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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1  Candida albicans als humanpathogener Pilz

C. albicans gilt als bedeutenster Erreger humaner Mykosen. Bei dem Organismus handelt es
sich um einen opportunistisch pathogenen Pilz, der als Kommensale hédufig den gesunden
Menschen besiedelt. So kann bei 75 % der Menschen Candida auf den Schleimh&uten von
Darm, Mund und Nase sowie des Genitalbereichs nachgewiesen werden (Ghannoum et al.,
2010). Neben meist harmlosen oberfldchlichen Mykosen kann C. albicans insbesondere bei
immunsupprimierten Personen auch eine lebensgefdhrliche systemische Infektion
hervorrufen. In diesem Fall kommt zu einer Besiedelung der inneren Organe wie Leber oder
Nieren, die in 40 % der Félle todlich verlauft (Pfaller, 1996). Ein weiterer wichtiger Aspekt ist
die Fihigkeit von C. albicans Biofilme zu bilden, in denen die Pilzzellen eingebettet in einer
Matrix die Oberfliche von invasiven medizinischen Hilfsmitteln wie Venen- oder
Herzkathetern besiedeln konnen (Crump und Collignon, 2000). Die Besiedelung von
Venenkathetern durch Biofilme ist nach Schédtzungen des European Centre for Disease
Prevention and Control fiir zwei Drittel der nosokomialen Infektionen verantwortlich. Eine
Candidédmie zéhlt dabei zu den am héufigsten auftretenden systemischen Infektionen und
endet durch eine Sepsis bei bis zu 65 % der Patienten tddlich (Annual European
Communicable Disease Epidemiological Report 2005).

Eine zentrale Rolle bei der Infektion durch C. albicans spielt der Dimorphismus des
Pilzes, die Fahigkeit als Hefeform oder echte Hyphe zu wachsen, als wichtigster
Virulenzfaktor (Odds, 1998). So sind Mutanten fiir essentielle Transkriptionsfaktoren der
Morphogenese wie Efgl und Cphl, die keine Hyphen mehr bilden koénnen, im
Mausinfektionsmodell avirulent (Lo et al., 1997; Stoldt et al., 1997). Hyphen zeigen eine
stairkere Adhdsion an Wirtsepithelien als Hefezellen, was auf die abweichende
Zellwandzusammensetzung der filamentosen Form mit einem hoheren Anteil an hydrophoben
Bestandteilen zuriickzufithren ist (Odds, 1994; Cutler, 1991). Dariiber hinaus ist die
filamentose Wachstumsform die invasive Form, die fiir die Penetration der Epithelzellen bei
der Gewebeinvasion benotigt wird (Hostetter, 1994), und dem Pilz sogar ermdglicht, nach der
Phagozytose durch Makrophagen aus diesen herauszuwachsen (Vasques-Torres und Balish,
1997). Die Hefeform ermoglicht dagegen tiber ihre schnelle Vermehrung durch Knospung
eine Verteilung im Wirt mit Hilfe des Blutstroms (Odds, 1988; Cutler, 1991).

Die Adhidsion an Wirtsepithelien in der ersten Phase der Infektion wird durch
verschiedene Strukturen der Candida-Zelloberfliche ermdoglicht. Zum einen tritt eine
unspezifische Adhédsion durch hydrophobe Wechselwirkungen mit der Wirtsoberfldche auf
(Glee et al., 1995). Die hohe Hydrophobizitdt der Oberflache von Candida wird dabei durch
den hohen Anteil von Mannoproteinen der Zellwand vermittelt (Masuoka und Hazen, 1999;
Hazen et al., 2001). Weiterhin kommen verschiedene Adhédsine vor, die bei der spezifischen
Adhédsion eine Wechselwirkung mit Sdugerproteinen der extrazelluliren Matrix wie
Fibronectin, Laminin und Fibrinogen eingehen (Calderone und Braun, 1991; Negre et al.,
1994; Lopez-Ribot et al., 1996). Zu den Adhédsinen in Candida gehéren zum Beispiel die
Proteine Alsl, Als3 und AlsS, sowie das Mannoprotein Hwpl. Gemeinsam ist allen Formen
der Adhidsion die Beteiligung von Candida Glykoproteinen an der Bindung von
Wirtsstrukturen. Verdeutlicht wird diese Bedeutung Protein-gebundener Glykostrukturen
auch durch die reduzierte Adhédsion und den Verlust der Virulenz von Candida
Glykosylierungsmutanten wie pmtI- oder mntl-Deletionsmutanten.
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1.2 Mannoproteine und die Zelloberfléiche von C. albicans

Die Rolle von oberflichengebundenen Glykoproteinen fiir die Virulenz von Candida ist nur
ein Aspekt der groBen Bedeutung der Zelloberfliche fiir die Pilzzelle. Als duBere Hiille
umgibt die Hefezelle eine Zellwand, die der Zelle strukturelle Integritédt verleiht und sie vor
Umwelteinfliissen schiitzt (Shepherd 1987; Chaffin et al., 1998). Die Zellwand von Hefen wie
C. albicans, aber auch S. cerevisiae, 1st aus Glukanen, Chitin und Mannoproteinen aufgebaut.

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau
GPI-CWP GPI-CWP der Zellwand von S. cerevisiae
und C. albicans. An das
Grundgeriist aus 1,3 -Glukan sind
als weitere Strukturkomponente
f1,6-Glukan Pir-CWP B1,6-Glukan Pir-CWP B1,6-Glukan und  Chitin als

¥ quervernetzende Komponente der
Glukane gebunden. Wéhrend Pir-
¥ Zellwandproteine (Pir-CWP) an
Flexibles dreidimensionales Netzwerk von p1,3-Glukan gebunden sind, sind

verzweigten p1,3-Glukan Molekiilen GPI-Zellwandproteine (GPI-
- ; CWP) an B1,6-Glukan verankert.

Die Abbildung ist Richard et al.
(2002) entnommen worden und

Chitin Chitin Chitin Chitin wurde  von  Prill  (2004)
modifiziert.

A 4

Hauptbestandteil der Zellwand mit etwa 40 % des Trockengewichts ist 1,3-Glukan,
ein lineares Polymer aus etwa 1500 Glucoseeinheiten, das als flexibles, dreidimensionales
Netzwerk die Grundstruktur der Zellwand bildet (Klis ez al., 2001). Zu einem kleineren Anteil
von bis zu 20 % kommt aullerdemB1,6 -Glukan vor, das mit dem B1,3-Glukan verbunden ist
und als Verankerungsstruktur fiir Zellwandproteine fungiert (Kapteyn et al., 1996). B1,6-
Glukan ist stark verzweigt und besteht aus nur etwa 140 Glucosemonomeren. Chitin als
weiterer Bestandteil ist ein unverzweigtes, B1,4-verkniipftes N-Acetylglukosamin-Polymer.
Chitin hat mengenméBig mit 1-3 % nur einen sehr kleinen Anteil an der Zellwand, dient aber
durch seine gleichzeitige Bindung an B1,3-Glukan und B1,6-Glukan der Quervernetzung
dieser Makromolekiile und somit Stabilitdt der Zellwand (Lipke und Ovalle, 1998).

Die Mannoproteine bilden mit bis zu 40 % einen grolen Anteil und wichtigen
strukturellen Bestandteil der Zellwand, und vermitteln unter anderem auch eine
Schutzfunktion der Zellwand gegen duflere Faktoren wie degradierende Enzyme (Klis ef al.,
2002). Bei den kovalent gebundenen Zellwand-Proteinen unterscheidet man zwischen GPI
(Glycosyl-phosphatidylinositol)- Zellwandproteinen und Pir (proteins with internal repeats)-
Zellwandproteinen (Klis ef al., 2001 und 2002). GPI-Zellwandproteine sind iiber den Rest
eines GPI-Ankers, auf den sie im endoplasmatischen Retikulum vor ihrer Sekretion
iibertragen werden, anf31,6 -Glukan gebunden (Orlean, 1997; Richard et al., 2002). Zu den
GPI-Zellwandproteinen gehoren beispielsweise viele Adhdsine (vgl. Abschnitt 1.1) wie Hwpl
und die verschiedenen Als-Proteine, die eine aktuell 12 identifizierte Proteine umfassenden
Proteinfamilie  bilden (Fu et al, 1998; Candida Genome  Database
http://www.candidagenome.org ). Pir-Proteine werden dagegen durch eine Transglutaminase-
Reaktion an das B1,3-Glukan gebunden (Ecker et al., 2004a). Neben diesen kovalent
gebundenen Zellwandproteinen gibt es auflerdem auch noch weitere, nicht-kovalent mit der
Zellwand assoziierte Mannoproteine, die SCWP (soluble cell wall proteins) (Cappellaro ef al.,
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1998). Zu dieser Gruppe gehoren zum Beispiel die Chitinsynthasen (Munro und Gow, 2001).
Die Mannoproteine der Zellwand und andere mannosylierte Zelloberflachenproteine erfiillen
zum Teil wichtige spezifische Aufgaben bei der Wechselwirkung von Candida mit der
Umwelt. Dies verdeutlicht zum Beispiel die defekte Hyphenbildung der pmit6-
Glykosylierungsmutante, fiir die vermutlich die fehlende Mannosylierung eines Sensors
verantwortlich ist, der normalerweise als Reaktion auf duflere Stimuli einen Signalweg der
Hyphenbildung aktiviert (Timpel et al., 2000; Ernst, 2000). Neben diesen spezifischen
Funktionen sind Mannoproteine bei Pilzen jedoch auch als struktureller Bestandteil der
Zellwand elementar wichtig fiir die Integritit der Zelle.

