomkinetik nach Induktion der Expression von EFG1 durch Zugabe
von Doxycyclin unter hypoxischen Bedingungen. Die Transkriptomkinetik wurde wie
bereits in Abb. 11 beschrieben durchgefiihrt. Allerdings wurden die Stdmme hier bei Hypoxie
inkubiert (Abb. 9).

Drei dieser Gruppen beinhalten Gene, die wahrend der Bildung eines Biofilms
ebenfalls eine wichtige Rolle spielen. Die erste dieser drei Gruppen umfasst Gene
mit glykolytischen Funktionen, wie z.B. die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase TDH3 und die Enolase ENO1. Beide Gene wurden in dieser
funktionellen Gruppe sehr stark exprimiert (5-10 fach). Neben Genen der
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Glykolyse wurden auch Gene des Pentosephosphatweges positiv reguliert (2-
3fach). Diese sind ZWF1 (Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase) und GND1 (6-
Phosphoglukonat-Dehydrogenase). Die zweite Gengruppe umfasst Gene, die dem
Sulfatmetabolismus zugeordnet werden konnen. Dazu gehoren Gene der
Sulfatreduktion (z.B. ECM17) und der Cystein- und Methioninbiosynthese (z.B. orf
19.7152 und MET16). Die genaue Funktion dieser Gene in Biofilmen ist noch
unbekannt. Allerdings koénnte ihre Funktion durch die Ansammlung von O»-
Radikalen in der hypoxischen Region des Biofilm erklart werden, die durch
reduzierende Molekulle wie Methionin und Cystein oder Proteine wie Thioredoxin
neutralisiert werden (Dirmeier et al., 2002). Gene der dritten Guppe, die ebenfalls
bei der Biofilmbildung aktiv sind, besitzen eine peroxisomale Funktion. Vertreter
dieser Gruppe sind z.B. CTA1 (Katalase) oder die Superoxiddismutase SODS5.
Gene, die eine Rolle in der Eisenaufnahme der Zelle spielen, sind in der vierten
Gruppe zusammengefasst. Diese Gene wurden in C. albicans zwar wahrend des
planktonischen Wachstums unter sauerstoffarmen Bedingungen als reguliert
verifiziert, jedoch nicht in Transkriptomanalysen bei Biofilmbildung bei Normoxie.
Eventuell werden Gene zur Eisenaufnahme in Biofilmen nur unter spezifischen
Bedingungen aktiviert. Eine dieser Bedingungen konnte die Bildung eines Biofilms
unter hypoxischen und eisenarmen Bedingungen sein. AbschlieRend ist noch zu
bemerken, dass die Gene FRE30 und SOD5 unter normoxischen wie hypoxischen
Bedingungen durch Efg1 reguliert wurden.

3.3 Biofilmbildung von C. albicans

C. albicans ist in der Lage einen komplexen Biofilm aufzubauen, bestehend aus
einer inneren Schicht von hefefdrmigen und einer auf’eren Schicht von meist
hyphenférmigen Zellen (Douglas, 2003). Beide Schichten werden zusatzlich von
einer extrazellularen Matrix umgeben. Die Erforschung der Biofilmbildung in C.
albicans gewinnt immer mehr an Bedeutung, da dieser fir die Virulenz des Pilzes
eine wichtige Rolle spielt und der Grund fur viele Infektionen in Krankenhausern ist
(Douglas, 2003; Ramage et al., 2005; Nobile und Mitchell, 2006). Im Patienten
bilden sich Biofilme unter anderem auf medizinischen Implantaten (Kojic und
Darouiche, 2004) oder vendésen Kathetern aus, die durch ihre Resistenz gegen
Fungiziden oft nur schwer behandelbar sind (Chandra et al., 2001; D’Enfert,
2006).

In vergangenen Studien wurden bereits 25 Gene beschrieben, die bei der
Biofiimbildung von C. albicans eine Rolle spielen. Dazu gehoren
Oberflachenproteine (Nobile et al., 2006; Zhao et al., 2006; Pérez et al., 2006;
Nailis et al., 2009) und Transkriptionsfaktoren (Ramage et al., 2002; Garcia-
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Sanchez et al., 2004; Kelly et al., 2004; Kumamoto, 2005; Nobile et al., 2005;
Nobile et al., 2006; Peltroche-Llacsahuanga et al., 2006). Da allerdings die
Biofilmbildung in C. albicans in der Vergangenheit vorwiegend nur unter oxischen
Bedingungen untersucht wurde, wurde in dieser Arbeit untersucht ob
verschiedene Transkriptionsfaktoren und Oberflachenproteine auch fur die
Biofilmbildung unter hypoxischen Bedingungen wichtig sind.

3.31 Biofilmbildung unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen

C. albicans befallt den menschlichen Korper und besiedelt dort sowohl oxische,
als auch hypoxische Nischen, oft unter Bildung eines Biofilms. Die Fahigkeit zur
Biofilmbildung wurde in der Vergangenheit aber nur unter normoxischen
Bedingungen untersucht. Deshalb sollte in dieser Arbeit die Biofilmbildung unter
unterschiedlichen Gasbedingungen charakterisiert werden. Dazu wurden
verschiedene C. albicans-Stamme auf Polystyren-Zellkulturplatten inkubiert und
die Trockenmasse des gebildeten Biofilms wurde quantitativ ermittelt.

Abb. 13A zeigt die Trockenmasse des Biofilms des Wildtyps. Wie zu
erkennen ist, bildete der Wildtyp unter normoxischen sowie unter hypoxischen
Bedingungen (0,2 % Oz und 6 % COy) bei 25 °C und bei 37 °C einen signifikanten
Biofilm aus. Allerdings war die Trockenmasse bei Hypoxie ca. dreifach geringer
als unter normoxischen Bedingungen. Die Anwesenheit von 6 % CO, verstarkte
die Biofilmbildung unter hypoxischen, nicht aber wunter normoxischen
Bedingungen. Der Aufbau der Oberflache beider Biofilme (Wachstum bei
Normoxie bzw. Hypoxie) war sehr ahnlich, da diese bei mikroskopischer
Betrachtung (Abb. 13B) eine Mischung von hefe- und hyphenférmigen Zellen
zeigten. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass auch unter geringen
Sauerstoff- und erhdhten CO,-Bedingungen, so wie sie auch im menschlichen
Korper existieren, eine Biofilmbildung von C. albicans mdglich ist.
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Abb. 13: Biofilmbildung von C. albicans in Zellkulturplatten aus Polystyren.

A: Trockenmasse des Biofilms nach Wachstum unter der angegebenen Temperatur und
Gasbedingung. Die Zellkulturplatten wurden mit 10° Zellen/ml des C. albicans Stammes
CAF2-1 in RPMI1640 inokuliert und fur 60 h in einer Hypoxiebank inkubiert. B:
Elektronenmikroskopische Abbildung eines  Biofilms, der unter normoxischen bzw.
hypoxischen Bedingungen gewachsen ist.

Weiterhin wurde unter den beschriebenen Bedingungen die Biofilmbildung einer
Reihe von Mutanten untersucht, von denen bekannt ist, dass sie eine defekte
Biofilmbildung unter normoxischen Bedingungen aufweisen. Es wurde Mutanten
verwendet, die Defekte in der Oberflachenstruktur der Zellwand zeigen. Darunter
fallen zum Beispiel Mutationen verschiedenener Kinasen wichtiger Signalwege
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(mkc1, ssk1), eines Zellwandproteins (als3), der O-Mannosylierung (pmt1, pmt2,
pmt4) oder verschiedener Transkriptionsfaktoren (efg1, flo8, ace?2).

Anhand der Ergebnisse (Abb.14 und Abb. 15) konnten die eingesetzten
Mutationsstamme in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden.
[.) Mutanten, die unabhangig von O, und CO; einen Defekt in der Biofilmbildung
zeigten.
[I.) Mutanten, die einen Defekt in der Biofilmbildung unter normoxischen, aber
nicht unter hypoxischen Bedingungen aufwiesen.
[ll.) Mutanten, deren defekte Biofilmbildung bei Hypoxie mit CO, wieder hergestellt
wurde.
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Abb. 14: Biofilmbildung verschiedener C. albicans Stamme mit Defekten in der
Zellwandstruktur unter verschiedenen Gasbedingungen. Fir die Biofilmbildung wurden
die Stdmme bei 37 °C fur 60 Stunden unter verschiedenen Gasbedingungen inkubiert.
Hypoxische Gasbedingungen wurden in einer Hypoxiebank hergestellt. Die Werte der
relativen Biofilmbildung wurden ermittelt, indem die Werte der Trockenmasse jeder Mutante
zu der Trockenmasse des Wildtyps in Relation gesetzt wurden. Der absolute Wert der
Trockenmasse des Wildtypstamms unter den jeweiligen Bedingungen ist in Abb. 13
aufgefiihrt. Die getesteten Stamme waren neben CAF2-1 (WT) die homozygoten Mutanten
CM1613 (mkc1), CSSK21 (ssk1), CAYF178U (als3), NGY357 (och1), SPCa2 (pmt1), SPCa6
(pmt4) und die heterozygote Mutante SPCa4 (pmt2/+). Fir den Vergleich von Mutante und
Kontrollstdmme: *, P < 0,05 ; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,0001.
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Abb. 15: Biofilmbildung verschiedener C. albicans Stamme mit Defekten in der

Synthese verschiedener Transkriptionsfaktoren unter verschiedenen Gasbedingungen.
Die Stamme wurden wie in Abb. 14 beschrieben angezogen. Die Berechnung der relativen
Werte der einzelnen Mutanten gegeniber dem Wildtyp wurde ebenfalls wie in Abb. 14
beschrieben durchgefiihrt. Der absolute Wert der Trockenmasse des Wildtypstamms unter
den jeweiligen Bedingungen ist in Abb. 13 aufgefiihrt. Die verwendeten Stamme waren neben
CAF2-1 (WT) die homozygoten Mutanten DSC10 (efg7), C4/d63 (efh1), CCF3 (flo8), CaAS18
(tec1), MK106 (ace2) und CKY230 (czf1). Fir den Vergleich von Mutante und
Kontrollstdmme: *, P < 0,05 ; **, P < 0,01 ; ***, P < 0,0001.

3.3.1.1 Mutanten, die unabhangig von Sauerstoff und CO, einen
Defekt in der Biofilmbildung zeigen

Die Deletionsmutanten der EFG1-, FLO8- und PMT1-Gene zeigten eine defekte
Biofilmbildung unter normoxischen sowie unter hypoxischen Bedingungen und
unabhangig von der CO»-Konzentration. EFG1 ist ein Transkriptionsfaktor, der
eine wichtige Rolle in Morphologie und Metabolismus von C. albicans spielt (Doedt
et al., 2004) und Ramage et al. (2002) zeigten bereits, dass die Anwesenheit von
Efg1 flr die Biofilmbildung unter oxischen Bedingungen notwendig ist. Die
Mutante des Transkriptionsfaktors Flo8, der gemeinsam mit Efg1 eine Anzahl von
Genen reguliert (Cao et al., 2006), zeigte in dieser Arbeit wie die efg7-Mutante
einen Defekt in der Biofilmbildung unter allen verwendeten Gasbedingungen. Das
Gleiche gilt fur die Mutante, der das Pmt1-Protein fehlt, welches die O-
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Mannosylierung initiiert. Fur Pmt1 ist ebenfalls bereits bekannt, dass bei Fehlen
dieses Gens die Biofilmbildung unter normoxischen Bedingungen sowohl in einem
statischen, als auch in einem dynamischen Biofiimmodell, gestort ist (Peltroche-
Llasahuanga et al., 2006).

3.3.1.2 Mutanten, die einen Defekt in der Biofilmbildung unter
normoxischen, aber nicht unter hypoxischen Bedin-
gungen zeigen

Die Transkriptionsfaktoren Tec1, Ace2 und Czf1 spielen eine Rolle in der
Hyphenbildung in C. albicans. Von Tec1 und Ace2 ist aulerdem bekannt, dass sie
fur die Biofilmbildung unter oxischen Bedingungen ndétig sind (Kelly et al., 2004;
Nobile und Mitchell, 2005). Der Transkriptionsfaktor Tec1 wirkt unterhalb der Cek1
MAP-Kinase und fordert die Hyphenbildung auf festen Medien (Schweizer et al.,
2000), wahrend Czf1 die Hyphenbildung unter eingebetteten Bedingungen
ebenfalls aktiviert (Giusani et al., 2002). AuRerdem aktiviert Ace2, ahnlich wie
Efg1, die Genexpression glykolytischer Gene und reprimiert dagegen
respiratorische Gene (Kelly et al., 2004). Hier konnte gezeigt werden, dass diese
drei Transkriptionsfaktoren fur die Biofilmbildung bei Normoxie nétig sind, aber nur
eine geringe bzw. keine Rolle unter hypoxischen Bedingungen spielen. Die
Biofilmbildung der ace2-Deletionsmutante zeigte unter hypoxischen Bedingungen
dasselbe Niveau wie der Wildtyp-Stamm. Die Biofilmbildung der tec?- und czf1-
Mutanten war unter hypoxischen Bedingungen zwar hoher als unter normoxischen
Bedingungen, aber geringer als die des Wildtyps.

Vier weitere Mutanten, die einen Defekt in der Biofilmbildung unter
normoxischen, aber nicht unter hypoxischen Bedingungen zeigten, besitzen
Defekte in der Bildung der Oberfachenstruktur von C. albicans (als3-, och1-,
pmt2/PMT2- und pmt4- Mutanten). Fehlt in der Zelle das Zellwandprotein Als3, ist
die Adhasion und Biofilmbildung der Zelle eingeschrankt (Nobile und Mitchell,
2005; Zhao et al., 2006). Och1 und die Pmt-Isoformen spielen eine Rolle in der
Glykosylierung von Proteinen. Eine och1-Mutante zeigt verkirzte N-Glykosylketten
(Bates et al., 2006) und die pmt2/PMT2 heterozygote und die pmt4 homozygote
Mutante zeigen einen Defekt in der O-Mannosylierung von Glykoproteinen und der
Biofilmbildung unter normoxischen Bedingungen (Peltroche-Llascahuanga et al.,
2006). In Abb. 14 ist zu erkennen, dass diese vier Mutanten unabhangig von dem
CO2-Wert einen Defekt in der Biofilmbildung unter oxischen Bedingungen zeigten.
Eine Ausnahme stellt pmt4 dar, dessen Biofilm bei Normoxie, aber erhdhtem CO.-
Gehalt, dem des Wildtyps glich. Unter hypoxischen Bedingungen waren die
Biofilme aller beschriebenen Mutanten wieder vollstandig hergestellt und im Fall
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der och1-Mutante war die Biofilmtrockenmasse bei Hypoxie und flr als3- und
pmt2/+-Mutanten bei Hypoxie mit erhdhtem CO,-Gehalt sogar hdher als beim
Wildtyp.