1.3  Glykosylierung- Proteinmodifikation durch Zuckerstrukturen

Wie sich anhand der groflen Bedeutung der Vielzahl verschiedener Glykoproteine ermessen
lasst, stellt der Prozess der Glykosylierung eine &duflerst wichtige Form der
Proteinmodifikation dar. Vermutlich wird mehr als die Hailfte aller Proteine durch eine
Glykosylierung modifiziert (Apweiler et al., 1999). Da die einzelnen Schritte der
Glykosylierung wihrend der Passage entlang des Sekretionswegs im endoplasmatischen
Retikulum (ER) und Golgi-Apparat erfolgen, sind glykosylierte Proteine typischerweise
extrazelluldre Proteine, die in der Plasmamembran oder bei Hefen auch der Zellwand
lokalisiert sind, oder sezerniert werden. Dort erfiillen die proteingebundenen Glykostrukturen
bei Eukaryoten verschiedenste Funktionen, die so unterschiedliche Bereiche wie die
Immunantwort und die Determination der Blutgruppen-Antigene oder die Zell-Zell-
Interaktion umfassen, beispielsweise auch die Wirtszell-Pathogen-Erkennung. Alle diese
Prozesse beruhen dabei auf einer spezifischen Erkennung anderer (Glyko-)Proteine. Eine
ausgeprigte Glykosylierung kann auch eine Schutzfunktion erfiillen, indem durch
Wassereinlagerungen Schleime als Schutzbarrieren gebildet werden, wie im Fall des von
menschlichen Schleimhéuten sekretierten Proteins Mucin (Lagow et al., 1999). Neben diesen
Funktionen der Glykosylketten extrazelluldrer Proteine erfiillt auch die Glykosylierung
intrazelluldrer Proteine der verschiedenen Zellkompartimente, die ebenfalls entlang der
Sekretionswege transportiert werden, eine wichtige Funktion. Bei diesen Proteinen dient die
Glykosylierung unter anderem der Kontrolle der Faltung durch Calnexin und dem ER-
assoziierten Abbau von Proteinen (ERAD) (Helenius und Aebi, 2001). Glykosylierung ist ein
essentieller zelluldrer Prozess, und erbliche Mutationen in Glykosylierungsgenen verursachen
verschiedene schwerwiegende Erkrankungen des Menschen, die als CDG (Congenital
Disorders of Glykosylation)-Syndrome bekannt sind.

Die haufigsten Modifikationen von Proteinen mit Glykanen sind die N- und O-
Glykosylierung. Ein seltener Glykosylierungstyp ist dagegen beispielsweise die C-
Glykosylierung, und auch die Modifikation von Proteinen mit einem GPI-Anker als
Verkniipfungsstruktur mit der Cytoplasma-Membran zdhlt zu den Glykosylierungen (Spiro,
2002; Kinoshita et al., 1997). Die verschiedenen Glykosylierungstypen werden beziiglich der
Natur der Bindung zwischen Protein und der angehéngten Saccharidkette eingeteilt.

Bei der N-Glykosylierung wird die Saccharidstruktur iiber eine N-glykosidische
Bindung mit der Amidgruppe eines Asparaginrests des Proteins verkniipft. Zunichst wird
cotranslational im ER ein lineares Oligosaccharid der Sequenz Glcs;-Mang-GIlcNAc, als
Grundstruktur durch den Enzymkomplex Oligosaccharyltransferase von Dolicholphosphat als
Donor auf das Protein tibertragen (Tanner und Lehle, 1987). Dabei werden nur Asparaginreste
der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr erkannt und schédtzungsweise 65 % der im Protein
vorkommenden N-Glykosylierungsstellen glykosyliert (Petrescu et al., 1990). Eine weitere
Modifikation der N-Glykosylkette erfolgt im Golgi. Wéhrend der Prozess der N-
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Glykosylierung im ER sowie die Struktur des Kern-Oligosaccharids in Hefen und Saugern
prinzipiell gleich sind, verlduft die weitere Prozessierung unterschiedlich (Weerapana und
Imperiali, 2006). Wihrend in Sdugern komplexe N-Glykane vorkommen, kommen in Hefen
ausschlieBlich Mannosen fiir den weiteren Aufbau zum Einsatz. Die gebildeten
Zuckerstrukturen konnen dabei bis zu 200 Mannosereste umfassen (Herscovics und Orlean,
1993).

O-Glykosylierung bezeichnet die Modifikation von meist Serin- oder Threoninresten
durch eine O-glykosidische Bindung von Oligosacchariden. Im Gegensatz zur N-
Glykosylierung verlduft die O-Glykosylierung bei Hefen und S&ugern prinzipiell
unterschiedlich. Bei hoheren Eukaryoten erfolgt die Modifikation von Proteinen durch O-
Glykosylketten nicht cotranslational, sondern posttranslational nach dem Weitertransport im
Golgi. Im Gegensatz zu Hefen sind die in Sdugern synthetisierten O-Glykane héufig sehr
komplex in ithrem Aufbau. Neben dem als ersten angehidngten N-Acetylglucosamin kommen
eine Vielzahl verschiedener Monomere wie Galaktose und Sialinsdure, aber auch
ungewohnliche Saccharide wie Fucose oder Xylose vor. Bei Hefen erfolgt die erste Reaktion
der O-Glykosylierung dagegen wie die N-Glykosylierung cotranslational im ER, weshalb die
beiden Modifikation, wie fiir das Pir-Protein Ccw5 gezeigt werden konnte, in direkter
Konkurrenz um die gleichen Glykosylierungsstellen stehen konnen (Ecker ef al., 2003b).

1.4 O-Glykosylierung und die Familie der Protein-O-
Mannosyltransferasen

In Pilzen bestehen die O-Glykosylketten im Gegensatz zu hoheren Eukaryoten mit wenigen
Ausnahmen ausschlieBlich aus Mannoseresten. Bei C. albicans kommen hauptsédchlich
lineare, al,2-verkniipfte, bei S. cerevisiae al,2- und al,3-verkniipfte Mannoseketten vor
(Herscovics und Orlean, 1993). Bei der initialen Reaktion der O-Glykosylierung im ER
katalysieren Protein-O-Mannosyltransferasen (Pmt) die Ubertragung des ersten Mannoserests
auf Serin oder Threonin des Zielproteins. Zunichst katalysiert auf cytosolischer Seite des ER
die Dolicholphosphat-Mannose-Synthase Dpml die Synthese des Mannose-Donors
Dolicholphosphat-Mannose aus GDP-Mannose und dem isoprenoiden Ankermolekiil
Dolicholphosphat (Orlean, 1990). Mit Hilfe einer Flippase erfolgt die anschliefende
Translokation von Dolicholphosphat-Mannose durch die ER-Membran zum ER-Lumen. Vom
Donor Dolicholphosphat-Mannose wird die Mannose dann unter Inversion der Konfiguration
durch die Protein-O-Mannosyl-Transferase, die prédzise als Dol-P-B-D-Man:Protein-O-a-D-
Mannosyltransferase bezeichnet wird, auf die Hydroxylgruppe eines Serin oder
Threoninrestes des Proteins unter Bildung einer O-a-D-glykosidischen Bindung transferiert
(Bause und Lehle, 1979; vgl. Abb. 3.14). Dieser erste Schritt der O-Glykosylierung eines
sekretierten Proteins findet noch wéhrend dessen Translokation durch die Sekretionspore des
ER (Sec61) statt (Tanner und Lehle, 1987). Da diese Translokation in der Regel
cotranslational erfolgt, stellen Translation und Glykosylierung eines Proteins zwei eng
miteinander verbundene Prozesse dar.

Die Kettenverldngerung durch weitere Mannosen erfolgt nach dem Transport des
Proteins entlang des Sekretionswegs im Golgi. Diese Kettenelongation wird von diversen
anderen Mannosyltransferasen unter Verwendung des aktivierten Zuckers GDP-Mannose
katalysiert (Lussier ef al., 1999, Abeijon et al., 1993). Die resultierenden Ketten konnen dabei
in S. cerevisiae bis zu fiinf Mannosereste und in C. albicans bis zu sieben Mannosen
enthalten, sind aber in beiden Organismen am héufigsten Di-Mannosyl-Ketten (Buurman et
al., 1998; Goins und Cuttler, 2000).
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Im Gegensatz zu diesen linearen Mannoseketten in C. albicans und S. cerevisiae
konnen in anderen Pilzen jedoch auch weitere Zucker wie Glukose und Galaktose, sowie
Verzweigungen durch al,6- und PB1,2-glykosidische Bindungen vorkommen, wie es fiir
Schizosaccharomyces pombe und Aspergillus nidulans beschrieben wurde (Goto, 2007).

Die fiir die O-Glykosylierung in Pilzen essentiellen Protein-O-Mannosyltransferasen
bilden eine konservierte Proteinfamilie. Alle bisher untersuchten Pilze haben nicht nur eine
einzige Protein-O-mannosyltransferase, sondern exprimieren mehrere Pmt-Isoformen. In den
meisten Pilzen konnten bisher mindestens drei Isoformen der Pmt nachgewiesen werden, so
zum Beispiel bei S. pombe, Cryptococcus neoformans oder A. nidulans (Willer et al., 2005;
Willger 2007; Oka et al., 2004). S. cerevisiae verfiigt sogar iiber sieben verschiedene Pmt-
Isoformen, Pmtl-7, und in C. albicans existieren die finf Pmt-Isoformen Pmtl, Pmt2, Pmt4,
Pmt5 und Pmt6 (Strahl-Bolsinger et al., 1993 und 1999; Prill et al., 2005). Die Pmt-
Proteinfamilie kann aufgrund der Sequenzhomologie der einzelnen Isoformen in die drei
Subfamilien vom Pmtl-, Pmt2- oder Pmt4-Typ eingeteilt werden (vgl. Abb. 1.3). In C.
albicans gehoren Pmtl und Pmt5 der Pmtl-Subfamilie an, Pmt2 und Pmt6 werden der Pmt2-
Familie zugeordnet und Pmt4 reprisentiert das einzige Mitglied der Pmt4-Subfamilie (Ernst
und Prill, 2001). Im Gegensatz zu friheren Vermutungen kommen Protein-O-
Mannosyltransferasen jedoch nicht nur bei Pilzen vor, in denen sie in Zusammenhang mit der
pilztypischen, ausgeprigten O-Mannosylierung insbesondere von Zellwandproteinen stehen.
Auch in hoheren Organismen wie Drosophila melanogaster (Martin-Blanco et al., 1996;
Lyalin et al., 2006), der Maus Mus musculus (Willer et al., 2002) und sogar dem Menschen
konnten Pmt-homologe Mannosyltransferasen identifiziert werden. Im Menschen konnten die
beiden Proteine Pomtl und Pomt2 als funktionelle Protein-O-Mannosyltransferasen
nachgewiesen werden (Jurado et al., 1999Manya et al., 2004). In Sdugern gibt es nur sehr
wenige O-mannosylierte Proteine. Ein iiberaus wichtiges, stark O-mannosyliertes Substrat der
Mannosyltransferasen Pomt1l und Pomt2 des Menschen ist das a-Dystroglykan, das durch ein
O-Glykan der Sequenz Ser/Thr-alMan-1,2GlcNac-B1,4Gal-a1,2Sia modifiziert wird (Endo,
1999; Akasaka-Manya et al., 2006). Unterglykosylierung des a-Dystroglykans durch
Mutationen im POMTI- oder POMT2-Gen sind Ursache des Walker-Warburg-Syndroms, das
mit Muskeldystrophien und Defekten in der Hirnentwicklung einhergeht (Beltran-Valero de
Bernabé et al., 2002; Van Reeuwijk et al., 2005). Erst kiirzlich konnten Pmt-homologe
Proteine mit den Actinobakterien Corynebacterium sepedonicum und Mycobacterium
tuberculosis sogar erstmals in Bakterien nachgewiesen werden (Mahne et al., 2006; Van der
Ven et al., 2005). Die von M. tuberculosis O-glykosidisch an Threonin gebundenen, linearen
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Mannoseketten gleichen stark der O-Glykosylierung in Hefen. Interessanterweise konnten
dagegen in Caenorhabditis elegans sowie den untersuchten Protozoen, Algen und Pflanzen
keine Pmt-Homologe identifiziert werden (Willer ez al., 2003).
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Abb. 1.3: Phylogenetische Darstellung der Pmt-Proteinfamilie. Die Verwandschaftsverhéltnisse der
Pmt-homologen Proteine verschiedener Organismen wurden anhand ihrer Aminosduresequenzen
ermittelt, die eine Zuordnung zu den drei verschiedenen Pmt-Subfamilien erméglicht. An, Aspergillus
nidulans; Ca, Candida albicans; Cg, Corynebacterium glutamicum; Cn, Cryptococcus neoformans;
Dm, Drosophila melanogaster; Hs, Homo sapiens; Mt, Mycobacterium tuberculosis; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Tr, Trichoderma reesei. Die Graphik
wurde Lengeler et al. (2007) entnommen und modifiziert.

Protein-O-Mannosyltransferasen sind ER-lokalisierte Membranproteine. Anhand von
Pmtl aus S. cerevisiae konnte die aufgrund der evolutiondr konservierten Sequenz vermutlich
allgemeingiiltige Struktur der eukaryotischen Pmt-Proteine bestimmt werden (Strahl-
Bolsinger und Scheinost, 1999). Pmtl weist sieben Transmembrandoménen auf, wobei der
Amino-Terminus ins Cytoplasma und der Carboxy-Terminus ins ER-Lumen ragt. Ebenfalls
dem ER-Lumen zugewandt sind zwei hydrophile Schleifen, loop 1und loop 5 zwischen den
Transmembrandoménen, die essentiell fiir die enzymatische Pmt-Aktivitdt von ScPmtl sind,
wie auch einige konservierte Aminosduren (Girrbach et al., 2000). Obwohl diverse O-
glykosylierte Substratproteine bekannt sind, konnte keine Konsensussequenz der O-
Glykosylierung gefunden werden. Gemeinsam ist jedoch vielen Glykosylierungsstellen ein
Prolin in Position -1 oder +3 des Serin / Threonin, das die Glykosylierung zu begiinstigen
scheint, und die Lage in Serin/ Threonin- reichen Clustern (Wilson et al., 1991). In C.
albicans konnte zudem gezeigt werden, dass Threonin gegeniiber Serin bevorzugt wird
(Westen et al., 1993). Da die einzelnen Pmt-Isoformen substratspezifisch sind und
unterschiedliche Zielproteine glykosylieren, gibt es vermutlich verschiedene Pmt-spezifische
Erkennungsmotive fiir die O-Glykosylierung. So konnte durch Analysen von S. cerevisiae
pmtl-, pmt2- und pmt4-Mutanten gezeigt werden, dass die Proteine Pir2, Cts1, Krel und Kre9
durch Pmtl und Pmt2 glykosyliert werden, wohingegen Kex2, Gasl und Fusl Substrate von
Pmt4 sind (Gentzsch und Tanner, 1997).
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1.5 Phinotypen der pmt-Mutanten in C. albicans

Die Deletion der verschiedenen Pmt-Isoformen in C. albicans hat pleiotrope Phénotypen zur
Folge, die bei den einzelnen pmt-Mutanten unterschiedlich stark ausgepridgt sind. Die
homozygoten Mutanten pmtl, pmt4, pmt5 und pmt6 sind lebenstihig, wogegen PMT2 in C.
albicans offensichtlich essentiell ist und bereits eine heterozygote pmit2/PMT2-Mutante starke
phéanotypische Defekte aufweist (Prill ez al., 2005). Ebenso ist eine homozygote pmtl pmt4
Doppelmutante letal. Die pmt¢/-Mutante, die heterozygote pmt2/PMT2-Mutante sowie die
pmt4-Mutante zeigen erhohte Sensitivititen gegeniiber verschiedenen Substanzen, wie
Hygromycin B, G418 und Azolen. pmti- und pmt4-Mutanten sind zudem hypersensitiv
gegeniiber Zellwand-destabilisierenden Agenzien. Alle pm#-Mutanten aufler der pmit5-
Mutante zeigen eine defekte Hyphenbildung (Timpel ef al., 1998; Prill, 2000; Klinkert, 2002;
Timpel et al., 2000). Die pmtl-Mutante sowie die pmt2/PMT2-Mutante zeigen zudem einen
Wachstumsdefekt, der bei 42 °C noch verstdrkt wird, und wie auch die pmr4-Mutante eine
verdnderte Zellwandzusammensetzung (Prill ez al., 2005). Dariiber hinaus ist die pmtl-
Mutante im Mausmodell vollig avirulent, wihrend die anderen pmir-Mutanten nur eine
reduzierte Virulenz zeigen (Timpel et al., 1998; Prill, 2005). Auch ist die Fahigkeit zur
Adhision an Wirtsepithelzellen in der pm¢/-Mutante, aber auch der pmt6-Mutante, deutlich
reduziert. Fir die pmt5-Mutante konnte in vitro zunichst kein Phénotyp nachgewiesen
werden, spiter konnte jedoch eine reduzierte Virulenz der pmt5-Mutante im Mausmodell
sowie einem kiinstlichen Haut-Penetrationsmodell gezeigt werden (Prill et al., 2005). Die
verschiedenen Defekte der pm¢-Phéanotypen sind sowohl auf die reduzierte Mannosylierung
von Strukturproteinen der Zellwand als auch den Funktionsverlust von O-glykosylierten
Proteinen mit spezifischen Funktionen zuriickzuftihren. Einige spezifische Zielproteine der
einzelnen Pmt-Isoformen konnten bereits auch in C. albicans beschrieben werden. Fiir die
Zellwandproteine Kre9, Pirl und Alsl konnte eine O-Glykosylierung durch Pmtl
nachgewiesen werden, wihrend die Knospungsdeterminante AxI2 ein Zielprotein von Pmt4
ist (Timpel et al., 1998; Prill et al., 2005). Sec20, ein Faktor des retrograden Vesikeltransports
im ER, wird dagegen von Pmtl und Pmt4 glykosyliert (Weber et al., 2004). Zudem vermutet
man die Glykosylierung eines unbekannten Sensorproteins der Hypheninduktion durch Pmt6,
die essentiell fiir die Funktionalitit des betroffenen Proteins zu sein scheint (vgl. auch
Abschnitt 1.2).

Prinzipiell kénnen fiir die pmt1, pmt2/PMT2 und pmt4-Mutante deutlich ausgepragtere
Phinotypen beobachtet werden als fiir die pm¢5-Mutante und die pmt6-Mutante, die geringere
Defekte aufweisen. Aufgrund dieser unterschiedlich starken Auspriagung der einzelnen pmi-
Phinotypen geht man davon aus, dass der Grofiteil der O-Glykosylierung in C. albicans auf
Pmtl, Pmt2 und Pmt4 zuriickzufiihren ist, wiahrend Pmt5 und Pmt6 nur eine kleinere
Bandbreite von Zielproteinen glykosylieren. Zudem repréasentieren Pmt5 und Pmt6 in C.
albicans jeweils ein zweites Mitglied der Pmt1-Subfamilie und der Pmt2-Subfamilie, das in
vielen anderen Pilzen nicht vorhanden ist. In der Mehrzahl der untersuchten Pilze konnte nur
jeweils ein Mitglied aus jeder Pmt-Subfamilie nachgewiesen werden (Willer ez al., 2005).