3.3.1.3 Mutanten, deren defekte Biofilmbildung bei Hypoxie mit
CO, wieder hergestellt wird

Die homozygoten mkc1- und ssk7-Mutanten zeigten ein bisher noch nicht
beschriebenes Verhalten der Biofilmbildung. Das Protein Mkc1 ist eine MAP-
Kinase, die unterhalb der Proteinkinase C aktiv ist und eine Rolle in der
Oberflachenerkennung sowie der Filament- und Biofilmbildung in C. albicans spielt
(Kumamoto, 2005). Ssk1 besitzt ebenfalls die Funktion einer Kinase. Sie ist Teil
einer Kaskade, durch die die MAP-Kinase Hog1 aktiviert wird. Diese MAP-Kinase
reguliert die Hyphenbildung und die Resistenz gegen oxidativen und osmotischen
Stress (Calera, 2000).

Die mkc1 - und ssk71-Mutanten zeigten einen Defekt in der Biofilmbildung
bei Normoxie und bei Hypoxie mit niedrigem CO»-Gehalt. Bei Hypoxie mit 6 %
CO; (nicht aber bei Normoxie mit 6 % CO) glich die Biofilmbildung der des
Wildtyp-Stammes. Das lasst annehmen, dass die Biofilmbildung im Wildtyp bei
einer Kombination von Hypoxie und erhohtem COj-Gehalt durch diese Proteine
inhibiert wird.

Um auszuschlieRen, ob eine veranderte Biofilmbildung bei einem hohen
CO,-Gehalt nicht durch CO,, sondern durch eine Abnahme des pH-Wertes im
Medium (durch den hohen CO»-Gehalt) hervorgerufen wurde, wurde der pH des
Mediums vor und nach der 60-stiindigen Inkubation mit Hilfe von Indikatorpapier
bestimmt. Es wurde festgestellt, dass bei keinem der einzelnen Stdmme eine
signifikante Abnahme des pH-Wertes stattgefunden hatte.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die vorherrschenden
aulBeren Bedingungen einen wichtigen Einfluss auf die Biofilmbildung in C.
albicans besitzen. Geringe Sauerstoff- und erhéhte CO»-Bedingungen, so wie sie
auch im menschlichen Korper vorkommen, aktivieren bis jetzt noch unbekannte
Mechanismen zur Biofilmbildung, die unter normoxischen Bedingungen bis jetzt
noch nicht beobachtet wurden.
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3.3.2 Adhasion verschiedener C. albicans Mutantenstamme
nach Wachstum unter normoxischen oder hypoxischen
Bedingungen

Die Bildung eines Biofilms besteht aus einer frihen Phase der Adhasion, bei der
Zellen an eine Oberflache binden, gefolgt von weiteren Entwicklungsschritten, in
denen die dreidimensionale Struktur des Biofilms geformt wird (Douglas, 2003).

In dem in Abschnitt 3.3 beschriebenen Experiment zur Biofilmbildung
zeigten einige Mutanten bei Hypoxie eine starkere Biofilmbildung als andere,
obwohl alle Stdamme unter gleichen (normoxischen) Bedingungen angezogen
worden waren. Dabei war nicht auszuschlieBen, dass diese starkere
Biofilmbildung durch eine gegenuber dem Wildtyp gesteigerte Fahigkeit der
Adhasion hervorgerufen wurde. Um dieser Mdglichkeit nachzugehen, wurden die
bereits fur die Biofilmbildung verwendeten Mutanten unter normoxischen oder
unter hypoxischen (0,2 % O, 6 % CO,) Bedingungen angezogen und zwei
Stunden unter den jeweils gleichen Gasbedingungen in den gleichen
Zellkulturplatten wie in Abschnitt 3.3 inkubiert. In dieser Zeit konnten die Zellen an
die Oberflache der Zellkulturplatten binden. AnschlieRend wurde der Uberstand
jeder Vertiefung abgenommen und die adharierten Zellen vorsichtig gewaschen.
Wegen der geringen Zellzahl war eine Bestimmung der Trockenmasse wie bei der
Biofilmbildung nicht moglich. Daher wurde die Zellzahl durch deren metabolische
Aktivitat mit Hilfe eines XTT-Tests (Ramage et al., 2001) ermittelt. Das Ergebnis
(Abb. 16) zeigt, dass der Wildtyp-Stamm nach Anzucht und Inkubation in
Normoxie eine dreifach starkere Adhasion besal3, als nach Anzucht und
Inkubation in Hypoxie. Daraus kann geschlossen werden, dass Gasbedingungen
einen Einfluss auf die Oberflachenstruktur der Zelle und ihre Fahigkeit zur
Adhasion haben konnten. Einige der eingesetzten Mutanten hatten unter
hypoxischen Bedingungen tatsachlich eine hohere Tendenz an die
Plastikoberflache zu adharieren als andere. Die Deletionsmutanten tec? und czf1
gehoren dieser Mutantengruppe an, da sie eine leicht starkere Adhasion nach
einer Vorinkubation der Zellen in Hypoxie zeigten. Dieser Effekt war allerdings im
Gegensatz zur geanderten Biofilmbildung relativ gering (ca. 20 % erhohte
Adharenz). Flir weitere Mutanten, die unter hypoxischen Bedingungen eine
erhdhte Biofilmbildung zeigten (aceZ2-, als3-, pmt4-, ssk1-, och1- und pmt2/PMT2-
Mutanten) bestand der Effekt einer verbesserten Adhasion nach Wachstum in
Hypoxie allerdings nicht. Die Biofilmbildung von Mutanten ohne Efg1, Pmt1 oder
Flo8 wurde durch die Adhasion nicht beeinflusst, da diese Mutantenstdmme unter
normoxischen wie auch hypoxischen Bedingungen keinen Biofilm zeigten.

Daraus kann man schlieBen, dass die gesteigerte Biofilmbildung einiger
weniger, aber nicht der meisten getesteten Mutanten auf eine starkere Adharenz
der Zellen zurlGckzufuhren sein kdnnte. Mdglicherweise haben tec7- und czf1-
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Mutanten bei Hypoxie eine veranderte Zelloberflache, die (anders als beim
Wildtyp) eine erhohte Adharenz erlaubt.
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Abb. 16: Relative Adhasion unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die
Zellen wurden bei Normoxie bzw. Hypoxie (0,2 % O; 6 % CO,) angezogen, mit RPMI1640 auf
0,5 x 10° Zellen/ml verdiinnt und fiir zwei h bei Normoxie bzw. Hypoxie (0,2 % O,; 6 % CO,)
auf Polystyren inkubiert. Anschliessend wurden die nicht gebundenen Zellen verworfen und
die Zahl der adharierten Zellen mit Hilfe der XTT-Reduktionsmethode abgeschatzt. Die Werte
wurden auf den Wildtypstamm bezogen, dessen Adhdrenz mit dem Wert 1,0 bezeichnet
wurde (Relative Adhasion). Die verwendeten Stdmme waren neben CAF2-1 (WT) die
homozygoten Mutanten DSC10 (efg1), C4/d63 (efh1), CCF3 (flo8), CaAS18 (tec1), MK106
(ace2), CKY230 (czf1), CM1613 (mkc1), CSSK21 (ssk1), CAYF178U (als3), NGY357 (och1),
SPCa2 (pmt1), SPCab (pmt4) und die heterozygote Mutante SPCa4 (pmt2/+). Schwarze
Balken: Normoxie, weil3e Balken: Hypoxie mit 6 % CO.,.

3.4 Hypoxische Funktionen der Proteinkinase Sch9 und
assoziierter Proteinkinasen

Sch9 ist eine Serin-Threonin-Kinase, die zur Familie der AGC-Kinasen gehort und
in der Backerhefe S. cerevisiae unter anderem in Abhangigkeit der angebotenen
Nahrstoffe flr die Langlebigkeit und Stressresistenz der Zellen verantwortlich ist.
Dabei wachsen sch9-Mutanten langsamer, leben jedoch dreimal langer als der
Wildtyp und sind zudem auch stressresistenter (Fabrizio et al., 2001; Pedruzzi et
al., 2003). Eine weitere Kinase, die die Regulation von Langlebigkeit und
Stressresistenz beeinflusst, ist Rim15. In S. cerevisiae sind beide Kinasen
Bestandteil zweier prominenter und konservierter Signalwege. Zum einen wird im
PKA-Weg Rim15 Uber die Proteinkinase A gehemmt (Reinders et al., 1998;
Pedruzzi et al, 2000) und 2zum anderen wird in der TOR-
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Signaltransduktionskaskade Sch9 durch die Kinase Tor aktiviert und Rim15 uber
Sch9 inhibiert (Wanke et al., 2008).

In einem Screen nach Mutanten, die einen Defekt in der
Chlamydosporenbildung zeigen, identifizierten Nobile et al. (2003) in C. albicans
ein homologes Protein zu Sch9 und Setiadi konnte in ihrer Dissertation (2006)
bereits erste Versuche zur Funktion der Sch9-Kinase in C. albicans durchfuhren.
Zum einen beschrieb sie das Wachstum bzw. die Langlebigkeit des sch9-
Deletionsstammes, indem sie die ODgyp des Wildyp-Stammes und der sch9-
Mutante Uber einen Zeitraum von 30 Stunden protokollierte. Dabei zeigte sie, dass
bei sch9-Mutanten der Eintritt in die stationare Phase deutlich langsamer erfolgte.
Dieser Phanotyp wurde bereits auch schon fir S. cerevisiae sch9-Mutanten
beschrieben. Auflerdem untersuchte Setiadi den Einfluss von Sch9 auf die
Stressantwort in C. albicans und stellte fest, dass diese Kinase keinen Einfluss auf
die Stressantwort ausubt. Eine weitere Auffalligkeit der sch9-Mutante, die gezeigt
werden konnte, war die starke Sensitivitat gegentber Hygromycin B bei
Wachstum auf Agarplatten unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen.
Da bekannt ist, dass diese Substanz Fehllesungen an Ribosomen induziert,
konnte dies auf einen moglichen Einfluss von Sch9 auf die Ribosomenbiogenese
hindeuten, wie es in S. cerevisiae der Fall ist (Jorgensen et al., 2002). Weiterhin
wurde von Setiadi auch morphologische Phanotypen der sch9- und rim15-
Mutanten untersucht. Sie konnte zeigen, dass beide Deletionsstamme bei Hypoxie
eine starkere Hyphenbildung aufweisen als der Wildtyp (die sch9-Mutante nur bei
erhéhtem CO,.Gehalt).

3.4.1 Zellmorphologie von Mutanten mit Defekten in
Proteinkinasen

Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben zeigte die efg7-Mutante gegenuber dem
Wildtyp bei Hypoxie und einer Temperatur von 25 °C einen hyperfilamentdsen
Phanotyp. In diesem Abschnitt dieser Arbeit wurde unter verschiedenen Gas- und
Temperaturbedingungen der Phanotyp mehrerer Mutanten bzw. Proteine fir
Zellkomponenten getestet, von denen vermutet wird (Sch9 und Rim15) bzw.
bekannt ist (Efg1 und PKA), dass sie in C. albicans in gemeinsamen Signalwegen
wirken. Um die Gasbedingungen genau bestimmen zu konnen, wurden die
Stamme auf YPS-Agarplatten vereinzelt und in einer Invivoyg-Hypoxiebank
inkubiert. FUr diese Versuche wurden unter anderem auch sch9- und rim15-
Mutantenstamme eingesetzt, die durch Insertion des URA3-Gens an seinem
nativen Locus prototroph gemacht worden waren (siehe Abschnitt 2.7.2).
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Wurden der Wildtyp-Stamm und die verschiedenen Mutanten auf YPD-Agarplatten
vereinzelt und bei Normoxie 9 Tage bei einer Temperatur von 25 °C inkubiert, fiel
auf, dass die Koloniengrofie der sch9- und der tpk71-Mutante zu jedem Zeitpunkt
kleiner war, als die des Wildtyps (Abb. 17). Dieser Phanotyp ist bereits von der
sch9-Mutante in S. cerevisiae bekannt (Jorgensen et al., 2002). Diese zeigt
ebenfalls kleinere Kolonien, die sich nur langsam entwickeln.

sch9 nmi1s

Abb. 17: KoloniegroRe
auf YPD-Agarplatten. Die
. Stamme CAF2-1  (WT),

CCS3 (sch9), CCSs6
(rim15), 1IHB6 (fpk1) und
TPO7.4 (tpk2) wurden auf

YPD-Agarplatten vereinzelt
und bei einer Temperatur

; von 25 °C unter Normoxie
9 Tage inkubiert.

Abb. 18 zeigt den Phanotyp des Wildtyp-Stammes und verschiedener
Mutantenstamme bei verschiedenen Gas- und Temperaturbedingungen. Bei 25 °C
und hypoxischen Bedingungen bildete der Wildtyp-Stamm keine und unter
Hypoxie mit 6 % CO, nur sehr vereinzelte Hyphen an den Kolonierandern aus. Bei
Normoxie wurde derselbe Phanotyp wie unter Hypoxie ohne CO, beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Alle in Abb. 18 verwendeten Mutantenstdmme wiesen bei
25 °C unter Hypoxie und Normoxie (Daten nicht gezeigt) ebenfalls keine Hyphen
auf. Unter Hypoxie in Anwesenheit von 6 % CO, zeigten die sch9- und tpk1-
Mutante jedoch (als einzige) ein starkes filamentéses Wachstum. Vergleicht man
das hyperfilamentdose Wachstum der sch9-, tpk1- und efg- Mutanten (3.1.2), so
bildete die sch9-Mutante unter Hypoxie mit CO; die starksten Filamente aller drei
Mutanten aus. Die rim15-Mutante entwickelte dagegen unter allen Bedingungen
den gleichen Phanotyp wie der Wildtyp. Somit konnte das von Setiadi (2002,
2006) beschriebene hyperfilamentdse Wachstum der rim15-Mutante unter
Hypoxie nicht reproduziert werden. Die tpk2-Mutante zeigte unter Hypoxie mit
Anwesenheit von CO, fast keine Hyphenbildung.
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Abb 18: Hyphenbildung verschiedener Stamme unter hypoxischen Bedingungen bei

25 °C und 37 °C. Die Stamme CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9), CCS6 (rim15), IIHB6 (tpk1) und
TPO7.4 (tpk2) wurden auf YPS-Agarplatten vereinzelt, zwei bis drei Tage bei den jeweiligen
Bedingungen inkubiert und anschlieend mikroskopisch dokumentiert. A: Inkubation bei 25 °C
nach drei Tagen. B: Inkubation bei 37 °C nach zwei Tagen.