1.6 Funktionen von Dom34 in Glykosylierung und Translation

Ein Faktor, der in S. cerevisiae ebenfalls eine Rolle bei der O-Glykosylierung spielt, jedoch
keine Protein-O-Mannosyltransferase darstellt, ist das Dom34-Potein. Durch eine ungerichtete
Mutagenese eines S. cerevisiae-Stamms, der hIGF-1 (human Insulin like Growth Factor-1)
heterolog sekretierte, konnten zwei Mutanten mit einer reduzierten O-Glykosylierung des
Modellproteins  identifiziert werden (Finck et al, 1996). Neben einem O-
Glykosylierungsdefekt des heterologen hIGF-1 konnte in diesen Mutanten auch eine
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Hypoglykosylierung anderer sekretierter Proteine, wie a-Agglutinin und des S. cerevisiae-
Proteins Chitinase beobachtet werden. Durch zusétzliche Deletion von PMTI als weiterer
Mutation eines Glykosylierungsgens in diesen Stimmen konnte ein synthetischer Phianotyp
erzeugt werden, der die Identifizierung der durch die Mutagenese betroffenen Gene
ermoglichte. Der synthetische Phianotyp einer Killer-Toxin-Resistenz dieser Stimme konnte
fir die Komplementation durch eine Genombank genutzt werden, da die bei einer
Komplementation des unbekannten Gens resultierende pmt/-Einzelmutante wieder Killer-
sensitiv. war (Wickert, 1998). Als die in den unbekannten O-Glykosylierungsmutanten
betroffenen Gene konnten DOM34 und YLOO! identifiziert werden. Bei der weiteren
Untersuchung des DOM34-Gens konnten durch eine anschlieende gezielte Konstruktion der
dom34-Mutante und der dom34 pmti-Doppelmutante die Phénotypen der urspriinglichen
unbekannten Mutante reproduziert werden. Zudem konnte beobachtet werden, dass eine
dom34 pmtl-Doppelmutante weitere synthetische Phidnotypen, wie eine Hypersensitivitit
gegen Hygromycin B sowie einer Vergroflerung der Zellen zeigte (Wickert, 1998). In C.
albicans konnte in ersten Untersuchungen einer dom34-Mutante jedoch bislang kein Phianotyp
mit typischen Merkmalen einer O-Glykosylierungsmutante nachgewiesen werden, wie sie fiir
pmt-Mutanten beobachtet werden konnen, darunter Sensitivititen gegen verschiedene
Substanzen wie Hygromycin B, G418, Azole oder Zellwand-destabilisierende Agenzien,
Wachstumsdefekte, Filamentierungsdefekte oder Verdnderungen der
Zellwandzusammensetzung. Auch konnte bislang kein Glykosylierungsdefekt eines O-
glykosylierten Proteins wie Alsl oder Pirl in der dom34-Mutante, als Nachweis einer
direkten Beteiligung von Dom34 an der O-Glykosylierung wie in S. cerevisiae, festgestellt
werden. Als einziger Phianotyp wurde lediglich ein schwach ausgeprdgter Wachstumsdefekt
bei 42 °C fiir die dom34-Mutante in C. albicans beschrieben (Kluge, 2006).

ScDom34 und CaDom34 sind Mitglieder einer evolutiondr hoch konservierten Familie
von Proteinen, der Dom34/Pelota-Proteinfamilie. Homologe dieser Proteine kommen in
zahlreichen Eukaryoten vor, wie Drosophila, C. elegans, der Maus, Arabidopsis und dem
Menschen (Castrillon et al., 1993; Adham et al. 2002; Shamsadin et al., 2000). Es konnten
sogar innerhalb der Archaebakterien Dom34-homologe Proteine nachgewiesen werden, so bei
Thermoplasma acidophilum oder Sulfolobus solfataricus, dagegen wurde in keinem
Bakterium ein Protein der Familie identifiziert (Ragan et al., 1996). Die Dom34/Pelota-
Proteine weisen in mehreren Sequenzbereichen eine Homologie zu einzelnen Domédnen des
eukaryotischen Release Factors eRF1 auf, einem Terminationsfaktor der Translation, der
durch Interaktion mit der Peptidyltransferase-Stelle des Ribosoms die Freisetzung der
Polypeptidkette vermittelt (Frolova et al., 1994). Aufgrund dieser Sequenzhomologie werden
die Dom34/Pelota-Proteine in eine Subfamilie der eRF1-Proteine eingeordnet (Finn et al.,
2006; http://www.expasy.org/sprot/). Deletionen des DOM34/Pelota-Gens fiihren in den
einzelnen Organismen zu verschiedenen Phinotypen. In D. melanogaster sind Mannchen mit
Mutationen in Pelota steril, verursacht durch eine Arretierung in der Prophase der ersten
meiotischen Teilung der Spermatogenese, und Mutationen des Pelo-Gens der Maus fiithren zu
einem Zellzyklusarrest und Letalitdt im frithen Embryonalstadium (Eberhart und Wasserman,
1995; Adham et al. 2002). In S. cerevisiae wurden neben dem oben erwéhnten O-
Glykosylierungsphénotyp weitere Phianotypen einer dom34-Mutante beschrieben, allerdings
in einem speziellen genetischen Stammhintergrund (Davis und Engebrecht, 1998). dom34-
Mutanten zeigten Zellzyklusdefekte in Form eines verzogerten Austritts aus der G,-Phase,
eine defekte Pseudohyphenbildung sowie ein reduziertes Auftreten von Polyribosomen
zugunsten von mehr freien 40S und 60S Ribosomenuntereinheiten. Diese Defekte konnten
durch die Uberexpression des ribosomalen Proteins S30 der 40S Untereinheit aufgehoben
werden. In spdteren Arbeiten konnte weiterhin eine genetische Interaktion wie auch eine
direkte Protein-Protein-Interaktion von Dom34 mit dem G-Protein Hbsl nachgewiesen
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werden (Carr-Schmid et al., 2002). Hbs1 zeigt ebenso wie Dom34 Homologie zu einem in der
Translation involvierten Protein, dem eukaryotischen Release Factor eRF3 (Wallrapp et al.,
1998). Diese Beobachtungen, insbesondere die Homologie der Dom34-Proteine zu eRF1 und
das durch ribosomale Proteine komplementierbare verdnderte Polyribosomenprofil der
dom34-Mutante, fithrten zu der Annahme, dass Dom34 im Komplex mit Hbsl an der
Regulation der Translation beteiligt ist. Bei dieser Regulation spielt vermutlich sowohl eine
Interaktion mit der mRNA als auch den ribosomalen Untereinheiten eine Rolle (Carr-Schmid
et al., 2002; Davis und Engebrecht, 1998). Da zudem der Phinotyp einer S. cerevisiae dom34-
Mutante durch Expression des heterologen D. melanogaster Pelota komplementiert werden
kann, postulieren die Autoren eine streng konservierte Funktion der eukaryotischen
Mitglieder der Dom34/Pelota-Familie (Davis und Engebrecht, 1998).

1.7 Rolle von Dom34 im ,,no-go decay*

In neueren Arbeiten konnte eine Beteiligung von Dom34 und Hbs1 an einem weiteren Prozess

in S. cerevisiae, dem ,,no-go decay* gezeigt werden. mRNAs sind im Allgemeinen kurzlebige

Molekiile, die in der Zelle nach Ablauf ihrer spezifischen Lebensdauer einer reguldren

Degradation durch 5°- beziehungsweise 3’-Exonucleasen unterliegen, die eine mRNA vom

5’- oder 3’-Ende beginnend abbauen. Neben diesem reguldren Abbau verfiigt die Zelle

zusdtzlich iber Mechanismen der mRNA-Qualititskontrolle, sogenannte ,, mRNA-

surveillance pathways®, die defekte, nicht funktionell

translatierbare mRNAs erkennen und einen

Stem-loop frithzeitigen Abbau dieser Molekiile bewirken. Zwei

solcher Kontrollmechanismen sind bereits seit

langerer Zeit bekannt. Zum einen erkennt der

AAAA S ,honsense-mediated decay“ (NMD) mRNAs mit

frithzeitigem Stopcodon, deren Translation kein

funktionelles Protein produziert, zum anderen

frenstatican werden mRNAs ohne Stopcodon im sogenannten

stalling ,honstop decay” (NSD) erkannt und dem Abbau

zugefiihrt (Gonzalez et al., 2001; Wilusz et al., 2001;

Frischmeyer et al., 2002; van Hoof ef al., 2002). Ein

weiterer, erst kiirzlich beschriebener Mechanismus

der mRNA-Qualitétskontrolle ist der ,,no-go decay*

(Doma und Parker, 2006). Durch diesen

Kontrollmechanismus werden solche mRNAs

o Pl erkannt, deren Translation durch eine Blockade des

S Ribosoms, ausgelost durch chemisch modifizierte

Nukleotide oder doppelstrangig gefaltete Bereiche

innerhalb der mRNA (,,stem-loop*-Strukturen), nicht

weiter voranschreitet. Die Erkennung eines wihrend

der Translations-Elongation angehaltenen Ribosoms

. fihrt zur endonucleolytischen Spaltung der mRNA
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Abb. 1.4: Schema des no-go decay in S. cerevisiae. Die Blockade des Ribosoms (Translational stalling)
durch einen doppelstrangig gefalteten Bereiche der mRNA (Stem-loop) fiithrt zu endonukleolytischer
Spaltung der mRNA (Cleavage of mRNA) mit anschlieBendem vollstindigen Abbau (degradation). Die
Abbildung wurde Tollervey (2006) entnommen.
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Sowohl fiir Dom34, als auch Hbsl wurde eine Beteiligung am no-go decay
nachgewiesen; beide Proteine werden fiir die initiale endonucleolytische Spaltung der mRNA
bendtigt, jedoch konnte die Identitdt der Endoribonuclease nicht aufgeklart werden (Doma
und Parker, 2006). In nachfolgenden Untersuchungen wurde postuliert, dass Dom34 selbst die
Endoribonuclease-Funktion im no-go decay iibernimmt (Lee et al., 2007). Weitere Einblicke
in die Funktion von Dom34 ermoglichte in diesem Zusammenhang die Aufkldrung der
Struktur des Pelota-Proteins aus dem Archaebakterium Thermoplasma acidophilum als
Modell der Dom34/Pelota-Proteine. Da die Aminoséduresequenz innerhalb der Dom34/Pelota-
Familie im Bereich der wichtigen funktionellen Bereiche konserviert ist, konnen die
Ergebnisse der strukurellen Untersuchungen an 7. acidophilum vermutlich auf andere
Mitglieder der Protein-Familie iibertragen werden. Eine nachfolgende Strukturanalyse des
Dom34-Proteins aus S. cerevisiae bestitigte eine strukturelle Homologie zwischen den
Vertretern der Dom34/Pelota-Proteinen dieser beiden Organismen (Graille ef al., 2008). Die
Dom34/Pelota-Proteine sind aus drei etwa gleichgroen Doménen aufgebaut. Doméne 2 und
Doméne 3 zeigen dabei eine Homologie zu den entsprechenden Doménen des Translations-
Terminationsfaktors eRF1, wihrend Doméne 1 in ihrer Struktur stark von eRF1 abweicht
(Lee et al., 2007). Trotz der allgemeinen strukturellen Ahnlichkeit einzelner Dominen zu
eRF1-Proteinen sind wichtige, fiir die spezifische Funktion dieser Faktoren bei der
Termination der Translation verantwortliche Sequenzmotive in den entsprechenden Dominen
der Dom34/Pelota-Proteine nicht zu finden. Dies betrifft ein fiir die Freisetzung der
Polypeptidkette vom Ribosom verantwortliches, konserviertes Motiv in Doméne 2 (GGQ) der
eRF1-Proteine, sowie eine Erkennungsstelle fiir das Stop-Codon der mRNA in Domine 1
(NIKS).

<€<——Sm-Fold —>

Ghuls,

Asp21,Asp22
TaPelota ESLDD - PGF
N
v
eRF1 NIKS - GGQ
Doméne 1 Domaéne 2 Doméne 3

Abb. 1.5: Schematischer Aufbau des Pelota-Proteins aus 7. acidophilum (TaPelota) und eRF1.
Wihrend Doméne 2 und 3 von 7aPelota und eRF1 Homologien aufweisen, unterscheiden sich die
Doménen lder Proteine deutlich. Blaue Pfeile deuten die Homologie der entsprechenden Bereiche
an. ESLDD mit den konservierten sauren Aminosduren Glul8, Asp21, Asp22; PGF; Sm-Fold
bezeichnen konservierte Motive der Dom34/Pelota-Proteinfamiliec. NIKS, GGQ bezeichnen
konservierte Motive der eRF1-Proteine. Die Abbildung wurde in Anlehnung an Lee et al. (2007)
erstellt.

Aufgrund dieser spezifischen Unterschiede zwischen den beiden Protein-Familien
wird vermutet, dass Dom34/Pelota-Proteine eine von eRF1 abweichende spezifische Funktion
in der Translation erfiillen. Insbesondere der abweichende strukturelle Aufbau der Domiéne 1
und eigene konservierte Motive innerhalb der Dom34/Pelota-Familie (ESLDD, PGF)
unterstiitzen diese Hypothese. In gezielten Funktionsuntersuchungen konnte eine in vitro
Endoribonuklease-Aktivitdt der Doméne 1 von TaPelota gezeigt werden, die ebenfalls fiir die
Doméne 1 von ScDom34 nachgewiesen wurde (Lee ef al., 2007). Die Proteine zeigten dabei
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eine spezifische endonukleolytische Spaltung der doppelstrangigen stem-loop Strukturen
einer synthetischen Substrat-RNA. Diese Beobachtungen fithrten zu der Annahme, dass
Dom34 die fiir die endonucleolytische Spaltung der mRNA am blockierten Ribosom
verantwortliche Endonuklease in S. cerevisiae darstellt.

Innerhalb der Doméne 1 von 7aPelota konnten drei saure Aminosduren identifiziert
werden, die essentiell fiir die Ribonuklease-Aktivitidt des Proteins sind und vermutlich das
aktive Zentrum reprédsentieren (Lee ef al., 2007). Diese Reste sind innerhalb der
Dom34/Pelota-Proteine konserviert und somit auch in Dom34 aus C. albicans zu finden. Es
wurde bisher jedoch nicht untersucht, ob in C. albicans ebenfalls ein Prozess wie der no-go
decay in S. cerevisiae existiert. Zudem konnte auch der Nachweis einer in vitro
Endoribonuklease-Aktivitit von S. cerevisiae Dom34 als Hinweis auf diese spezifische
Funktion des Proteins im no-go-decay in neueren Arbeiten nicht reproduziert werden (Graille
et al., 2008). Es konnte sogar gezeigt werden, dass dom34-Mutationen mit einer Deletion der
postulierten Ribonuklease-Doméne in vivo keinen Einfluss auf den no-go decay in S.
cerevisiae haben (Passos et al., 2009).

Die beschriebene Beteiligung von Dom34 an so unterschiedlichen Prozessen wie der
O-Glykosylierung und der Regulation oder Qualitidtskontrolle der Translation in S. cerevisiae
stellen nicht notwendigerweise voneinander unabhingige Funktionen des Proteins dar.
Aufgrund der zeitlichen und rdumlichen Néhe der Translation eines Proteins und der
cotranslationalen  Glykosylierung der naszierenden Polypeptidkette wihrend der
Translokation durch die Sekretionspore des ER sind diese beiden Vorginge eng miteinander
verbunden.

1.8 Zielsetzung

In Hinsicht auf die spezielle Bedeutung der O-Glykosylierung von Proteinen fiir die Virulenz
von C. albicans sollte in dieser Arbeit die spezifische Funktion von DOM34, unter besonderer
Beriicksichtigung einer moglichen Rolle bei der O-Glykosylierung in diesem
humanpathogenen Pilz, untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte zundchst eine
Doppeldeletionsmutante von PMT1 und DOM34 hergestellt werden und durch anschlieende
Phénotypanalysen und weitere genetische Untersuchungen eine mogliche genetische
Interaktion der beiden Gene wie in der apathogenen Hefe S. cerevisiae nachgewiesen werden.
Des Weiteren sollten Versuche zur Analyse einer potentiellen Funktion von Dom34 bei der
Protein-Translation als moglicher Mechanismus der Regulation der O-Glykosylierung durch
Dom34 durchgefiihrt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme
Die Chemikalien und Enzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen:

Acrylamid-Bisacrylamid, BCIP, Glasperlen, Glyzerin, KCI, NBT, PEG, Roti-Phenol (Roth)
Agar (BD)

Agarose (PeqlLab)

Ampicillin, BSA, Ethidiumbromid, SDS (Serva)

Bradford-Reagenz (Bio Rad)

Bromphenol Blau (Janssen)

Glucuronidase, IPTG, Sorbitol (Sigma)

Glukose (Caesar & Lorentz GmbH)

Heringssperma-DNA (Clontech)

Hybond N (Amersham/Pharmacia)

Hygromycin B (Calbiochem)

ImmobilonP-Membran (Millipore)

Isopropanol, Maleinsgure (Fluka)

Klenow-Polymerase, Blocking-Reagenz, DIG-UTP-Labeling and Detection-Kit (Roche)
Magermilchpulver, HEPES (Applichem)

Natriumchlorid (J. T. Baker)

Proteinase-Inhibitoren, ,,Complete Mini EDTA-free* (Roche)

Protein A-Sepharose (Zymed Laboratories)

Proteinmarker (Fermentas, Invitrogen)

“QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit" (Stratagene)

Restriktionsenzyme (NE Biolabs, Roche, MBI Fermentas)

Rontgenfilme (Fuji Rx-Med)

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Pierce)

YNB w/o amino acids, Casamino acids, Hefeextrakt, Pepton (Difco Laboratories)
Zymolyase (Seikagaku Kogyo Co. Ltd.)

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Invitrogen, Applichem
und Sigma bezogen.

2.2 Stimme und Medien

2.2.1 E. coli-Stimme

Tab. 2.1: verwendete E. coli-Stimme

DH5aF F' [®80 A(lacZ)M15] A(lacZYA-argF)U169 recAl Hanahan, 1983;
¢ endA1 hsdR17 r¢- my+ supE44 thi-1 Woodcock et al., 1989
BL21 F-, ompT,r hsdSg (rg—, mp—), dcm, gal, MDE3), Promega
pLysS, Cm
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2.2.2 8. cerevisiae-Stimme

Tab. 2.2: verwendete S. cerevisiae-Stimme

[Stamm  Genotyp Quele ]

SEY-6210 MATa, leu2,3-112, ura3-52, his3-A200, trpl-A901, Candida-Sammlung
lys2-801, suc2-A9, GAL+ Ernst

W303 MATa, ura3-1, trplA2, leu2-3,112, his3-11, ade2-1, K. Melcher
canl-100

2.2.3 C. albicans-Stamme

Tab. 2.3: verwendete C. albicans-Stimme

[Stamm  Genotyp  Quele |

SC5314 prototroph Fonzi und Irwin, 1993
CAl4 Aura3::.imm434/Aura3:.imm434 Fonzi und Irwin, 1993
CAF2-1 Aura3::imm434/URA3 Fonzi und Irwin, 1993
SK47 wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT Kluge, 2006
dom34A ::FRT/dom34A ::FRT . .
JH47-1 ura3A ::imm434/URA3 diese Arbeit
JHA47-2 wie JH47-1 diese Arbeit
CAP1-3121 wie CAl4, aber pmtIA::hisG/pmtIA::hisG Timpel et al., 1998
SPCa2 pmtIA::hisG/lpmtIA::hisG  ura3A::imm434/URA3  Prill, 2004
wie CAl4, aber pmtiA:hisG/pmtiA::hisG
SK24 dom34A::FRT/dom34A-:FRT Kluge, 2006
i pmtIA ::hisG/pmtIA ::hisG dom34A::FRT/ . .
JH24-4 dom34A::FRT ura3A ::imm434/URA3 diese Arbeit
JH24-5 wie JH24-4 diese Arbeit
JHS wie SK47, aber  PMT5/pmt5A-URA3 diese Arbeit
JHS-3 wie SK47, aber PMT5/pmt5A-hisG diese Arbeit
JHS-3-1 wie SK47, aber pmt5A-URA3/pmt5SA-hisG diese Arbeit
JH8 wie JHS diese Arbeit
JHS8-5 wie JHS5-3 diese Arbeit
JH8-5-11 wie JH5-3-1 diese Arbeit
SPCal0 pmtSA::hisGlpmtSA::hisG ura3A::imm434/URA3  Prill, 2004
wie CAl4, aber pmtIA::hisG/pmtiIA::hisG  pmt5A- .
P15-274 Klinkert, 2002
! URA3/pmtSA-hisG et
wie CAl4, aber pmtIA::hisG/pmtIA::hisG pmtSA- .. .
P15-274-1 ; A
> hisG/pmt5A-hisG diese Arbeit
wie CAl4, aber pmtIA::hisG/pmtIA::hisG pmt6A- .
CPP112 hisG/pmt6A-URA3 Timpel et al., 1999
wie CAl4, aber pmtIA::hisG/pmtIA::hisG pmt6A- ..
CPPI1121 hisG/pmt6A-hisG Timpel et al., 1999
SPCa8 pmt6A::hisG/pmt6A::hisG ura3A::imm434/URA3  Prill, 2004

13



2. Material und Methoden

SPCa4 PMT2/pmt2 A::hisG ura3A::imm434/URA3 Prill, 2004

SPCa6 pmt4A::hisG/pmt4A::hisG ura3A::imm434/URA3  Prill, 2004

Pmtl- . HA I. Schmidt, personliche
HA(URA) wie CAl4, aber PMTI1/PMTI1"-URA3 Mitteilung

CIS23 wie CAI4, aber PMT1/PMTI"™-SAT Schmidt, 2007

Pmt2- . 1A I. Schmidt, personliche
HA(URA) wie CAI4, aber PMT2/PMT2""-URA3 Mitteilung

CIS25 wie CAI4, aber PMT2/PMT2™-SAT Schmidt, 2007

JHCal-1 wie CAI4, aber DOM34/DOM34™-URA3 diese Arbeit

JHCal-2 wie JHCal-1 diese Arbeit

2.2.4 Medien zur Anzucht von E. coli

LB-Medium (Luria ef al., 1960)

1 % Trypton (Pepton 140), 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl

Die Selektion in E. coli erfolgte durch Zugabe von Ampicillin auf eine Konzentration von
100 pg/ml. Festes Medium wurde durch Zugabe von 1,5 % Agar hergestellt. Das Wachstum
erfolgte bei 37 °C.