Bei einer Temperatur von 37 °C veranderte sich der hyphale Phanotyp der
meisten Stamme gegenuber einer Temperatur von 25 °C. Bei Normoxie zeigte der
Wildtyp als einziger Stamm an seinem Zellausstrich ein leichtes Hyphenwachstum
(Daten nicht gezeigt), welches durch Hypoxie noch verstarkt wurde. Die {pk1-
Mutante zeigte unter hypoxischen Bedingungen ebenfalls ein filamentoses
Wachstum, welches jedoch schwacher war als das des Wildtyps. Die sch9- und
rim15-Mutanten wiesen dagegen ein etwa gleich starkes Hyphenwachstum wie
der Wildtyp auf. Durch Zugabe von CO, verstarkte sich der hyphale Phanotyp bei
allen Stammen.

Somit stellte bei sch9- und tpk7-Mutanten Hypoxie mit CO, bei 25 °C bzw.
Hypoxie alleine bei 37 °C die Fahigkeit zur Hyphenbildung wieder her. Die tpk2-
Mutante zeigte unter hypoxischen wie normoxischen Bedingungen keine bzw. eine
nur sehr schwache Hyphenbildung.
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3.4.2 Abhangigkeit der Hyphenbildung von verschiedenen
Sauerstoff- und Kohlendioxidkonzentrationen

In Abschnitt 3.4.1 wird beschrieben, dass die Deletionsmutanten von SCH9 und
TPK1 bei Hypoxie mit einem erhéhtem CO»-Gehalt und einer Temperatur von 25
°C einen hyperfilamentosen Phanotyp gegenuber dem Wildtyp zeigen. Daraus
wird ersichtlich, dass die Zusammensetzung des Gases bei der Hyphenbildung
eine wichtige Rolle spielt. Im Folgenden wurden die bereits beschriebenen
Stamme unter verschiedenen Sauerstoff- bzw. CO,-Konzentrationen inkubiert.
Hierdurch sollte gezeigt werden, wie sensitiv die Mutanten auf die verschiedenen
Gaskonzentrationen reagieren. In diesem Versuch wurde zusatzlich zur sch9-
Mutante ein rekonstituierter Stamm verwendet, der zusatzlich zu beiden
deletierten sch9-Allelen ein SCH9-Wildtypgen enthalt. Die Konstruktion dieser
Stamme ist in Abschnitt 2.6.3 beschrieben. In Abb. 19 ist die Koloniemorphologie
der Mutantenstamme und der rekonstituierten Stdmme unter verschiedenen
Gasbedingungen zu sehen. Bei 25 ° C unter hypoxischen Bedingungen zeigten
der Wildtyp und die sch9-Mutante keine Hyphen und der SCH9-rekonstituierte
Stamm und die Kontrolle ebenfalls nicht. Bei Hypoxie mit 6 % CO, zeigte die
sch9-Mutante gegenliber dem Wildtyp einen starken filamendsen Phanotyp.
Dieser wurde durch die Rekonstituierung von SCH9 komplett aufgehoben. Der
Kontrollstamm zeigte wieder starke Hyphenbildung. Wurden die Stamme bei
37 ° C inkubiert, bildeten der Wildtyp-Stamm und die sch9-Mutante ein ahnlich
starkes Hyphenwachstum, genauso wie der rekonstituierte und der
Kontrollstamm. Die Tatsache, dass der veranderte Phanotyp der sch9-Mutante
durch Rekonstitution wieder hergestellt werden konnte, bestatigt die Annahme,
dass Sch9 verantwortlich flr den starken hyperfilamentésen Phanotyp bei 25 °C
und Hypoxie mit einer hohen CO2-Konzentration ist.
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A
25 °C sch9 [SCHY| sch9
(CCS4) (CCS5)
0,2% O,
0.2% 02,
6 % CO,
B.
37 °C sch9 [SCHI] sch9
(ccs4) (ccss)
0,2% O,
02% O,
6 % CO,
Abb. 19: Hyphenbildung der SCH9-rekonstituierten sch9-Mutante. Die Stamme CAF2-1
(WT), CCS3 (sch9), CCS4 (sch9 [SCHI]) und CCS5 (sch9) wurden mit 0,2 % O, oder mit 0,2
% O, und 6 % CO, flr zwei bis drei Tage inkubiert. Durch die Rekonstitution der sch9-Mutante
wird der Phanotyp des Wildtyps wieder hergestellt. A: Inkubation der Stdmme bei 25 °C.
B: Inkubation der Stdmme bei 37 °C.

3.4.2.1 Sensitivitat gegeniiber Sauerstoff

Um die Sauerstoffsensitivitat der Mutanten und des Wildtyps bezuglich der
Filamentbildung zu testen, wurden diese auf YPS-Agarplatten vereinzelt und drei
Tage bei 25 °C und 6 % CO, inkubiert; die Sauerstoffkonzentration wurde
zwischen 5 % und 15 % variiert. Bei einer Sauerstoffkonzentration von 5 % und
8 % war der starke hyperfilamentose Phanotyp der sch9-Mutante gegenuber dem
Wildtyp noch deutlich zu erkennen (Abb. 20). Dieser nahm bei einer
Sauerstoffkonzentration von 10 % deutlich ab und bestand bei 15 % gar nicht
mehr. Bei dieser Sauerstoffkonzentration besal} die sch9-Mutante den gleichen
Phanotyp wie der Wildtyp. Das bei Hypoxie mit einem erhdhten CO,-Gehalt
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gesteigerte filamentdése Wachstum der tpk7-Mutante war dagegen nur noch bei
einer Sauerstoffkonzentration von 5 % zu erkennen. Ab einer O,-Konzentration
von 8% glich der Phanotyp des tpk7-Deletionsstammes dem des Wildtyps.
Insgesamt zeigte die fpk1-Mutante bei 5 % O, einen weitaus schwacheren
hyperfilamentosen Phanotyp als bei 0,2 % O, (Abb. 20). Der SCH9-rekonstituierte
Stamm und die rim15-Mutante wuchsen unter allen Bedingungen wie der Wildtyp,
wahrend die fpk2-Mutante dagegen unter keiner der eingesetzten
Gasbedingungen filamentéses Wachstum zeigte. Das Ergebnis zeigt, dass Sch9
und Tpk1 in Wildtypzellen bis zu einer O,-Konzentration von 5 - 8 % bei 6 % CO;
das filamentose Wachstum in der Zelle hemmen.

0, 8%
Abb. 20: Hyphen-
; bildung bei ver-
wT schiedenen 0,-
> Konzentrationen und
6 % CO,. Die Stamme
schg CAF2-1 (WT), CCS3
CCs3 (sch9), CCS4 (sch9
[SCH9]), CCS5 (sch9),
schg CCS6 (rim15), IIHB6
[SCHY] (tok1) und TPO7.4
CCs4 ‘ (tpk2) wurden auf
T T YPS-Agarplatten
schg | e vereinzelt und drei
ccss £ Tage bei 25 °C und 6
% s % CO, und den
i angegeben O,-
- | e | Konzentrationen
mnia ‘ | inkubiert.

3.4.2.2 Sensitivitat gegeniiber Kohlendioxid

Um zu ermitteln, wie die Hyphenbildung der Stamme, insbesondere der sch9- und
tpk1-Mutante, durch verschiedene CO,-Konzentrationen gesteuert wird, wurden
diese fur drei Tage bei 25 °C bei Hypoxie (0,2 % O2) mit steigendem CO,-Gehalt auf
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YPS-Agarplatten inkubiert. In Abb. 21 ist zu erkennen, dass das verstarke
filamentése Wachstum der sch9- und tpk7-Mutanten gegenliber dem Wildtyp ab
einer CO2-Konzentration von 0,5 % auftrat und bei einer Konzentration von 1 %
schon stark ausgepragt war. Die rim15- und tpk1-Mutante, der SCH9-rekonstituierte
Stamm und der Wildtyp zeigten dagegen unter allen Bedingungen keine bzw. nur
sehr leichte Hyphenbildung. Das Ergebnis zeigt, dass C. albicans-Zellen uber die
Sch9- und Tpk1-Proteine sensitiv auf CO, reagieren und den hyperfilamentésen
Phanotyp schon bei einem weitaus niedrigerem CO»-Gehalt als 6 % entwickeln. In
Wildtypzellen haben beide Komponenten offenbar die Aufgabe, ab ca. 1 % CO, die
Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingungen zu unterdricken.

CO, 0% 0,2 % 0,5 % 1%
; Abb  21: Hyphen-
T . bildung bei Hypoxie
und verschiedenen
Lo CO,-Konzentrationen.
[ Die Stamme CAF2-1
sch3 . (WT), CCS3 (sch9),
CCS4 (sch9 [SCH9)),
- ' = CCS5 (sch9), CCS6
schg ; (rim15), 1IHB6 (tpk1)
[cigf“’] und TPO7.4 (tpk2)
: . i wurden  auf  YPS-
Agarplatten  vereinzelt
sch9 N Y und drei Tage bei 25 °C
Lo : und 0,2 % O, mit den
= angegebenen CO.-
h Konzentration inkubiert.
rim15 .
tpk1 . '
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3.4.2.3 Sensitivitat gegenuber Kohlendioxid unter normoxischen
Bedingungen

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die sch9-Mutante unter hypoxischen
Bedingungen sensitiv. auf CO, reagiert und gegenuber dem Wildtyp
hyperfilamentds wachst. In einem weiteren Experiment sollte getestet werden, ob
das hyperfilamentése Wachstum auf eine erhdohte CO,-Konzentration alleine, oder
auf eine erhéhte CO,-Konzentration in Verbindung mit Hypoxie zurickzuflihren ist.
Dazu wurden der Wildtyp-Stamm, die sch9-Mutante, der SCH9-rekonstituierte
Stamm und der Kontrollstamm zur Rekonstituion auf YPS-Agarplatten vereinzelt
und bei einer Temperatur von 25 °C und Normoxie mit 6 % CO, mehrere Tage
inkubiert. AnschlieRend wurden die Kolonien mit Hilfe eines Mikroskops
dokumentiert. In Abb. 22 ist deutlich erkennbar, dass nach zwei Tagen weder der
Wildtyp, noch die sch9-Mutante einen hyphalen Phanotyp besal’. Nach vier Tagen
bildeten alle getesteten Stamme wenige Hyphen aus. Deutlich erkennbar ist
jedoch, dass die sch9-Mutante bei Normoxie mit einem erhdhten CO,-Gehalt kein
hyperfilamentéses Wachstum gegenuber dem Wildtyp zeigte. Daraus kann man
schlielen, dass die Kinase Sch9 nur in Zusammenhang mit Hypoxie auf einen
hohen CO,-Wert reagiert.

Tag 2 Tag 4
: Abb. 22 Hyphenbildung bei

Normoxie und 6 % CO,. Die

WAL Stdmme Die Stdmme CAF2-1
(WT), CCS3 (sch9), CCS4 (sch9
[SCHI]) und CCS5 (sch9) wurden

sch9 auf YPS-Agarplatten vereinzelt

CcCcSs3 und zwei bis vier Tage bei 30 °C
inkubiert.

sch9

[SCH9] |

cCs4

sch9

CCs5
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3.4.3 Wachstum und Zellmorphologie in Flissigmedium

In Abschnitt 3.4.2 wurde das Hyphenwachstum des Wildtyps und der Mutanten von
sch9, rim15, tpk1 und tpk2 auf YPS-Agarplatten unter verschiedenen Gas- und
Temperaturbedingungen untersucht. Um das Wachstum dieser Stdmme in
Flussigmedium zu untersuchen, wurden sie unter den gleichen Bedingungen in
YPS-Flussigmedium inkubiert und anschlieend wurde die Zahl der Hyphen
ermittelt. Dazu wurden 100 ml YPS-Medium jeweils auf eine ODgyp von 0,2
angeimpft und unter normoxischen, hypoxischen (0,2 % O;) oder hypoxischen
Bedingungen mit CO; (0,2 % O, + 6 % COy) bei 25 °C bzw. 37 °C wachsen
gelassen. Um das Medium zu aquilibrieren, wurde es vor Versuchsstart fir ca. 12
Stunden in den verschiedenen Gasatmospharen vorinkubiert. Anschliel3end erfolgte
die Beimpfung des Mediums.

Zum Zeitpunkt des Animpfens und nach 4 h (25 °C) bzw. 2,5 h (37 °C) wurde
die Hyphenzahl der Zellen der einzelnen Stamme mit Hilfe eines Mikroskops
ermittelt. In Abb. 23 ist die prozentuale Hyphenbildung des Wildtyp-Stammes und
der Mutantenstamme in YPS-Flussigmedium unter verschiedenen Gas- und
Temperaturbedingungen abgebildet.

Bei 25 °C und Normoxie wuchsen die Zellen aller Stdmme nach 4 Stunden in
Form einer kugelige Hefezelle. Unter hypoxischen Bedingungen bildeten die Zellen
der sch9- und tpk1-Mutante Pseudohyphen, die durch apikale Knospung und
Einschnurungen an den Zellverbindungen zu erkennen waren. Daraus kann
geschlossen werden, dass die Pseudohyphenbildung unter diesen Bedingungen im
Wildtyp durch Sch9 und Tpk1 inhibiert wird. Bei Hypoxie mit 6 % CO, besal} die
sch9-Mutante eine starkere Pseudohyphenbildung als bei Hypoxie ohne CO; und
zeigte somit einen Einfluss von CO, auf die Hyphenbildung, wie er schon bei
Wachstum auf Agarplatten beobachtet werden konnte (Abb. 18). Der Anteil der
Pseudohyphen der tpk71-Mutantenzellen erhdhte sich mit einem steigenden CO,-
Gehalt dagegen nicht und erreichte einen ahnlich hohen Wert, wie der Wildtyp-
Stamm und die rim15-Mutante, die unter diesen Bedingungen ebenfalls
Pseudohyphen bildeten. Die Zellen der tpk2-Mutante entwickelten als einziger
Stamm unter allen getesteten Bedingungen gar keine Hyphen.
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Abb. 23: Hyphenbildung in Fliissigmedium bei 25 °C und 37 °C unter normoxischen,
hypoxischen und hypoxischen Bedingungen mit 6 % CO,. 100 ml YPS-Flissigmedium
wurden auf eine ODggg von 0,2 angeimpft und 4 h bei 25 °C bzw. 2,5 h bei 37 °C inkubiert.
Anschlieltend wurde die Anzahl echter Hyphen durch Zahlen ermittelt. Die
verwendeten Stdmme sind CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9), CCS6 (rim15), IIHB6 (tpk1) und
TPO7.4 (tpk2).