2.2.5 Medien zur Anzucht von Hefen

YPD (Vollmedium)

1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Glukose

SD (Minimalmedium)

0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base), 2 % Glukose
pH 6,9 mit NaOH eingestellt

Fir die Anzucht von S. cerevisiae in SD wurden Aminosduren hinzugefiigt, wie bei
Zimmermann (1975) beschrieben.

CASA

0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base), 4 % Casamino acids

Serum-Medium

5 % Pferde-Serum
14
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Spider (Liu e al., 1994)

1 % Nutrient Broth, 1 % Mannitol, 0,2 % K,HPO,4, 100 mM NaCl

FOA-Medium (McCusker und Davis, 1991)
0,02 % 5-Fluoro-Orotic Acid (FOA), 0,001 % Uridin, 2 % Glukose, 0,17 % YNB (Yeast

Nitrogen Base ohne Aminosduren und Ammoniumsulfat), 0,1 % Prolin

Festes Medium wurde durch Zugabe von 1,5 % Agar hergestellt. Das Wachstum der Hefen
erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, bei 30 °C.

2.2.6 Hypheninduktion von C. albicans auf festem Medium
Die Hypheninduktion erfolgte zum einen auf Serumplatten bei 37 °C fiir 3 Tage. Zum
anderen wurde die Hyphenbildung durch Wachstum auf Mangelmedium induziert. Hierzu

wurden Spider-Platten hergestellt. Die Stimme wurden 4-5 Tage bei 30 °C, oder fiir 3 Tage
bei 37 °C inkubiert.

2.2.7 Medien mit verschiedenen Substanzen

Zur Charakterisierung der Phédnotypen verschiedener Stdamme wurden deren Sensitivititen
gegeniiber verschiedenen Chemikalien getestet. Dazu wurden die verschiedenen Substanzen
YPD bzw. SD-Medium nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf 50 °C, wenn nicht anders
angegeben, in folgender Endkonzentration zugesetzt:

Hygromycin B: 200pg/ml

SDS: 0,06 %

2.3 Primer und Plasmide

2.3.1 Plasmide

Tab. 2.4: verwendete Plasmide

Expression von CaDOM34-FLAG unter Kontrolle
pSK2 des CaMET3-Promotors; CaURA3, CaARS, amp Kluge, 2006
pSP38 CaMET3-Promotor mit FLAG-Epitop; CaURA3, Prill, 2004
CaARS, amp
B34 CaDOM34 unter Kontrolle des PCKI-Promotors; J. van den Boom,
P CaURA3, CaLEU2, CaARS, amp personliche Mitteilung
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pBI-1 5,;§CKI -Promotor in pRC2312; CaURA3, CaARS, Rademacher, 1998
HB5 genomischer CaURA3-Locus zur Rekonstituierung Losberger und Ernst,
des CaURA3-Gens 1989
PMT5-URA3-Blaster zur Disruption von CaPMT5; .
pBK-5 CaURA3, amp Klinkert, 2002
pBK-Pmt5b SZ;)MT 5-ORF mit 1 kb Promotorregion in pUCI18; Klinkert, 2002
Expression von CaKRE9-FLAG unter Kontrolle .
pSP9 des ACTI-Promotors; CaURA3, CaARS, amp Prill, 2004
ACTI-Promotor-CaKRE9-FLAG (Smal-Fragment) .. .
PIB34-AKE . IB34 (EcoRV): CaURA3, CaARS, amp diese Arbeit
PdCH PMTI-Promotor (-1153 bp bis -170 bp)-RLUC; P. Dominguez-Cantero,
p CaRP10, CaURA3, amp personliche Mitteilung
PAC3 PMTI-Promotor (-1153 bp bis -192 bp)-RLUC; P. Dominguez-Cantero,
P CaRP10, CaURA3, amp personliche Mitteilung
pGEM-HIS1  CaHIS1, amp Wilson et al., 1999
i pPdC2 (Mfel) mit CaHISI-Selektionsmarker aus . .
PPAC2-HIS GEM-HISI (BamHI, Mscl): CaRP10, amp diese Arbeit
i pPdC3 (Mfel) mit CaHISI-Selektionsmarker aus . .
pPAC3-HIS GEM-HISI (BamHI, Mscl): CaRP10, amp diese Arbeit
E. coli Expressionsvektor mit T7-Promotor und
pET22b 10x HIS-Epitop; amp Novagen
ET22b- E. coli-Expression von CaDOM34 (PCR Dom34-
II))om3 4 Ndel-FW und Dom34-Xhol-RV-Stopp) in pET22b diese Arbeit
(Ndel, Xhol) mit C-terminaler 10x HIS-Fusion
3xHA-CaURA3-Fragment zur C-terminalen
p3HA-URA3 Markierung mit dem dreifachen HA-Epitop; Prill et al., 2005
CaURA3, amp
YCplacl11 S. cerevisiae-Expressionsvektor; ScLEU2, amp Gietz und Sugino, 1988
Expression von ScDOM34 mit C-terminalem HA-
pSW25 Epitop unter Kontrolle des GALI-Promotors in Wickert, 1998
YCplacl11; ScLEU2, amp
2.3.2 Primer

Tab. 2.5: verwendete Primer

i-p2-URA3ver 5'-TTACAATCAAAGGTGGTCC-3’

p3-URA3ver 5'-GGTACAGTTGTTCCTCACA-3’

p-URA3-v 5’-GGT CTT AGT GTT GAC TGT C-3°

v-PMTS5-1 5’-CTG GTA TAG GAG TTA CAC C-3’

pcURA3 5'-GGTAAAGGAAGAGATCCAG- 3’

p-PMTS5-1 5’-TTA CTG CAG GTC ATT CCT CGA ATT TAA GTC-3’

Dom34(Glu-Ala)for

5’- GCAATAACCTTGGTACCCGCTGATTCCGAGGATTTA

TGG-3°

Dom34(Glu-Ala)rev

5’- CCATAAATCCTCGGAATCAGCGGGTACCAAGGTTAT

TGC-3’
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Dom34-Ndel-FW 5~ GGAATTCCATATGGCTGGCACAGTTCCTGGCCA- 3°
Dom34-Xhol-RV- 5°- CGCTGAGGTCTTCTTCATCACTGTC- 3¢

Stopp

5’-GAATCTGGTGAACAATTGAATCAGTTGACGGGTATTGC
TGCTTTATTGAAATATCCGATACCAGATCTTGATGACAGT
GATGAAGAAGACGGTGGTGGTCGGATCCCCGGGTTAATT
AA-3
5’-GGTTTAATACAGGACTATTTAATTCACGCCAGAAAGGG
TAGAGTCTGGTATTTAGATAGGTATACACAACAAAAAC
TCGTATAAAAAATAATACTCTAGAAGGACCACCTTTGA

Dom34-HA(for)

Dom34-HA(rev)

TTG-3’
pl-Dom34-HA 5’- GGAGGCATTACAGCGCTTCC-3’
p2-Dom34-HA 5’- GAGCAGCGTAATCTGGAACG-3’
p3-Dom34-HA 5’- GAGCTAAAGAAACCACCACC-3’
p4-Dom34-HA 5’- GCAGCATTCTTAACATCGAC-3’

Primer fiir die quantitative RT-PCR:

ACTI1(RT)-r 5’- TGGACAAATGGTTGGTCAAG- 3’
ACTI(RT)-f 5’- TTGGATTCTGGTGATGGTGT- 3’
PMTI1-RT-f 5’- GCTGCTGAACCTGTTGAAGA- 3’
PMTI1-RT-r 5’- CATCAGCAACTTGTGGGTCT- 3’
PMT2-for-RTa 5’- CCATGATGGCTACTAACAATG- 3
PMT2-rev-RTa 5’- CCCATCCACACATTCTAATACC- 3’
PMT4-RT-f 5’- TTGGAAACATCATTGGGTTC- 3’
PMT4-RT-r 5’- TTGATCTTGCTCTGTCGCTT- 3’
PMT5-RT-f 5’- CCCTTATGCATCTCCTCCAT- 3’
PMT5-RT-r 5’- CACCAAATATGGCCAGGAAT- 3’
PMT6-RT-f 5’- ATTTGTTGGTTGTTGGCATC- 3’
PMT6-RT-r 5’- TGATTGACTGTTTGCTGGGT- 3’
DOM34-RT-(f) 5’- GTTGAATGATGACGACGGAA -3’
DOM34-RT-(r) 5’- CGTCGCTTCTAAACAAAGCA -3’

2.4  Priparation, Konstruktion und Analyse von Nukleinsiuren

Soweit nicht anders beschrieben wurden alle Arbeiten nach Standardmethoden durchgefiihrt
(Sambrook et al., 1989).

2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde eine modifizierte Methode der

alkalischen Lyse (Sambrook et al., 1989) verwendet. Fiir praparative Zwecke und fiir die
Isolation von Plasmiden, welche zur Sequenzierung verwendet wurden, erfolgte die Isolierung
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der Plasmid-DNA mit Qiagen-Sdulen. Dabei wurde dem Protokoll der Hersteller Firma
(Qiagen, Hilden) gefolgt.

2.4.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus Hefen

Gesamt-DNA aus C. albicans wurde nach einer modifizierten Methode von Sherman et al.
(1986) isoliert. Die Zellen einer 5 ml groBen stationiren Ubernachtkultur wurden einmal in
destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurde das Pellet in 400 pul SCE/Zymolyase-Losung
(1,2 M Sorbitol; 0,1 M Natriumcitrat; 10 mM EDTA pH 7,0; 200 pg/ml Zymolyase (100T);
20 mM 1,4-Dithiothreitol) resuspendiert. Die Suspension wurde 1 h bei 37 °C inkubiert. Die
erhaltenen Sphéroplasten wurden abzentrifugiert (5 min, 4000 Upm) und in 500 pul 50 mM
EDTA pH 8,0 aufgenommen. Durch Zugabe von 50 pl 10 % SDS-Lésung und 15 — 30 min
Inkubation bei 65 °C erfolgte die Lyse der Zellen und die Denaturierung der Proteine. Nach
Abkiihlung der Suspension auf Raumtemperatur wurden die Proteine durch Zugabe von 100
ul einer 5 M Kaliumacetat-Losung pH 6,0 fiir 30 — 90 min auf Eis gefillt. Nach einem
Zentrifugationsschritt (15 min, 13000 Upm, 4 °C) zur Abtrennung der Proteine und der
Zellreste wurde die DNA im Uberstand mit 900 pl Ethanol gefillt und abzentrifugiert (15
min, 15000 g, 4 °C). Das Pellet wurde in 400 pl RNAse-Losung (150 mM Natriumacetat pH
5,9; 200 pg/ml RNAse A; 10 mM Tris/HCL pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8,0) gelost. Nach einer
Inkubationszeit von 30 — 60 min bei 37 °C wurde eine Phenol-Chloroform Extraktion
durchgefiihrt. Die DNA aus der wissrigen Phase wurde durch Zugabe von 800 pl Ethanol
gefillt. Nach einer Zentrifugation (30 min, 13000 Upm, 4 °C) wurde das Pellet in 100 pl TE-
Puffer aufgenommen.

2.4.3 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme wurden unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen in den
mitgelieferten Puffern eingesetzt.

2.4.4 Auffiillen von 5’-iiberhingenden Enden

Um kohidsiv geschnittene DNA-Enden nach einer Restriktionsendonukleolyse in stumpfe
Enden umzuwandeln, wurde eine Auffiillreaktion durchgefiihrt. Hierzu wurden 5°-
iiberhangende DNA-Enden durch zugegebene dNTP (0,5 pl einer 25 mM Losung) und
Klenow-Fragment (3 U) in 30 min bei 37 °C zu Doppelstringen ergéinzt. Nach Inkubation von
15 min bei 72 °C und anschlieBender Phenol-/Chloroformextraktion wurde die DNA mit
Ethanol gefillt und in TE-Puffer aufgenommen.

2.4.5 Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung von 5'-Enden linearer DNA wurde mit alkalischer Phosphatase nach
den Angaben des Herstellers (Roche) durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20
mM EDTA gestoppt und das Enzym 10 min bei 65 °C inaktiviert. Daran schloss sich eine
Phenol/Chloroform — Extraktion, gefolgt von einer Ethanol — Féllung der geschnittenen und
dephosphorylierten DNA, an.
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2.4.6 Ligation

Ligationsreaktionen zur Verkniipfung verschiedener DNA-Fragmente wurden in einem
Gesamtvolumen von 10 pl oder 20 pl durchgefiihrt. Es wurden je nach Ansatz
unterschiedliche molare Verhiltnisse von Vektor zu Insert gewéhlt. Nach Zugabe von 1 U
T4-DNA-Ligase (Fermentas) wurde der Ansatz bei 16 °C {iber Nacht oder fiir 48 h bei 4 °C
(blunt-end Ligationen) inkubiert.

2.4.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des Qiaquick PCR
Purification Kits der Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerprotokoll.

2.4.8 DNA-Groflenstandard

A-DNA (MBI Fermentas), welche mit EcoRI/HindIIl oder mit HindIIl geschnitten wurde
(FragmentgroBen (bp): 24756, 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584, 1375, 947,
831, 564, 125). Alternativ wurde als GroBenstandard eine 1 kb Leiter (MBI-Fermentas)
verwendet (FragmentgroBen (bp): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000,
1500, 1000, 750, 500, 250).

2.4.9 Konzentrationsabschitzung von Nukleinsiuren

Photometrisch

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm (Sambrook ef al., 1989). Die Berechnung erfolgte nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz:

Ajeo - €=c[ng/pl]

Die Extinktion E,q0 = 1 entspricht 50 pg/ml doppelstringiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA
sowie 33 pg/ml Einzelstrang-DNA (Miiller et al., 1993)

Abschiitzung im Agarosegel
Die Konzentration von Plasmid-DNA wurde in Agarosegelen anhand von Fragmenten

vergleichbarer Gréfe und bekannter Konzentration abgeschétzt. Chromosomale DNA wurde
im Vergleich zu bekannten Mengen ungeschnittener DNA des Bakteriophagen A abgeschitzt.

2.4.10 Nachweis spezifischer Sequenzen iiber Southernblot-Analyse
(Southern, 1977; Sambrook et al., 1989)
2.4.10.1 Sondenmarkierung

Zur Markierung von DNA-Fragmenten wurde das Prinzip des "random priming" verwendet
(Feinberg und Vogelstein, 1983). Die nicht-radioaktive Markierung von DNA-Sonden
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erfolgte mit dem "DIG DNA Labeling and Detection Kit non radioactive" der Firma Roche.
In einem Reaktionsansatz wurden 100-500 ng DNA tiber Nacht markiert. Die Konzentration
der Sonde wurde vor der Hybridisierung im Vergleich mit einer Verdiinnungsreihe mit
markierter Kontroll-DNA abgeschitzt.

2.4.10.2 Transfer auf eine Nylonmembran durch Vacuum-Blot

1,5 bis 2 pg der zu untersuchenden DNA wurde in 100 pl Volumen iiber Nacht mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen (jeweils 20 U) geschnitten und dann in einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt, um anschlieBend in einer Vakuum-Blotkammer (LKB 2016
VacuGene von Pharmacia) auf eine Hybond N-Nylonmembran (Amersham/Braunschweig)
transferiert zu werden. Nach dem Anlegen eines konstanten Vakuums erfolgte eine
dreiminiitige Denaturierung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl), eine ebenfalls dreiminiitige
Neutralisierung (3 M NaAc, pH 5,5) und der Transfer der DNA fiir 45 min in 20x SSC (3 M
NaCl; 0,3 M Na-Citrat, pH 7). Zur Fixierung der DNA wurde die Membran fiir 3 min unter
UV-Licht (312 nm) bestrahlt.

2.4.10.3 Hybridisierung und Detektion

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen der Hybond N-Nylonmembran erfolgte
zundchst eine 1-4-stiindige Inkubation in Prihybridisierungslosung (5x SSC; 1 %
Blockierungslosung [Roche]; 0,1 % N-Laurylsarkosinat; 0,02 % SDS) bei 68 °C im
Wasserbad. Darauf folgte die Hybridisierung der Membran mit der Digoxygenin-markierten
Sonde, die zuvor fiir 10 min bei 95 °C denaturiert wurde, ebenfalls bei 68 °C iiber Nacht.
AnschlieBend wurde die Membran zweimal je 5 min bei Raumtemperatur gewaschen (2x
SSC; 0,1 % SDS) und einmal fiir 15 min bei 68 °C (0,1x SSC; 0,1 % SDS). Zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 30-60 min in 1 % Blockierungslosung bei
Raumtemperatur inkubiert. Daran schloss sich eine 45 min Inkubation mit Antikdrperkonjugat
(polyklonale Schaf-Anti-Digoxygenin-Fab-Fragmente konjugiert mit alkalischer Phosphatase)
in 1 % Blockierungslosung an. Es folgten zwei 15 min Waschschritte in Maleinsédurepufter
(0,1 M Maleinsdure; 150 mM NaCl). Nach Aquilibrierung der Membran (0,1 M Tris-HCI, pH
9,5; 0,1 M NacCl; 0,05 M MgCl,) fiir 2 min erfolgte die Detektion im gleichen Puffer mittels
des durch die alkalische Phosphatase katalysierten Umsatzes der Substrate NBT (0,338
mg/ml) und X-Phospat (0,175 mg/ml) zu einem blauen Farbstoff.

2.4.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis und Fallona, 1987) diente zur priparativen
Amplifikation von DNA wund zu analytischen Zwecken bei der Verifikation von
Transformanten (Kolonie-PCR). Sie wurde in einem Thermocycler der Firma Biometra
durchgefiihrt. Zur Klonierung bestimmte PCR Fragmente wurden mit dem "QIAquick PCR-
Purification"-Kit der Firma Qiagen aufgereinigt.
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24.11.1 Amplifikation von DNA fiir priparative Zwecke

Fiir die priaparative Amplifikation von DNA, z.B. zum Zweck der Transformation bei der
Epitopmarkierung von Genen, wurde das ,,Expand™ High Fidelity*-PCR-Kit von Roche
Diagnostics verwendet. In einem Gesamtvolumen von 50 pl wurden neben dem DNA-
Template 200uM dNTP, je 20 pmol des 5°- und 3’-Primers und High Fidelity Polymerase mit
dem zugehorigen PCR-Puffer mit MgCl, eingesetzt. Die Amplifikation der DNA erfolgte in
20 Zyklen, wobei die Annealling-Temperatur und die Elongationszeit den jeweiligen Primern
bzw. dem Produkt angepasst wurden.