Wourden die Stamme bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert, bildeten alle, bis auf
die tpk2-Mutante, neben Pseudohyphen auch echte Hyphen aus. Wahrend bei
Normoxie alle Stamme mehr Pseudohyphen als echte Hyphen bildeten, anderte sich
diese Verteilung bei Hypoxie und alle Stamme, bis auf die tpk2-Mutante, bildeten nun
mehr oder etwa gleich viele echte Hyphen wie Pseudohyphen. Auffallig war, dass der
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Wildtyp-Stamm bei Hypoxie die meisten echten Hyphen bildete. Somit scheinen unter
diesen Bedingungen alle getesteten Gene bzw. Proteine, die den Mutantenstdamme
fehlen, wichtig fur die Bildung echter Hyphen zu sein. Bei Zugabe von CO; erhoht sich
die Bildung echter Hyphen in fast allen Stammen. Bemerkenswert ist, dass unter
diesen Bedingungen die sch9-Mutante den gleichen Phanotyp zeigte wie der
Wildtypstamm. Sch9 scheint bei Wachstum in Flissigmedium, einer Temperatur von
37 °C und Hypoxie mit CO, fur die Bildung echter (aber auch Pseudohyphen) keine
Rolle mehr zu spielen.

Die Hyphenbildung des SCH9-rekonstituierte Stammes CCS4 bzw. des
Kontrollstammes CCS5 in Flussigmedium wurde ebenfalls unter allen Bedingungen
getestet und zeigte den gleichen Phanotyp wie der Wildtyp bzw. die sch9-Mutante
(Daten nicht gezeigt).

3.44  Chronologische Alterung

Die chronologische Alterung (chronological life span, CLS) ist die Dauer der
Lebensfahigkeit von Zellen in der stationaren Phase des Wachstums; sie wurde in
der Backerhefe S. cerevisiae bereits detailliert untersucht. Von S. cerevisiae ist
bekannt, dass die Kinase TORC1 die Kinase Sch9 durch Phosphorylierung
aktiviert, welche wiederum die Kinase Rim15 durch Phosphorylierung hemmt
(Wanke et al., 2008). Werden die Aktivitaten von TORC1, Sch9 oder von
Proteinkinase A (PKA) gehemmt, wird die chronologische Lebenserwartung erhéht
(Fabrizio et al., 2001; Kaeberlein et al., 2005; Powers et al., 2006; Urban et al.,
2007; Lavoie und Whiteway, 2008), wahrend sie im Gegenteil dazu durch die
Hemmung von Rim15 reduziert wird (Fabrizio et al., 2001; Wei et al., 2008). Von
TORC1-Sch9 und PKA wird angenommen, dass diese in parallelen Signalwegen
die Glykolyse, Ribosomenbiogenese und das Wachstum positiv regulieren
(Jorgensen et al., 2004). Beide Signalwege treffen sich, indem sie die Kinase
Rim15 blockieren, die eine Rolle in der Stressantwort, dem Zellzyklus, CLS und
der Autophagie der Zelle spielt (Reinders et al., 1998; Pedruzzi et al., 2003;
Wanke et al., 2005; Yorimitsu et al., 2007).

Um zu ermitteln, welche Rolle Sch9, PKA und Rim15 bei der
chronologischen Lebenserwartung in C. albicans spielen, wurden Mutanten dieser
Stamme in 100 ml YPD-FlUssigmedium auf eine ODgyo von 0,1 angeimpft und fur
ca. zwei Wochen bei 25 °C inkubiert. Die Lebendzellzahl wurden bestimmt indem
zu definierten Zeitpunkten mehrere Verdinnungen des jeweiligen Stammes auf
YPD-Agarplatten ausplattiert und die Kolonien anschlieRend gezahlt wurden. Tag
eins stellt dabei den Zeitpunkt 24 Stunden nach Beimpfung des Mediums dar.
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Zusatzlich wurde zu Beginn und am Ende jeder Versuchsreihe von jedem Stamm
eine serielle Verdinnung hergestellt (10'2 - 10'6), 10 pl von jeder Verdinnung auf
eine YPD-Agarplatte getropft und bei 30 °C inkubiert. Der Versuch wurde dreimal
unabhangig voneinander durchgefluhrt.

Abb. 24 zeigt die auf Agar aufgetropften Verdinnungen des Wildtyps und
der Mutantenstamme. Es ist erkennbar, dass nach Tag eins die sch9-Mutante eine
leicht schwachere und die {pk7-Mutante eine leicht hohere Zellzahl als der Wildtyp
besitzen. Der SCH9-rekonstituierte Stamm (CCS4), die rim15- und die tpk2-
Mutante zeigten dagegen eine ahnlich hohe Zellzahl wie der Wildtyp. Nach 18
Tagen war das Wachstum der sch9-Mutante dem Wildtyp gegenuber stark
eingeschrankt und die rim15- und tpk71-Mutante besalien gar kein Wachstum
mehr. Das verminderte Wachstum der sch9-Mutante in C. albicans war
Uberraschend, da durch Fehlen von Sch9 in S. cerevisiae eine verlangerte
Lebenserwartung ausgelost wurde. Das Ergebnis der rim15-Mutante stimmte
dagegen mit dem Phanotyp in S. cerevisiae Uberein (Wanke et al., 2008).

Tag18

Abb. 24: Ermittlung der
chronologischen Lebens-
spanne. Die Stamme CAF2-1
(WT), CCS3 (sch9), CCS4 (sch9
[SCHY9]), CCS5 (sch9), CCS6
(rim15), 1IHB6 (fpk1) und
TPO7.4 (tpk2) werden in YPS-
Flissigmedium bei 25 ° und
Normoxie inkubiert. Nach einem
und 18 Tagen wurden die
Stamme seriell verdiinnt (10° bis
10%°) und je 10 pl der
Verdinnung auf YPD getropft.

sch9
CCS3

Sch9[SCH]
CGCS4

sch9

In Abb. 25 ist die Lebendzellzahl zu definierten Zeitpunkten und somit der
Wachstumsverlauf der einzelnen Stamme dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die
Wachstumskurve der tpk1-, rim15- und sch9-Mutante frUher sankt, als die des
Wildtyps und der tpk2-Mutante. Die CLS des SCH9-rekonstituierten Stammes und
der dazugehorigen Kontrolle wurden ebenfalls ermittelt. Das Wachstum der
Stamme glich dem Wildtyp bzw. der sch9-Mutante (Daten nicht gezeigt). Somit
wird deutlich, dass die Proteine Sch9, Rim15 und Tpk1 die Langlebigkeit der
Zellen in C. albicans steuern, Sch9 allerdings einen engegengesetzten Einfluss
auf das Uberleben der Zellen ausiibt als bei S. cerevisiae.
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Abb. 25: Chonologische Alterung (CLS) von C. albicans. Die Stamme CAF2-1 (WT), CCS3
(sch9), CCS6 (rim15), IIHB6 (tpk1) und TPO7.4 (tpk2) wurden in YPD bei einer Temperatur von
25 °C und Normoxie angezogen. Zu definierten Zeitpunkten wurden Proben genommen, auf
YPD-Agarplatten ausplattiert und die Lebendzellzahl durch Zahlen der Kolonien bestimmt. Die
Werte stellen das prozentuale Wachstum der einzelnen Stamme dar.

3.4.5 Genomweite Transkriptomanalyse der sch9-Mutante

Auf YPS-Agarplatten besitzt die sch9-Mutante bei 25 °C und Hypoxie mit erhdhter
CO,-Konzentration einen hyperfilamentdsen Phanotyp, wahrend diese in
Flissigmedium unter den verschiedenen Gasbedingungen eine erhohte
Pseudohyphenbildung zeigte. Es sollte untersucht werden, welche Gene bzw.
Gengruppen unter normoxischen, hypoxischen und hypoxischen Bedingungen mit
6 % CO; bei Anzucht in YPS-Flissigmedium durch Sch9 beeinflusst werden. Um
das Transkriptom des Wildtyps und der sch9-Mutante miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden die Zellen beider Stamme auf eine ODgpo von 0,2 angeimpft und 4
Stunden bei 25 °C und Normoxie, Hypoxie (0,2 % O3) und Hypoxie mit 6 % CO,
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und deren
RNA isoliert. Diese wurde mit Hilfe von reverser Transkriptase in cDNA

63



Ergebnisse

umgeschrieben und gleichzeitig mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert bevor
sie zur Hybridisierung auf Microarray-Objekttrager gegeben wurde. Nach der
Hybridiesierung wurden die Microarrays gewaschen, gescannt und ausgewertet.
Um nach dem Scannen die DNA-Spots auf den Array-Objekttragern zu
Digitalisieren und den lokalen Hintergrund zu subtrahieren, wurde das Programm
GenePix 6.0 verwendet. AnschlieRend wurden die Werte mit Hilfe des Programms
GeneSpring 10.2 normalisiert (LOWESS) und der Mittelwert der gemessenen
Werte der einzelnen DNA-Spots ebenfalls durch GeneSpring 10.2 errechnet.

Unter allen Gasbedingungen wurden insgesamt 166 Gene mindestens
zweifach positiv und 144 Gene mindestens zweifach negativ reguliert. Die Venn-
Diagramme in Abb. 26 und 27 geben die Zahl der Gene wieder, die unter den
angegebenen Bedingungen reguliert wurden. Die Schnittmengen der einzelnen
Kreise zeigen die Zahl der Gene, die bei zwei bzw. drei Gasbedingungen
gleichzeitig reguliert wurden. In den Tabellen 6 und 8 sind die Gene aufgelistet,
deren Transkripte in der sch9-Mutante erhoht- bzw. erniedrigt wurden und die in
funktionelle Gruppen eingeteilt werden konnten. Die Daten der Arrayanalyse sind
vollstandig bei Array Express unter der Accession Nummer E-MEXP-2407
einzusehen.

3.4.51 Gene, deren Transkripte in der sch9-Mutante erhoht
wurden

In Abb. 26 ist zu erkennen, dass unter normoxischen Bedingungen 58 Gene
reguliert wurden, wahrend die Schnittmenge der normoxisch regulierten Gene mit
denen beider hypoxischer Bedingungne sehr gering war (ein bis drei Gene). Unter
nur hypoxischen Bedingungen wurden insgesamt 42 Gene und unter hypoxischen
Bedingungen mit 6 % CO, insgesamt 25 Gene reguliert. Die Schnittmenge dieser
beiden Gruppen ist mit 35 Genen sehr hoch, woraus man schlielen kann, dass
die Genregulation dieser beiden Gruppen hauptsachlich durch den niedrigen
Sauerstoffgehalt beeinflusst wurde.
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Abb. 26: Venn-Diagramm der

Gene, deren Transkripte in
sch9-Mutante erhéht wurden.
Schnittmengen der Gene, die in
der in sch9-Mutante bei
Normoxie, Hypoxie (0,2 % O5)
und Hypoxie mit 6 % CO,
verstarkt exprimiert werden.
Bericksichtigt sind nur
mindestens zweifach positiv
regulierte Gene in sch9 im
Hypoxie mit 6 % CO2 Vergleich zum Wildtyp.

Tab. 6 zeigt funktionelle Gruppen der erhdht exprimierten Gene. Gene der
Zellwand/-membran wurden unter allen Gasbedingungen durch Sch9 reguliert.
Unter normoxischen Bedingungen waren vor allem Gene der ALS-Gruppe
betroffen, die fur Adhasine kodieren und einen wichtigen Virulenzfaktor in C.
albicans darstellen. Auch Transkripte fur Transkriptionsfaktoren waren sowohl bei
Normoxie, als auch bei Hypoxie mit CO, erhoht. Die Gengruppen der
Zuckersynthese und des Hexose-, lonen- und Aminosauretransport wurden
ebenso vorwiegend nur unter normoxischen Bedingungen durch Sch9 reguliert.

Bei Hypoxie (alleine und mit CO,) waren vor allem Gene, die wahrend der
Translation eine Rolle spielen (z. B. Gene fur ribosomale Proteine) am haufigsten
durch Sch9 reguliert. Die meisten dieser Gene kodieren dabei fur eine ribosomale
Untereinheit. Eine weitere funktionelle Gruppe, die vorwiegend unter hypoxischen
Bedingungen und hypoxischen Bedingungen mit CO, prasent ist, umfasst Gene,
die bei der Struktur der Chromosomen eine Rolle spielen. Diese Gene kodieren fir
Histone wie z. B. HTA1 und HHT21. Zwei weitere Gruppen, die in der sch9-
Mutante vorwiegend bei Hypoxie (mit und ohne CO,) positiv reguliert wurden, sind
Gene, die fur die Eisenaufnahme kodieren (z. B. FET34 und FET35) und
hyphenspezifische Gene wie CZF1, CDC10 und CDC11. Die Gruppe der
Erogosterolsynthese-Gene war ebenfalls vorwiegend unter allen hypoxischen
Bedingungen zu finden und war die einzige Gengruppe, die bei Hypoxie mit und
ohne CO; reguliert wurde. Als letztes kann noch die Gruppe der Gene fir
Mikrotubuli abhangige Prozesse genannt werden. Dabei handelt es sich um Gene
fur Tubuline, wie z. B. TUB1 und TUB4, die unter anderem eine Rolle in der
Trennung der Chromosomen spielen. Der Transkriptionsspiegel dieser Gengruppe
wurde in der sch9-Mutante nur bei Hypoxie erhoht. Unter hypoxischen
Bedingungen mit hohem COj,-Wert trat diese Gruppe nicht auf. Es wurden nur
sehr wenige Gene bei Normoxie und Hypoxie gleichzeitig reguliert, die nicht in
funktionelle Gruppen eingeteilt werden konnten. Zusammenfassend kann
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festgestellt werden, dass Sch9 in Wildypzellen verschiedene Gengruppen
reprimiert und Uberwiegend unterschiedlich in unterschiedlichen Gasatmospharen.

Gene, deren Transkriptspiegel in der sch9 -Mutante erhoht wurde

Normoxie

Zellwand/-membran (6)
Hexosetransmembrantransport (5)
lonentransport (5)

Transkriptionsfaktoren (4)
Zuckersynthese (4)

Aminosauretransport (3)
keine spezifische Gruppe (31)

Hypoxie

Translation (7)

Zellwand/-membran (6)
Chromatin-/Chromosomenstruktur (5)
Mikrotubuli abh. Prozesse (5)
Hyphenspezifische Gene (3)
Ergosterolsynthese (2)

keine spezifische Gruppe (14)

Hypoxie mit 6 % CO,
Transkriptionsfaktoren (2)
Ergosterolsynthese (2)
Polyamintransport (2)

keine spezifische Gruppe (19)

Hypoxie mit und ohne 6 %CO,
Translation (5)

Eisenaufnahme (5)

Ergosterolsynthese (5)
Chromatin-/Chromosomenstruktur (4)
Hyphenspezifische Gene (3)
Zellwand/-membran (3)

keine spezifische Gruppe (10)

Normoxie und Hypoxie
lonentransport (1)
Eisenaufnahme (1)
Unkbekannt (1)

Hexosetransmembrantransport (1)

Alle Bedingungen
Chromatin-/Chromosomenstruktur (1)
Hyphenspezifisches Gen (1)

Normoxie und Hypoxie mit 6 % CO,

ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, orf19.1098, orf19.2121
HGT2, HGT17, SNF3, HXTS5, 0rf19.4386
PMC1, FRP3, orf19.5170, orf19.6070, orf19.2959.1

ZCF5, MDM34, GAT2, orf19.5026

GAL1, GAL7, GAL10, ARD

DIP5, orf19.2943, orf19.7566

GPR1,CTN1, HMX1, HSP12, CIT1, ANT1, DPP3, CUP9, HAP41, PXA1,
RGS2, PDK2, orf19.4445, orf19.6169, orf19.215, orf19.6996, orf19.6281,
0rf19.4531, orf19.1225,0rf19.1344, orf19.2030, orf19.2496, orf19.3073, orf19.3029
0rf19.3439, 0rf19.3984, orf19.6169.2, orf19.5125, orf19.5843, orf19.6311, orf19.79

RPS20, RPL6, RPL23A, RPL29, RPL30, RNR1, YST1

HWP1, HYR1, SAM2, PGA39, PGA45, RBT5

CTF8, HHO1, HTA3, SETS3, orf19.581

MLC1, TUB1, TUB4, orf19.708, orf19.5008.1

CZF1, CDC10, CDC11

ERG2, ERG3

CFL2, MYO2, STE18, orf19.6184, orf19.5735.3, 0rf19.2397.3, orf19.5491, orf19.5069
0rf19.6579, 0rf19.453, orf19.6837, 0rf19.5012, orf19.1116, orf19.1691

ZCF4, orf19.3088

ERG10, ERG26

UGA4, UGA6

HGT7, SOD6, RPS1, EXG2, orf19.1583, 0rf19.2583.2, 0rf19.4982, orf19.47
0rf19.5831, orf19.7147, orf19.3903, 0rf19.6518, 0rf19.68.2, orf19.3387, orf19.2734,
orf19.7273, 0rf19.467, orf19.3118, orf19.2350

ASC1, RPL12, RPL82, RPS24, orf19.3690.2

FET34, FET35, FTR1, PGA10, SIT1

ERG1, ERG5, ERG6, ERG11, ERG251

HHF1, HHT21, HTA1, orf19.1052

PTP3, FGR51, RFX2

ECE1, PHR1, RBT1

CART1, 0rf19.1074, orf19.5193, orf19.7296, 0rf19.2426, orf19.5137, orf19.1982,
orf19.7070, orf19.7455, orf19.2452

SEO1
FRE10
orf19.699

HGT12

HTA2
0rf19.4459

Tab. 6: Funktionelle Gruppen der Gene, deren Transkriptspiegel in der in sch9-Mutante
erhoht wurde. Transkriptomanalyse der sch9-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Die Zellen
wurden unter normoxischen, hypoxischen (0,2 % O,) und hypoxischen Bedingungen mit 6 % CO,
fur vier Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde eine Transkriptomanalyse in drei unabhangigen
Experimenten angefertigt. Es wurden die Stdmme CAF2-1 (WT) und CCS3 (sch9) verwendet und
nur die Gene bericksichtigt, die in allen Experimenten mindestens zweifach reguliert wurden.

66



Ergebnisse

Gene, deren Transkriptspiegelin der sch9-Mutante erhoht waren
Normoxie Hypoxie Hypoxie mit CO2

HGT12 24,0 - _
HGT2 18,7 - -
ALS3 7.1 - -
orf19.6311 9.3 - -
orft9.6169 8,6 - -
orf19.79 6,3 - -
orf19.3439 6,1 - -
ALS1 6,0 - B
HAP41 59 - -
HTA1 - 7.0

orf19.5831 - - 7.5
PTP3 - - 57
ECE1 - 11,1 17,4
orf19.3384 - 10,9 12,6
HHF1 - 71 57

Tab. 7: 15 Gene, deren Transkriptspiegel in der sch9-Mutante am starksten erhoht waren.

3.4.5.2 Gene, deren Transkripte in der sch9-Mutante erniedrigt
wurden

Insgesamt wurden in der sch9-Mutante die Transkripte von 104 Genen unter
hypoxischen und 33 Gene unter normoxischen Bedingungen erniedrigt. Wieder
war die Schnittmenge der gemeinsam regulierten Gene unter hypoxischen
Bedingungen grofRer, als unter hypoxischen mit normoxischen Bedingungen (Abb.
27).

Abb. 27: Venn-Diagramm der

Gene, deren Transkripte in
der sch9-Mutante erniedrigt
wurden. Schnittmengen der
Gene, die in sch9-Mutante bei
Normoxie, Hypoxie (0,2 % O,)
und Hypoxie mit 6 % CO,
schwacher exprimiert werden
als im Wildtyp. Berucksichtigt
sind mindestens  zweifach
negativ regulierte Gene in sch9
im Vergleich zum Wildtyp.

Hypoxie mit 6 % CO2
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In Tab. 8 sind die durch Sch9 positiv regulierten Gene in funktionelle Gruppen
eingeteilt. Die grof3te Genruppe unter normoxischen Bedingungen stellen Gene
des Glukosemetabolismus bzw. der Glykolyse dar. Dieses Ergebnis weist darauf
hin, dass Sch9 neben anderen Regulatoren, wie z. B. der PKA in Wildtypzellen,
einen positiven Einfluss auf den Glukosemetabolismus hat. Zwei weiere Gruppen,
die in der sch9-Mutante negativ reguliert wurden, umfassen Gene fur die
Chromatin- und Chromosomenstruktur und hyphenspezifische Gene. Eine grol3e
funktionelle Gengruppe, deren Transkriptspiegel in der sch9-Mutante unter
hypoxischen Bedingungen (mit und ohne CO,) erniedrigt wurde, umfasst Gene der
Stressantwort. Dazu gehoéren z.B. SOD1, SOD2 und DDR48, die bei oxidativem
Stress in Wildtypzellen verstarkt exprimiert werden. Offenbar ist Sch9 an dieser
Antwort beteiligt. Weiterhin wurden in der sch9-Mutante unter hypoxischen
Bedingungen (mit und ohne CO,) Gene der Zuckersynthese und ATP-Biosynthese
schwacher exprimiert. Weitere kleine funktionelle Gruppen die bei Hypoxie mit
CO; bzw. unter beiden hypoxischen Bedingungen reguliert wurden umfasst Gene
der Arginin- und Glutamatsynthese und des Aminosauretransports.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass in Wildtypzellen die
Transkriptspiegel verschiedener Gengruppen durch Sch9 in Abhangigkeit von
verschiedenen Gasbedingungen aktiviert werden.
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Gene, deren Transkriptspiegel in sch9- Mutante erniedrigt wurden

Normoxie

Glukosemetabolismus (6)
Chromatin-/Chromosomenstruktur (2)
keine spezifische Gruppe (25)

Hypoxie

Stressantwort (6)
Zuckersynthese (3)
Hyphenspezifische Gene (2)
ATP-Biosynthese (2)

keine spezifische Gruppe (24)

Hypoxie mit 6 % CO,
Argininsynthese (3)
Chromatin-/Chromosomenstruktur (2)

Stressantwort (2)
keine spezifische Gruppe (18)

Hypoxie mit und ohne 6 %CO,

Zuckersynthese (3)
Aminosauretransport (2)
Argininsynthese (2)
Glutamatsynthese (2)

keine spezifische Gruppe (33)

Normoxie und Hypoxie
Isoleucinsynthese (1)
Unbekannt (2)

Normoxie und Hypoxie mit 6 % CO,
keine Gene

Alle Bedingungen
Aminosauresynthese (1)
Formiatkatabolismus (1)
Glyoxylatkatabolismus (1)
Unbekannt (1)

CDC19, GPM2, PDC11, PFK1, PFK2, PGI1

RNR22, orf19.6910

COX15, HEM13, RHR2, TPO3, QDR1, ZRT2, MSM1, CWHS, LYS12, LEU2, MEP1,
GSG1, SUR2, OSM1, RSN1, orf19.6816, orf19.4617, orf19.4581, orf19.5136, orf19.5534
0rf19.1691, orf19.2804, orf19.5103, 0rf19.6834, orf19.4620

SOD1, SOD2, 19.345, FRE30, ASR2, DDR48

AMS1, GPH1, 19.3982

CHA1, UCF1

ATP1, ATP2

CYB2, ARG8, PRC2, ARO10, OSM2, HGT6, XYL2, CDR4, orf19.5245, orf19.7310,
0rf19.2591, orf19.4121, orf19.1584, orf19.5614, orf19.1775, orf19.682, orf19.6877,
0rf19.3435, 0rf19.1473, orf19.1469, orf19.1368, orf19.3372, 0rf19.4636, orf19.6342

ARG1, ARG2, 19.3418

CDC54, orf19.810

GAD1, HSP70

FAA2-3, FOX2, HGT17, HMX1, TCC1, STE2, ILV5, PCL1, IFD6, orf19.553, orf19.7513,
0rf19.2065, orf19.1072, orf19.670.2, orf19.40, orf19.6004, orf19.4834, orf19.994

GCA1, MAL2, NTH1

CAN2, orf19.7566

ARG3, CPA1

PUT1, PUT2

MAL31, ASR1, PHO84, ADH2, CLN3, MRF1, MLS1, OYE23, CSH1, UGA11, FMP45,
PST1, 0rf19.2296, 0rf19.822, orf19.1172, 0rf19.5975, orf19.1117, orf19.7491, orf19.6592,
0rf19.566, orf19.823, orf19.7283, orf19.4735, orf19.7437, orf19.803, orf19.7490,
0rf19.3976, orf19.4128, orf19.320, orf19.2168, orf19.5295, 0rf19.3434, orf19.77.1

0rf19.1997
0rf19.1257, orf19.3968

ARO3
orf19.1774
0rf19.2989

0rf19.2048

Tab. 8: Funktionelle Gruppen der in sch9-Mutante mindestens zweifach negativ regulierten
Gene. Transkriptomanalyse der sch9-Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Die Zellen wurden unter
normoxischen, hypoxischen (0,2 % O,) und hypoxischen Bedingungen mit 6 % CO, fur vier
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde eine Transkriptomanalyse in dreifacher Ausflhrung
angefertigt. Es wurden die Stdmme CAF2-1 (WT) und CCS3 (sch9) verwendet und nur die Gene

berucksichtigt, die in allen Experimenten mindestens zweifach reguliert wurden.
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Gene, deren Transkriptspiegel in der sch9-Mutante erniedrigt waren
Normoxie Hypoxie Hypoxie mit CO2

RNR22 22,2 - -

orf19.1691 20,2 - -

RHR2 15,0 - -

orf19.1257 11,8 - -

GCA1 - 14,3 -

PUT1 - - 20,1
orf19.5975 - - 135
orf19.320 - - 13,5
GCA1 - - 11,2
orf19.823 - - 24,4
MAL2 - 56,0 39,4
MAL31 - 29,7 23,1
orf19.566 - 14,7 201
orf19.822 - 14,7 12,6
CAN2 - 11,3 18,8

Tab. 9: 15 Gene, deren Transkriptspiegel in der sch9-Mutante am starksten erniedrigt
waren.

3.4.6 Einfluss der Kinase Sch9 auf die Virulenz von C. albicans

Wie hier gezeigt regulieren Sch9 und Efg1 beide das filamentése Wachstum und
steuern die Expression wichtiger Virulenzfaktoren (ALS-Gene) in C. albicans.
Zusatzlich zeigt die Deletion von EFG1 in C. albicans eine deutlich reduzierte
Virulenz im Mausmodell (Lo et al., 1997). Daher wurde die Virulenz der
C. albicans sch9-Mutante in Zusammenarbeit mit A. Vecchiarelli (Universitat
Perugia, Italien) in einem Mausmodell der systemischen Infektion untersucht.
Dazu wurden CD1-Mausen Zellen des Wildtyps, der sch9-Mutante und des SCH9-
rekonstituierten Stammes intravends injiziert. Die Tiere wurden 60 Tage bzw. bis
zu ihrem Tod beobachtet. Das Experiment wurde dreimal mit je vier Tieren
wiederholt.

MUZ Sterberate Tage
WT 55 12/12 2-8
sch9 27* 7/12 7->60
sch9[SCHI] 7 12/12 2-10

Tab. 10: Uberlebensrate von Miusen nach Infektion mit C. albicans. Mausen wurde 10°
Zellen/0,5 ml der Stamme CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9) und CCS4 (sch9 [SCH9)) injiziert und ihre
Uberlebenszeit dokumentiert. MUZ: Mediane Uberlebensrate in Tagen, Sterberate: Zahl der
gestorbenen Mause im Vergleich zur gesamt eingesetzten Zahl an Mausen, * p<0,01, CCS3 vs.
CAF2-1.
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In Tab. 10 ist zu erkennen, dass die mediane Uberlebenszeit der mit dem Wildtyp
und dem rekonstituiertem Stamm infizierter Mause bei 5,5 bzw. 7 Tagen lag.
Dabei starben alle Tiere im Verlauf des Experiments. Mause, die mit der sch9-
Mutante infiziert wurden, hatten dagegen eine mediane Uberlebensdauer von 27
Tagen und 40 % der Tiere Uberlebten sogar die Beobachtungszeit von 60 Tagen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Kinase Sch9 fur die Virulenz von C. albicans
eine signifikante Rolle spielt.
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4, Diskussion

In dieser Arbeit wurden Wachstum und Morphologie des opportunistischen
Krankheitserregers C. albicans unter unterschiedlichen O,- und CO,-Bedingungen
erforscht. Diese beiden Gase stellen die physiologisch wichtigsten Gase fur den
Menschen dar.

Sauerstoff ist das haufigste Element der Erde und in einer Konzentration
von 20,922 % in der Atemluft enthalten. Der Mensch, aber auch andere Eu- und
Prokaryoten bendtigen Sauerstoff zur Energiegewinnung. Dabei spielt dieser als
starkes Oxidationsmittel eine wichtige Rolle in der Elektronentransportkette, die
bei Eukaryoten in die innere Mitochondrienmembran eingebettet ist. Wahrend
Elektronen sich entlang dieser Kette aus Elektronenakzeptor- und
Elektronendonor-Molekulen bewegen, fallen sie schrittweise auf immer niedrigere
Energieniveaus. Die dabei abgegebene Energie wird fiir den Transport von H'-
lonen aus dem Inneren des Mitochondriums durch die Membran nach aufen
verwendet. Dabei entsteht ein H*-lonengradient, der als Energiequelle fiir z. B. die
ATP-Bildung genutzt wird. Am Ende dieses Elektronentransfers werden die
Elektronen auf O, Ubertragen, welches in das Mitochondrium diffundiert ist. Die
reduzierten Sauerstoffmolekiile reagieren mit H*-lonen zu Wasser. Wahrend der
Ubertragung von Elektronen auf O, kénnen durch eine unvollstandige Reduktion
des Os-Molekiils verschiedene Sauerstoffradikale entsehen, wie z. B.
Hydroxylradikale (OH?) oder Hydrogenperoxid (H2O.). Jedes dieser
Zwischenprodukte kann die Zelle schadigen, indem es umliegende biologische
Makromolekulle (z. B. DNA, Proteine und Lipide) oxidiert. Als Schutz vor ROS
(reactive oxygen species) besitzt die Zelle antioxidierende Enzyme, wie z. B.
Katalasen oder Peroxidasen. ROS fligen der Zelle jedoch nicht nur Schaden zu,
sondern sie fungieren auch als wichtige Signalmoleklle, z. B. fur die Entwicklung
der Immunantwort (Theopold, 2009).

Im menschlichen Korper bestehen Bereiche mit einer hohen, aber auch mit
einer sehr geringen Ojz-Konzentration. Arterilles Blut besitzt eine hohe Oo-
Konzentration von 95 mm Hg, wahrend vendses Blut nur noch 40 mm Hg O
enthalt. Niedrige Sauerstoffkonzentrationen im menschlichen Korper entstehen z.
B. durch einen niedrigen arteriellen Sauerstoffpartialdruck (z. B. bei Aufenhalt in
grolder Hohe), eine verminderte Gesamt-O,-Menge, die an Hamoglobin gebunden
ist (z. B. durch einen starken Blutverlust) oder einen verminderten Blutfluss (z. B.
durch Schock oder einer Thrombose). In allen Fallen ist die Diffusion von Gasen
zwischen den Alveolen der Lunge und dem Blut beeintrachtigt und muss
schnellstmdglich behoben werden. Allerdings bestehen im menschlichen Korper
auch ,naturliche” bzw. nicht krankhafte hypoxische Bereiche, wie z. B. der Darm
mit einer Ox-Konzentration von 0 — 70 mm Hg oder Zellen der Leber mit < 1-60
mm Hg (Kessler et al., 1974).
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In wassrigen Losungen besitzt Sauerstoff eine geringe Loslichkeit. Bei einem
Partialdruck von 100 mm Hg Iésen sich nur 0,1 mmol I"! Sauerstoff. Diese geringe
Loslichkeit stellt den Grund fir die evolutionare Entwicklung von Sauerstoff-
transportierenden Molekilen dar, wie z. B. von Hamoglobin. Durch das
Hamoglobin werden 98 % des Sauerstoffs im Blut zu den jeweiligen Zellen
transportiert. Die restlichen 2 % sind im Blutplasma geldst.

Neben Sauerstoff spielt auch CO, fur viele Pro- und Eukaryoten eine
entscheidene Rolle. Es entsteht z. B. durch den Abbau organischer Molekule
wahrend des Citratzyklus. In der Atemluft ist Kohlendioxid zu 0,033 % enthalten.
Im menschlichen Korper ist diese Konzentration oft viel hoher, wie z. B. in
arteriellem Blut mit einer Konzentration von 40 mm Hg (5 %) oder in vendsem Blut
mit einer Konzentration von 46 mm Hg (6 %). Die Loslichkeit von CO; in einer
wassrigen Losung ist 20-mal starker als die von O,. Etwa 7 % des CO; liegen im
Blutplasma frei geldst vor, wahrend die restlichen 93 % in die Erythrocyten
diffundieren, wo etwa 70 % durch die Carboanhydrase in Hydrogencarbonat
umgewandelt werden, wahrend 23 % an Hamoglobin binden. Die Umwandlung
von CO; zu Hydrogencarbonat hat zwei Grunde: 1.) CO, wird von den Zellen zur
Lunge transportiert, wo es an die Umwelt abgegeben wird und 2.)
Hydrogencarbonat dient als Puffersubstanz, durch die in den Korperflissigkeiten
ein konstanter pH-Wert eingehalten werden kann.

CO; besitzt auch die Funktion eines Signalmolekils, da es verschiedene
Regulationsmechanismen beeinflusst. Bei C. albicans wird durch CO, der PKA-
Wege aktiviert, der unter anderem den Wechsel von der Hefeform in die
Hyphenform induziert. Bei einer hohen CO,-Konzentration von 5-6 %, wie sie z. B.
im Blut vorliegt, reagiert CO, mit H,O spontan zu HCO3™ und H*. HCO3 aktiviert
die Adenylatcyclase Cdc43, die durch die Synthese von cAMP die Proteinkinase A
aktiviert. Wachst C. albicans jedoch in einer Region mit einem geringeren CO»-
Gehalt, wie z. B. auf der menschlichen Haut, dann wird die Reaktion von CO, zu
HCO;3; durch die Carboanhydrase Nce103 katalysiert (Bahn und Muhlschlegel,
2006; Klengel et al., 2005). Fur das Wachstum bei Normoxie ist Nce103 ein
essentielles Enzym. Wird eine nce103-Mutante allerdings unter einer erhohten
CO,-Konzentration (5 %) angezogen, zeigt sie ein normales Wachstum (Klengel et
al., 2005).
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4.1 Die Regulation der Hyphenbildung bei Hypoxie erfolgt
durch einen alternativen Signalweg

Vorangegangene Studien zeigten bereits, dass der Efg1 Transkriptionsfaktor die
Hyphenbildung bei Normoxie induziert, sie aber bei Hypoxie und einer Temperatur
von < 37 °C reprimiert (Brown et al., 1999; Sonneborn et al., 1999; Setiadi et al.,
2006). Setiadi und Mitarbeiter (2006) stellten fest, dass der hyperfilamentose
Phanotyp des efg71-Deletionsstammes nur durch Hypoxie und nicht durch einen
erhohten CO,-Gehalt hervorgerufen wird.

In dieser Arbeit wurde der efg7-Deletionsstamm mit Hilfe einer INVIVOyqo-
Hypoxiebank unter verschiedenen Gasbedingungen angezogen und die bivalente
Funktion von Efg1 als Regulator der Hyphenbildung unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen, sowie bei unterscheidlichen Temperaturen bestatigt.
Bei Normoxie zeigte der efg7-Deletionsstamm eine defekte Hyphenbildung,
wahrend bei Hypoxie und einer Temperatur von 25 °C ein hyperfilamentdses
Wachstum gegenuber dem Wildtyp beobachtet wurde. Unter letzteren
Bedingungen fungiert Efg1 somit als Repressor der Hyphenbildung. Bei Hypoxie
und einer Temperatur von 37 °C zeigte der efg7-Deletionsstamm keine Hyphen
(im Gegensatz zum Wildtyp), was darauf hinweist, dass Efg1 bei 37 °C unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen immer als Aktivator fur die
Hyphenbildung wirkt. Diese Ergebnisse bestatigten die Theorie, dass in
Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration, aber auch von der Temperatur die
Hyphenbildung durch einen alternativen Signalweg gesteuert wird (Setiadi et al.,
2006; Ernst und Tielker, 2009). Bei niedrigen Temperaturen (< 35 °C) reprimiert
Sauerstoff einen alternativen Signalweg, fur den Efg1 notwendig ist. Diese
Repression ist jedoch nicht vollstandig, da der Wildtyp eine leichte Hyphenbildung
bei Hypoxie und einer Temperatur von 25 °C zeigte.

Da bei einer Temperatur von 37 °C und Hypoxie der efg7-Deletionsstamm
fast keine Hyphen ausbildete, wird Efg1 bei dieser erhdhten Temperatur
wahrscheinlich, ahnlich wie bei Normoxie, durch den PKA-Weg aktiviert. Das
restliche Hyphenwachstum der efg7-Mutante unter diesen Bedingungen kénnte
darauf zurtckzufihren sein, dass beide Signalwege (PKA- und alternativer Weg)
aktiv sind (Abb. 28). Fehlt Efg1 kann somit die Hyphenbildung weder Uber den
PKA-Weg induziert, noch uber den alternativen Weg reprimiert werden. Es ist aber
noch unklar, wie die Temperatur und/oder das Efg1 Protein die Signalwege auf
molekularer Ebene regulieren.
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Abb. 28: Regulation der Hyphenbildung unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen in Abhédngigkeit von der Temperatur. A: Regulation der Hyphenbildung
durch den PKA-Weg bei Normoxie und 37 °C. B: Regulation der Hyphenbildung durch einen
alternativen Weg bei Hypoxie und 25 °C. C: Regulation der Hyphenbildung durch den PKA-
und den alternativen Weg bei Hypoxie und 37 °C.

4.2 Efg1 als Regulator des filamentosen Wachstums und der
Biofilmbildung bei Hypoxie

Um die Regulation durch Efg1 auf transkriptomaler Ebene zu untersuchen, wurden
bereits vergleichende Transkriptomanalysen des Wildtypstamms und der efg7-
Mutante unter normoxischen sowie hypoxischen Bedingungen durchgefuhrt
(Doedt et al., 2004; Setiadi et al., 2006). In dieser Arbeit wurde EFG1 mit Hilfe des
,1et-on“-Systems im Rahmen einer zeitlichen Kinetik mit kurzen Induktionszeiten
bei Normoxie und Hypoxie exprimiert. Ziel war es hierbei, die Gene zu ermitteln,
die unmittelbar durch Efg1 beeinflusst werden.

In den vorangegangenen Arbeiten wurde unter normoxischen Bedingungen
bereits festgestellt, dass Efg1 die Expresson von Zellwandproteinen und Genen
mit antioxidativer Wirkung reguliert (Lane et al., 2001; Nantel et al., 2002; Doedt et
al., 2004; Setiadi et al., 2006). In dieser Arbeit zeigte sich bei Normoxie innerhalb
der ersten 5 Minuten nach Induktion von EFG1 ebenfalls eine Regulation von
Genen fur Zellwandproteine, wie z. B. von HWP1, ECE1 und ALS3. Da diese
Gene aulderdem bei Normoxie hyphenspezifisch exprimiert werden, wird erneut
deutlich, dass Efg1 ein Regulator der Hyphenbildung bei Normoxie ist. Ebenfalls
wurden durch Efg1 Gene positiv reguliert, die flr reduzierend wirkende Molekile
kodieren. Darunter fallen die Superoxiddismutase SOD22.3.F, aber auch die
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Eisenreduktase FRE30.3. Diese Gruppe regulierter Gene weist darauf hin, dass
Efg1 einen Einfluss auf die Neutralisierung der z. B. durch die unvollstandige
Reduktion von Sauerstoff entstandenen Radikale (ROS) der Atmungskette hat.
Insgesamt wurden unter normoxischen Bedingungen weniger Gene negativ als
positiv durch Efg1 reguliert. Dieses Ergebnis koénnte durch die sehr kurze
Induktionszeit des EFG1-Gens begrundet sein, in welcher stabile RNA negativ
regulierter Gene noch nicht abgebaut wurde.

Vorherige Transkriptomanalysen unter hypoxischen Bedingungen zeigten,
dass Efg1 einer der Hauptregulatoren der hypoxischen Antwort ist, da dieser
Transkriptionsfaktor die Expression etwa der Halfte der in C. albicans hypoxisch
regulierten Gene steuert. Positiv wurden Gene der Stressantwort (z. B. HSP12,
CTA1 und DDRA48), der Fettsaurebiosynthese (z. B. OLE71 und FASZ2), sowie
einzelne Gene der Glykolyse und der fermentativen Antwort der Zelle durch Efg1
reguliert (Setiadi et al., 2006). Die geringe Regulation glykolytischer Gene in der
Arbeit von Setiadi (2006) war Uberraschend, da diese bei Normoxie durch Efg1
induziert werden. Efg1 schien demnach kein entscheidender Regulator der
Glykolyse bei Hypoxie zu sein. Durch die transkriptionelle Kinetik der EFG1-
Expression in dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass fast alle Gene der
Glykolyse nach der EFG1-Induktion bei Hypoxie (nicht aber bei Normoxie)
induziert wurden. Somit wird Efg1 vermutlich fur die schnelle Anpassung an
hypoxische Bedingungen bendtigt, wahrend es bei einer langeren Anpassung an
Hypoxie zur Induktion von Glykolysegenen nicht bendtigt wird. Wahrscheinlich
Ubernehmen andere hypoxische Regulatoren die langfristige Induktion dieser
Gene (Askew et al., 2009).

Ein weiteres Uberraschendes Ergebnis der Transkriptomkinetik war, dass
durch EFG1 bei Hypoxie Gene aktiviert wurden, von denen bekannt ist, dass sie
bei einer Biofilmbildung unter normoxischen Bedingungen induziert werden. Da
Mutanten, denen das EFG7-Gen fehlt, unter keinen Umstanden mehr in der Lage
sind, einen Biofilm zu bilden (Abb. 15), ist Efg1 ein zentraler Regulator der
Biofilmbildung. Diese Wirkung ist auch bei normoxischer Biofilmbildung wichtig, da
auch bei Normoxie in Biofilmen hypoxische Bereiche entstehen, die sich
wahrscheinlich besonders in tieferen Schichten des Biofilms, nahe der
Adhéasionsoberflache, bilden.

Die Gengruppen, die bei der Expression von EFG71 unter hypoxischen
Bedingungen positiv reguliert wurden, waren 1.) Gene der Glykolyse, 2.) Gene des
Schwefelmetabolismus, 3.) Gene der Eisenaufnahme und 4.) Gene, die fur
peroxisomale Funktionen kodieren. Somit scheint eine erhohte Aktivitat der
Glykolyse essentiell fur die Biofilmbildung von C. albicans zu sein, was bereits
durch mehrere Studien bestatigt wurde (Mukherjee et al., 2006; Yeater et al.,
2007; Rossignol et al., 2009; Sellam et al., 2009). Andererseits konnten Mukherjee
und Mitarbeiter (2006) ebenfalls zeigen, dass Ethanol, welches durch die
Glykolyse entsteht, das Ausmal} der Biofilmbildung beschrankt.
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Weiterhin wurden Gene fur die Schwefelassimilation und der Biosynthese von
schwefelhaltigen Aminosauren reguliert (Garcia-Sanchez et al., 2004; Nailis et al.,
2009). Diese Gruppe wurde hier bei Hypoxie durch Efg1schnell induziert, wahrend
sie in vorherigen Transkriptomanalyse der efg7-Mutante nicht entdeckt wurden
(Setiadi et al., 2006). Wie im Fall der glykolytischen Gene scheint Efg1 bei
Hypoxie fur die schnelle Adaptation, aber nicht die langfristige Induktion der
Schwefelassimilationsgene notwendig zu sein. Der  Nutzen der
Schwefelassimilation bei Hypoxie konnte damit erklart werden, dass durch den
gestorten Ablauf der Atmungskette bei Hypoxie Radikale (ROS) entstehen, die
umliegende Molekille oxidieren und somit schadigen (Dirmeier et al., 2002).
Verbindungen wie Methionin, Cystein, Thioredoxin oder das Coenzym-A besitzen
eine Sulfhydrylgruppe und sind in der Lage, freie Radikale zu reduzieren. Eine
gesteigerte Bereitstellung von Schwefel bzw. Schwefelverbindungen bei Hypoxie
kénnte somit dem Schutz der Zelle vor Oxidation dienen.

Die dritte Guppe der durch Efg1unter hypoxischen Bedingungen induzierten
Gene besitzt in der Zelle peroxisomale Funktionen. Diese Gene kodieren flr
Proteine, die ebenfalls die Aufgabe haben, ROS in der Zelle zu neutralisieren, z.
B. SOD5 und CTAT1. Die vierte Klasse hypoxisch Efg1-regulierter Gene umfasst
Gene fur die Eisenaufnahme. Die gesteigerte Expression dieser Gene kdonnte den
Versuch der Zelle wiederspiegeln das geringe Sauerstoffangebot durch die
Optimierung der Funktion der eisenhaltigen Proteine der Atmungskette
auszugleichen. Durch verstarkte Eisenaufnahme kann die EFG7-Expression
ebenfalls aktiviert werden, um die Filamentierung und die Biofilmbildung zu
aktivieren (Hameed et al., 2008).

Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass die durch Efg1 unter
hypoxischen Bedingungen schnell induzierten Gene mit den Genen
ubereinstimmen, die ebenfalls in einem unter normoxischen Bedingungen
entstandenem Biofilm induziert werden. Efg1 ist somit ein positiver Regulator der
Biofilmbildung, bei der auch bei Normoxie hypoxische Bereiche entstehen (z. B. in
tiefen Schichten des Biofilms).

4.3 Biofilmbildung verschiedener Mutantenstamme variiert
in Abhangigkeit des O,- und CO,-Gehalts

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C. albicans bei Hypoxie alternative
Regulationswege der Morphologie und des Metabolismus verwendet. Um
festzustellen, ob die Bildung von Biofilmen von C. albicans unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen von denselben Komponenten gesteuert wird,
wurden in dieser Arbeit Mutanten untersucht, denen Proteine fehlen, die bei
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Normoxie fur die Biofilmbildung notwendig sind. Ziel war es, Verhalten und
Fahigkeit zur Biofilmbildung dieser Mutantenstamme bei Hypoxie zu beobachten.
Es ist bereits bekannt, dass die Biofilmbildung einer efg7-Mutante bei Normoxie
defekt ist (Ramage et al., 2002; Garcia-Sanchez et al., 2004). Dieser Phanotyp
zeigte sich ebenso bei Hypoxie und allen getesteten CO,-Bedingungen. Ein flo8-
Deletionsstamm zeigte den gleichen defekten Phanotyp wie die efg7-Mutante. Da
schon fir die Hyphenbildung beschrieben wurde, dass Flo8 und Efg1 in ihrer
Funktion synergistisch sind (Cao et al., 2006), scheint die Induktion auch fur die
Biofilmbildung wichtig zu sein. Einen ahnlichen Biofilmdefekt zeigte eine pmt1-
Mutante, in der die O-Mannosylierung sekretorischer Proteine gestort ist (Timpel
et al., 1998)

Andere Deletionsstamme zeigten Uberraschenderweise eine
unterschiedliche Biofilmbildung bei Normoxie und Hypoxie. Die Deletionsstamme
der Transkriptionsfaktoren Tec1, Ace2 und Czf1 waren bei Normoxie nicht in der
Lage einen Biofilm zu bilden (Ramage et al., 2002; Garcia-Sanchez et al., 2004,
Kelly et al., 2004; Nobile und Mitchell, 2005), wahrend sie bei Hypoxie keine oder
nur eine geringe Rolle zu spielten, da alle Mutanten in der Lage waren, einen
Biofilm zu bilden. Uberraschend war, dass die czf1-Mutante bei Wachstum unter
Hypoxie einen Biofilm bilden konnte, da dieser Stamm unter sauerstoffarmen
Bedingungen (embedded) eine defekte Hyphenbildung zeigt (Giusani et al., 2002).
Weitere untersuchte Mutanten, die einen Defekt der Oberflachenstruktur oder
Signalweiterleitung besitzen und bei Normoxie Biofilm-defekt sind, zeigten
ebenfalls keine gestorte Biofilmbildung bei Hypoxie. Dazu gehéren Mutanten mit
Defekten fur das Zellwandprotein Als3 (Nobile et al., 2006; Zhao et al., 2006) und
Proteine, die fur die N- (Och1) oder O-Glykosylierung (Pmt2 und Pmt4) notwendig
sind (Bates et al.,, 2006; Peltroche-Llacsahuanga et al., 2006). Der als3-
Deletionsstamm zeigte bei Normoxie in vitro eine defekte Biofilmbildung, war in
vivo aber wohl in der Lage einen intakten Biofilm zu bilden. Es scheint also, dass
die Biofilmbildung in vivo und in vitro, bzw. bei Normoxie und Hypoxie
unterschiedlich reguliert werden. Uberraschend war auch, dass Mutanten
verschiedener MAP-Kinasewege (mkc1 und ssk7) nicht nur auf ein vermindertes
Angebot an Sauerstoff reagierten, sondern auch auf einen erhéhten CO,-Gehalt.
Dieses Verhalten wurde dadurch deutlich, dass die Deletionsstamme bei
Normoxie und Hypoxie eine defekte Biofilmbildung besalien, die bei Hypoxie mit 6
% CO, wieder normalisiert wurde. Durch dieses Ergebnis wird klar, dass die
Biofilmbildung nicht nur durch die Sauerstoff-, sondern auch durch die CO»-
Konzentration reguliert wird.

Zusammengefasst ist festzustellen, dass die Biofilmbildung sehr sensitiv auf
die Umgebungsbedingung reagiert. Weiterhin wird deutlich, dass fur die
Biofilmbildung je nach Umweltbedingung unterschiedliche Regulatoren bendtigt
werden.
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Abb. 29: Modell der Regulation der Biofilmbildung bei Normoxie und Hypoxie. Alle in
dieser Arbeit getesteten Gene waren bei Normoxie fir die Biofilmbildung notwendig. Bei
Hypoxie waren nur noch ein Teil der getesteten Gene fiir die Biofilmbildung notwendig. Andere
Gene inhibierten die Biofilmbildung.

4.4 Eine SCH9-Deletion in C. albicans verkirzt die
Lebensspanne (CLS) im Gegensatz zu einer sch9-
Deletion in S. cerevisiae

Als chronologische Lebensspanne (CLS) wird die zeitliche Lebensfahigkeit bzw.
Langlebigkeit einer Zelle bezeichnet. Von der Backerhefe S. cerevisiae ist bereits
bekannt, dass die CLS durch eine Hemmung oder Deletion von Sch9 verlangert
wird (Fabrizio et al., 2001; Wanke et al., 2008). Durch Versuche zur CLS wurde
aullerdem die direkte Hemmung von Rim15 durch Sch9 bestatigt (Wanke et al.,
2008). In dieser Arbeit wurden ebenfalls Versuche zur Abhangigkeit der CLS von
der Sch9-Kinase bei C. albicans durchgefuhrt, die Uberraschenderweise von den
Ergebnissen bei S. cerevisiae abweichen. Bei C. albicans fluhrte eine Deletion der
Sch9-Kinase nicht zu einer verlangerten, sondern im Gegenteil, zu einer
verkurzten chronologischen Alterung. Die Deletion der Tpk1-lsoform der PKA
fuhrte ebenfalls zu einer dem Wildtyp gegenliber verkirzten Uberlebensrate. Die
rim15-Deletion bei C. albicans zeigte einen der Backerhefe ahnlichen Phanotyp,
da diese ebenfalls eine verkurzte Lebensspanne besal3, wahrend eine Deletion
der Tpk2-lsoform kaum oder gar keinen Einfluss auf die chronologische
Lebensspanne hatte. Neben der verklrzten Lebenszeit fiel auf, dass die ZellgroRe
der sch9- und tpk71-Mutante kleiner war als die des Wildtyps, was flur eine Deletion
von SCHY9 in S. cerevisiae bereits beschrieben wurde (Jorgensen et al., 2002).
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Dort proliferieren die Zellen ebenfalls langsamer und verweilen in der G4-Phase,
was durch eine eingeschrankte Expression der Gene fur ribosomale Proteine und
der ribosomalen Biogenese verursacht wird (Jorgensen et al., 2002).

Zusammengefasst ahnelt sich der Phanotyp der Koloniegrof3e der sch9-
Mutante von C. albicans und S. cerevisiae. Jedoch wird die chronologische
Lebensspanne in beiden Pilzen unterschiedlich reguliert.

4.5 Die Genregulation durch Sch9 in C. albicans
unterscheidet sich unter hypoxischen und normoxischen
Wachstumsbedingungen

Da Sch9 verantwortlich fir eine komplexe Regulation bei Hypoxie ist, wurde mit
Hilfe von Microarray-Analysen das gesamte Transkriptom der C. albicans sch9-
Mutante unter oxischen und hypoxischen Bedingungen untersucht. Es wurden
Gengruppen identifiziert, deren Gene unter den einzelnen Bedingungen
mindestens zweifach positiv bzw. zweifach negativ reguliert wurden. Bei S.
cerevisiae wurden ebenfalls bereits Transkriptomanalysen durchgefuhrt, in denen
die Regulation einer sch9-Mutante mit der des Wildtyps verglichen wurde. In
diesen Studien wurde deutlich, dass Sch9 im Wildtyp bei Normoxie verantwortlich
fur die negative Regulation typischer Stressantwortproteine (Osmostress,
Hitzestress, oxidativer Stress) (Pascual-Ahuir und Proft, 2007; Smets et al., 2008)
und ein positiver Regulator der Translationsmaschinerie ist (Jorgensen et al.,
2004; Urban et al., 2007). Diese Gengruppen wurden auch bei C. albicans durch
Sch9 reguliert, allerdings nur bei Hypoxie. Dabei wurden im Wildtyp von C.
albicans durch Sch9 Gene der Stressantwort erhoht und Gene der Translation
erniedrigt, also genau umgekehrt zur Regulation bei Normoxie bei S. cerevisiae.
Daraus kdonnte man schlief3en, dass bei S. cerevisiae und C. albicans die Zielgene
von Sch9 ahnlich sind, diese jedoch unterschiedlich reguliert werden. Andererseits
wurden in dieser Arbeit die Stamme fur die Transkriptomanalyse in Medium mit 2
% Saccharose statt Glukose angezogen und flur S. cerevisiae ist bekannt, dass
eine Kalorienrestriktion die Kinase Sch9 hemmt. Es kann demnach nicht
ausgeschlossen werden, dass in diesem Experiment das Fehlen von Glukose im
Medium teilweise zu einer erniedrigten Aktivitat von Sch9 fuhrt.

Vergleicht man die Ergebnisse der Transkriptomanalyse der sch9- mit der
efg1-Mutante bei C. albicans, fallt auf, dass unter hypoxischen Bedingungen Gene
der Translation sowohl durch Efg1, als auch durch Sch9 reprimiert werden. Gene
der Glykolyse und der Stressantwort werden dagegen durch beide Proteine
induziert.
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Zwei dominante Gengruppen, die im Wildtyp durch Sch9 bei Hypoxie negativ
reguliert werden, enthalten Gene der Ergosterolbiosynthese und der
Eisenaufnahme. Beide Gruppen besitze Gene, die fur typische
Sauerstoffsensoren kodieren. Da die Expression dieser Gene durch Sch9
allerdings negativ reguliert wird, kdnnte die Proteinkinase ein Gegenspieler der
hypoxischen Antwort sein.

Zusammenfassend werden bei verschiedenen Gasbedingungen durch
Sch9 verschiedene Gengruppen reguliert. Die meisten Ubereinstimmungen der
durch Sch9 regulierten Gengruppen befanden sich zwischen den hypoxisch
angezogenen Zellen. Weiterhin wurden bei C. albicans und S. cerevisae durch
Sch9 ahnliche Gengruppen, teilweise jedoch gegensatzlich, reguliert. Aullerdem
existieren auch einige Uberschneidungen mit den durch Efg1 regulierten
Gengruppen. Es werden zwar ahnliche Gengruppen durch Sch9 und Efg1 bei C.
albicans und durch Sch9 bei C. albicans und S. cerevisiae reguliert, jedoch
scheinen die jeweiligen Umwelteinflisse eine unterschiedliche Wirkung auf diese
Regulation zu haben.

4.6 Sch9 als Teil des alternativen Signalweges der
Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingungen

Die sch9-Mutante war unter normoxischen Bedingungen unabhangig von der
Temperatur nicht in der Lage Hyphen zu bilden. Bei einer Temperatur von 25 °C
und einer Oz-Konzentration von 0,2 % zeigte sie ebenfalls keine Hyphenbildung,
anders als der hyperfilamentdse Phanotyp der efg1-Mutante bei Hypoxie. Wurde
jedoch gleichzeitig die CO2-Konzentration auf 6 % erhdht, bildeten sich sehr starke
Hyphen, die sogar starker waren als die des efg7-Deletionsstammes. Somit
scheint die Kinase Sch9 wie Efg1 bei Hypoxie ein Repressor der Hyphenbildung
zu sein, jedoch nur in Anwesenheit von hohen CO»-Konzentrationen. Bestatigt
wurde dieses Ergebnis durch die Rekonstitution des sch9-Deletionsstammes, der
nach der Integration von SCH9 den gleichen Phanotyp wie der Wildtyp zeigte.
Experimente zur Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration ergaben, dass fur
die Sch9-Funktion bei der Hyphenbildung eine Herabsetzung der
Sauerstoffkonzentration von 21 % auf etwa 10 % bereits reicht. Auch eine CO»-
Konzentration von 6 % konnte bis zu einer Konzentration von 0,5 % reduziert
werden, um noch einen leicht hyperfilamentdsen Phanotyp hervorzurufen. Aus
diesen Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass die Kinase Sch9 sehr sensitiv
gegenuber Sauerstoff (als Inhibitor) und Kohlendioxid (als Aktivator) ist. Bei einer
Wachstumstemperatur von 37 °C anderte sich der Phanotyp des sch9-
Deletionsstammes gegenuber einer Temperatur von 25 °C, da er nun dem des
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Wildtyps glich und die Kolonien unabhangig der COj-Konzentration Filamente
zeigten. Es scheint, als ob die Repression der Hyphenbildung unter diesen
Umstanden nun aufgehoben und Sch9 unter diesen Bedingungen fur die
Hyphenbildung nicht mehr zwingend notwendig ist.

Im Gegenteil zum Wachstum auf festem Medium zeigte der sch9-
Deletionsstamm bei Wachstum in Normoxie und flussigem Medium und einer
Temperatur von 25 °C eine starke Pseudohyphenbildung. Echte Hyphen traten
erst bei einer Temperatur von 37 °C auf. Das weist darauf hin, dass das
Vorhandensein einer Matrix bzw. einer Oberflache die Kinase Sch9 auf eine
andere Weise reguliert als planktonisches Wachstum. Zum Beispiel konnte das
Wachstum echter Hyphen im menschlichen Korper in einem flussigen Medium mit
einem hohen Sauerstoffgehalt (z. B. arterielles Blut) durch Sch9 gehemmt werden.
Adhariert C. albicans dagegen an weitere Zellen im Korper und dringt in diese ein,
wlrden wahrscheinlich der Oberflachenkontakt, das hypoxische Milieu und der
erhdhte CO,-Gehalt innerhalb der Zellen das filamentdse Wachstum steuern.

Aus friheren Untersuchungen ist bereits bekannt, dass bei S. cerevisisae
die Kinase Rim15 sowohl Uber die Kinase des PKA-Weges, als auch uber Sch9
reguliert wird (Wanke et al., 2008). Bei C. albicans ist die genaue Funktion und
Anordnung der beiden Kinasen Rim15 und Sch9 noch unbekannt. Um Hinweise
auf Funktion und Regulation dieser Proteine zu erhalten, wurde in dieser Arbeit
neben Sch9 und Efg1 auch die Morphologie der Proteinkinaseuntereinheiten Tpk1
und Tpk2, sowie der Kinase Rim15 bei Normoxie und Hypoxie, mit und ohne
erhdhtem CO,-Gehalt untersucht. Dabei fiel auf, dass die tpk7-Mutante einen
ahnlichen Phanotyp zeigte wie die sch9-Mutante. Auch hier war eine Sensitivitat
gegenutber CO; in Verbindung mit Hypoxie zu beobachten. Allerdings war der
Phanotyp nicht ganz so stark ausgepragt, wie der der sch9-Mutante. Die Deletion
von Rim15 zeigte dagegen keine Veranderung zum Wildtyp, was darauf hinweisen
konnte, dass Rim15 nicht in einem alternativen Signalweg der Hyphenbildung
aktiv ist. Tpk2 wird dagegen unter allen Bedingungen fur die Hyphenbildung
bendtig.

Bezieht man die Ergebnisse der efg7-Deletionsmutante mit ein (Abschnitt
3.1.2), so scheint, dass bei C. albicans die Hyphenbildung durch mehrere
Signaltransduktionswege kontrolliert wird. Unter normoxischen Bedingungen ist
der PKA-Weg ein Hauptregulator der Hyphenbildung. Bei Hypoxie und
Temperaturen unter 37 °C wird ein zum PKA-Weg paralleler
Signaltransduktionsweg durch Efg1 gehemmt. Steigt die CO,-Konzentration, wird
dieser zusatzlich auch durch Sch9 und Tpk1 gehemmt. Dabei ist nicht bekannt, ob
Sch9, TPK1 und Efg1 in unterschiedlichen oder gleichen Wegen aktiv sind.
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass bei Temperaturen ab 37 °C unter
hypoxischen Bedingungen wieder ein PKA ahnlicher Weg oder der PKA-Weg
selber aktiviert wird. Warum C. albicans die Hyphenbildung auf diese Weise
reguliert, ist noch unklar. Es ist aber festzustellen, dass Temperaturen unter 37 °C

82



Diskussion

und Kontakt zu einer Oberflache (z. B. Agar) den hyperfilamentosen Phanotyp der
vitro férdern. Ob diese Regulation auf eine

einzelnen Mutanten bei Hypoxie in

spezielle Nische im menschlichen Korper zugeschnitten ist,

lebten, ist unbekannt.

Normoxische Regulation Hypoxische Regulation
* hoher O2-Gehalt * niedriger O2-Gehalt
* hohe Temperaturen * niedrige Temperaturen
* Induktoren * Oberfachenkontakt
= neutraler pH * neutraler und niedriger pH
Ras1
Cdc35 co:
AMP
?pk 1 Efg1+Efh1/Flo8 Scho/
Tpk2 Tpk1
Flo8 T
Efg1

Czf1

Hyphenwachstum

Abb.30: Regulation des Hyphenwachstums unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Bei Normoxie wird das Hyphenwachstum durch den PKA-Weg induziert. Bei
Hypoxie wird das Hyphenwachstum durch einen alternativen Signalweg induziert, der durch
Efg1 und bei Anwesenheit von CO, durch Sch9 und Tpk1 gehemmt wird. In dieses Schema
wurden auch die Transkriptionsfaktoren Flo8, Czf1 und das homologe Protein zu Efg1, Efh1,

integriert.
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5. Zusammenfassung

Candida albicans ist ein humanpathogener Pilz, der oberflachliche, aber auch
systemische Mykosen hervorrufen kann. Dabei besiedelt der Pilz normoxische
Bereiche wie die Haut, aber auch hypoxische Nischen, wie innere Organe. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Beteiligung des Transkriptionsfaktors Efg1 und der
Kinase Sch9 an der hypoxischen Adaptation von C. albicans untersucht.

Das Efg1-Protein ist als Teil des Proteinkinase A-Signalweges ein zentraler
Regulator der Morphogenese und des Metabolismus von C. albicans. Efg1 hat eine
bivalente Funktion, da es unter normoxischen Bedingungen die Hyphenbildung
induziert, wahrend es diese unter hypoxischen Bedingungen reprimiert. In vorigen
Transkriptomanalysen wurde bereits gezeigt, dass Efg1 eine Vielzahl von Genen
direkt oder indirekt reguliert. In dieser Arbeit wurden durch eine transkriptomale
Kurzzeitkinetik im Anschluss an die EFG17-Expression mit dem "tet-on"-System die
direkten oder frihen Zielgene von Efg1 ermittelt. Dabei zeigte sich, dass bei Normoxie
die Expression der Gene flur Zellwandproteine (z. B. HWP1, ECE1) und flr
reduzierend wirkende Enzyme (z. B. SOD22) unmittelbar durch Efg1 induziert wurden.
Unter hypoxischen Bedingungen wurden Uberraschend vor allem solche Gengruppen
durch Efg1 positiv reguliert, von denen bekannt ist, dass sie bei der Biofilmbildung von
C. albicans induziert werden. Zu diesen Gengruppen zahlen Gene der Glykolyse, des
Schwefelmetabolismus, der Eisenaufnahme, sowie Gene mit peroxisomaler Funktion.
Efg1 ist somit ein positiver Regulator der Biofilmbildung, bei der vermutlich auch bei
Normoxie hypoxische Bereiche entstehen.

Die Fahigkeit von C. albicans, auch unter hypoxischen Bedingungen Biofilme
zu bilden und dafir bendtigte Proteine wurden in einem Mikrotiterplatten-
Biofilmsystem untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass einige der untersuchten
Komponenten, die bei Normoxie notwendig sind, unter hypoxischen Bedingungen fur
die Biofilmbildung entbehrlich sind, wie z. B. Ace2, wahrend andere Proteine, wie
Och1, bei Hypoxie die Biofilmbildung inhibieren. Andere Proteine einschliel3lich Efg1
und Flo8 waren unter allen Bedingungen fur die Biofilmbildung erforderlich oder
wurden in Abhangigkeit von dem Kohlendioxidgehalt bendtigt. Diese Ergebnisse
zeigen, dass Gasbedingungen einen signifikanten Einfluss auf die Regulation bzw.
Bildung eines C. albicans-Biofilms haben.

Versuche zur Sch9 Kinase zeigten, dass dieses Protein nicht nur durch
Sauerstoffmangel, sondern auch durch den Kohlendioxidgehalt den Phanotyp von
C. albicans kontrolliert. Eine sch9-Mutante bildete bei Hypoxie keine Hyphen,
wahrend bei Hypoxie und einer hohen Kohlendioxidkonzentration ein starkes
hyperfilamentéses Wachstum beobachtet wurde. Transkriptomanalysen zeigten, dass
Sch9 bei Normoxie den Transkriptspiegel von Genen fur Zellwand- oder
Membrankomponenten und den Hexosetransport erniedrigt, wahrend es Gene flr den
Glukosemetabolismus induziert. Unter hypoxischen Bedingungen dagegen reprimiert
Sch9 Gene fur Translationskomponenten, wahrend es Gene flr die zellulare
Stressantwort induziert.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Morphologie und Genexpression bei
C. albicans unter Hypoxie anders als bei Normoxie reguliert werden. Méglicherweise
unterdruckt C. albicans bei Hypoxie die Hyphenbildung in bestimmten Wirtsnischen,
um als Hefe zu proliferieren oder als kommensale Hefe dem Immunangriff zu
entgehen.
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Zusammenfassung

Summary

Candida albicans is a pathogenic fungus that can cause superficial, but also systemic
infections. The fungus colonizes normoxic areas like the skin, but also hypoxic niches,
like internal organs. In this work the involvement of the transcription factor Efg1 and
the Sch9 kinase in the hypoxic adaptation of C. albicans was investigated.

The Efg1 protein is part of the protein kinase A signaling pathway functioning
as a central regulator of morphogenesis and metabolism. Efg1 has a bivalent function
because it induces hypha formation during normoxia, while it represses hypha
formation under hypoxic conditions. Previous transcriptome analyses have already
revealed that Efg1 is a direct or indirect regulator of a variety of genes. In this work
early Efg1-regulated genes were determined by a short-term transcriptomal kinetic
analysis subsequent to EFG1 expression by the "tet-on” system. The results showed
that in normoxia the expression of genes for cell wall proteins (e.g. HWP1, ECE1) and
of enzymes that have a reducing effect (e.g. SOD22) were induced rapidly by Efg1.
Under hypoxic conditions, however, mainly genes known to become induced during
biofilm formation of C. albicans were upregulated by Efg1. The respective groups of
genes include genes involved in glycolysis, sulfur metabolism, iron uptake, as well as
genes with peroxisomal function. Therefore, Efg1 is a positive regulator of biofilm
formation, which appears to contain hypoxic areas, even during normoxic growth.

The ability of C. albicans to form a biofilm even under hypoxic conditions and
the regulatory proteins involved were examined in a microtiter plate system of biofilm
formation. It was found that several of the components that are needed for biofilm
formation under normoxia are dispensable under hypoxic conditions including Ace2,
while other proteins, such Och1, inhibit biofilm formation under hypoxia. Yet other
proteins including Efg1 and Flo8, were required under all conditions for biofilm
formation or were required depending on the carbon dioxide concentration. These
results show that gas conditions have a significant influence on the regulation and
formation of biofilms in C. albicans.

It was also shown that the phenotype of C. albicans is controlled by the Sch9
kinase not only by the lack of oxygen, but also by levels of carbon dioxide. A sch9
mutant was not able to form hyphae under hypoxic conditions, while during hypoxia
and high carbon dioxide concentrations, a strong hyperfilamentous phenotype was
observed. Transcriptome analyses revealed that Sch9 in normoxia lowered the
transcription level of genes for cell wall or membrane components and the transport of
sugars, while it induced genes for glucose metabolism. Under hypoxic conditions,
however, Sch9 repressed genes for translational components, while it induced genes
for the cellular stress response.

These results indicate that morphology and gene expression in C. albicans are
differently regulated during normoxia and hypoxia. Conceptionally C. albicans
suppresses filamentation under hypoxia in certain host niches in order to proliferate in
the yeast form, or to evade the immune attack as a commensal yeast.
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Abkurzungen

7. Abkiurzungen

°C Grad Celsius

J mikro

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

ATP Adenosin-5’-triphosphat

b (bp) Basen (Basenpaare)

bHLH basic Helix-Loop-Helix
bidest. bidestilliert

bzw. beziehungsweise

ca. circa

C. albicans Candida albicans

cDNA komplementare DNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxinukleotid

DTT 1,4-Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
Fa. Firma

g Gramm

h Stunde

HRE hypoxia response element
kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB Nahrmedium nach Luria-Bertani
log logarithmisch

M Molar

min Minuten

mi Milliliter

mM Millimolar

MOPS 4-Morpholinopropansulfonsaure
MRNA messenger RNA

nm Nanometer

ODX optische Dichte bei L = x nm
ORF offener Leserahmen

PBS Phosphate buffered saline
PCK1p PCK1-Promotor

PCR ‘polymerase chain reaction’
PEG Polyethylenglycol
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Abkurzungen

pH

PKA
RNA
RNase
mRNA
rRNA
RT
RT-PCR
SAT1

S.c.
SDS

Ss

SSC
Tab.

TE
TEMED
Tris

u.a.
UN
Upm
X-Gal
val.
YNB
wit

z. B.

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration
Proteinkinase A
Ribonukleinsaure

Ribonuklease
messanger RNA
ribosomale RNA
Raumtemperatur
reverse transcriptase polymerase chain reaction
Gen fur Streptothricin-Acetyl-Transferase
Sekunde
Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat
Einzelstrang
standard saline citrate
Tabelle
Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-diamin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
units
unter anderem
uber Nacht
Umdrehungen pro Minute
5-Brom4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid
vergleiche
Yeast nitrogen base
Wildtyp
zum Beispiel
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