2.4.11.2 Kolonie-PCR

Zur Verifikation von Transformanten wurde die PCR auf ganzen Zellen einzelner Kolonien
durchgefiihrt. Dazu wurde etwas Zellmaterial einer Kolonie in 40 pl 0,02 M NaOH
resuspendiert und 10 min bei 95 °C inkubiert. Fiir die Kolonie-PCR wurde Taq-Polymerase
von NEB mit dem dazugehorigen PCR-Puffer mit MgCl, verwendet und 2 pl der
Zellsuspension eingesetzt. Die tibrigen Komponenten wurden wie in 2.4. .1 beschrieben
eingesetzt, wobei eine Amplifikation in 35 Zyklen erfolgte.

24.11.3 Mutagenese-,,PCR*

Der gezielte Austausch einzelner Basen erfolgte mit dem ,,QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit*“ (Stratagene). Die dafiir verwendeten Oligonukleotide wurden nach
Herstellerangaben ausgewéhlt und die Mutagenese-Reaktionen entsprechend durchgefiihrt.

24.114 Quantitative RT-PCR/ Real Time-PCR

Die Analyse der Expression einzelner Gene erfolgte mit Hilfe der quantitativen Reverse
Transkriptase-PCR (qQRT-PCR) bzw. Real Time-PCR. Die Real Time-PCR erméglicht im
Gegensatz zur Endpunktbestimmung der konventionellen PCR eine Verfolgung der
Amplifikation der DNA in Echtzeit (,,Real Time*) und somit eine Quantifizierung der
Ausgangskopienzahl. Die Messung der Amplifikation der DNA wird dabei durch
fluoreszierende Reportermolekiile ermoglicht, die an das gebildete Produkt binden und dessen
Zunahme so in Echtzeit sichtbar machen. In dieser Arbeit wurde SYBR Green verwendet, das
sequenzunspezifisch, aber spezifisch nur in doppelstrangige DNA interkaliert. SYBR Green
wird bei einer Wellenldnge von 497 nm angeregt und emittiert bei 520 nm, wobei die
Fluoreszenz des gebundenen Farbstoffs 200-fach hoher ist als die des freien Farbstoffs. Diese
Eigenschaften ermoglichen nach der Amplifikation eine Uberpriifung auf Nebenprodukte, wie
sie beispielsweise durch Kontamination, Primer-Dimere oder Falschanlagerung der Primer
entstechen konnen. Im Anschluss an den PCR-Lauf wird eine Schmelzkurve des Produkts
erstellt, indem der Reaktionsansatz langsam erhitzt wird. Bei Erreichen der spezifischen
Schmelztemperatur des Produkts ist dieses zu 50 % zu Einzelstringen denaturiert, so dass ein
drastischer Fluoreszenzabfall durch eine Freisetzung des zuvor gebundenen SYBR Green
gemessen wird. Hierbei sollte nur ein Produkt mit einer spezifischen Schmelztemperatur
detektiert werden, jedes Nebenprodukt tritt als weiterer peak mit einer anderen
Schmelztemperatur auf.

Die Ermittlung der Ausgangskopienzahl der eingesetzten DNA und somit der Expressionsrate
eines Gens erfolgt bei der Real Time-PCR nicht absolut, sondern als relative GréBe in
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Relation zu einem Referenzgen, das unter den untersuchten Bedingungen unverdndert
exprimiert wird (relativer Transkriptspiegel). In dieser Arbeit wurde das Actin-Gen ACT! als
Referenzgen fiir C. albicans verwendet, da es als housekeeping-Gen in den untersuchten
Stimmen nicht reguliert ist. Fiir die Berechnung des relativen Transkriptspiegels eines Gens
(RTL, relative transcript level) wird der Ct-Wert (threshold cycle) des Gens ermittelt. Dabei
handelt es sich um den Amplifikationszyklus, bei dem die Fluoreszenz des betreffenden
Produkts einen bestimmten Grenzwert (threshold) tiberschreitet. Die Berechnung des RTL
erfolgt dabei unter Beriicksichtigung der Effizienz der jeweiligen Amplifikation, da diese das
Ergebnis stark beeinflussen kann. Theoretisch betrdgt die Amplifikationsrate oder Effizienz
bei einer PCR 2, das heifit es findet eine Verdoppelung der DNA innerhalb eines Zyklus statt.
In der Praxis kann dieser Wert jedoch abweichen und muss daher fiir jedes Gen ermittelt
werden. Dazu wird eine Standardkurve fiir jedes Gen erstellt, bei der fiinf Verdiinnungen
derselben DNA gemessen werden. Aus der Steigung (slope) der Standardkurve kann die
Effizienz (E) mit Hilfe folgender Gleichung ermittelt werden:

E=10 -[1/ slope]

Der relative Transkriptspiegel des Gens kann so schlielich aus den gemessenen Ct-Werten
unter Beriicksichtigung der berechneten Effizienzen ermittelt werden:

. Ct Akt
(Effizienz ayen) =~ F0"

relativer Transkriptspiegel = —

. Ct Ziel
(Effizienz zjeigen) o

Priparation von RNA aus C. albicans

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden Zellen einer 50 ml Kultur bei einer ODggp = 0,5
geerntet (5 min, 3500 Upm) und nach AbgieBen des Uberstands im verbliebenen Medium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde langsam so in fliissigen Stickstoff getropft, dass
gefrorene Zellkiigelchen entstanden. Die Zelltropfen wurden bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert. Der Zellaufschluss der gefrorenen Kugeln erfolgte in einem Micro-
Dismembrator (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen) mit einer 7 mm Carbid-
Kugel im Stickstoff-gekiihlten Teflon-Gefdl 2 min bei 2600 Upm. Das entstandene
Zellpulver wurde noch gefroren méglichst ziigig in 1 ml Trizol® (Invitrogen) resuspendiert
und nach Uberfithrung in ein 2 ml Reaktionsgefil (Eppendorf) 1 min kriftig geschiittelt.
Nach fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur zur Dissoziation der Nukleoprotein-
Komplexe wurden die Zelltriimmer durch Zentrifugation (10 min, 13000 Upm) pelletiert und
der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 400 pul
Chloroform zugesetzt, die Proben fiir 15 sec geschiittelt und 10 min bei RT inkubiert. Nach
Zentrifugation (5 min, 13000 Upm) wurde die obere, farblose Phase in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Die RNA wurde zundchst durch Zugabe von 0,5 Volumen
Isopropanol fiir 15 min bei Raumtemperatur gefillt und dann pelletiert (10 min, 13000 Upm).
Das RNA-Pellet wurde einmal mit 1 ml eiskaltem 70 % Ethanol (verdiinnt in DEPC-dH,0)
gewaschen (vortexen; 10 min, 13000 Upm) und danach luftgetrocknet. Die RNA wurde in
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500 pul DEPC-dH;0 resuspendiert (vortexen; 10 min, 37 °C) und nach Zugabe von 500 ul
LiCl-Puffer (4 M LiCl; 20 mM Tris/HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA) erneut mindestens 1 h oder
iiber Nacht bei -20 °C préazipitiert. Nach dem Auftauen wurde die RNA pelletiert (30
min, 13000 Upm) und zweimal mit 1 ml bzw. 500 pl 70 % Ethanol gewaschen (s.o.). Das
Pellet wurde 15 min getrocknet und die RNA in 50- 100 ul DEPC-dH,0O aufgenommen.

Synthese der Komplementir-DNA

Fiir die Analyse des Expressionslevels bestimmter Gene mit Hilfe der quantitativen RT-PCR
muss aus der isolierten mRNA zunéchst durch reverse Transkription komplementidr-DNA
(cDNA) synthetisiert werden. Dazu erfolgte zunichst eine DNase-Behandlung (TURBO
DNase Kit, Ambion) der isolierten Gesamt-RNA und danach die reverse Transkriptase-
Reaktion (RETROscript® Kit, Ambion mit SuperScript II Reverse Transcriptase,
Invitrogen).

(I) DNase-Behandlung

8 ng RNA
2 ul 10x DNase I-Puffer
1 pl DNase I

auffiillen mit dH,O auf 20 pl Reaktionsvolumen, Inkubation 30 min, 37 °C.

Nach der DNase-Reaktion erfolgte eine Aufreinigung der RNA mit einem RNA Clean-up Kit
(R1015 von Zymo research) nach Herstellerangaben.

(Il) Reverse Transkription

1-2 ug RNA
2 ul Oligo (dT)

auffiillen mit Nuklease-freiem dH,O auf 12 pl Gesamtvolumen, 3 min bei 70 °C denaturieren,
danach auf Eis inkubieren.

Danach erfolgte die Zugabe von:

2 ul 10x RT Puffer

4 ul ANTP Mix

1 pl RNase-Inhibitor

1 pl SuperScript™ II ReverseTranskriptase

Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 42 °C inkubiert und danach die Reverse Transkriptase 10
min bei 95 °C inaktiviert.

Um das Auftreten kontaminierender DNA in den fiir die quantitativen RT-PCR Messungen
verwendeten RNA-Proben auszuschlieBen, wurde fiir jede untersuchte Probe zusétzlich eine
so genannte ,,NoRT*“-Kontrolle angesetzt. Dazu wurde parallel eine zweite Probe der DNase-
behandelten RNA nach der Denaturierung mit Oligo (dT) nicht mit Reverser Transkriptase
versetzt, sondern nur mit dH,O auf 20 pl Gesamtvolumen aufgefiillt und spéter ebenfalls in
die quantitative RT-PCR eingesetzt.
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quantitative RT-PCR Analyse

Fiir die quantitative RT-PCR Reaktion wurde das SYBR Green Kit von Invitrogen (Platinum®
SYBR® Green qPCR SuperMix UDG Kit, Invitrogen) verwendet. In diesem System wird
ROX (25 uM 5-carboxy-X-rhodamin in 10 mM Tris/HCI, pH 8.6; 0,1 mM

EDTA; 0,01 % Tween-20) als ein passiver Referenzfarbstoff eingesetzt, um leichte
Volumenschwankungen in den einzelnen Reaktionsansdtzen durch Beriicksichtigung der
Fluoreszenz des Referenzfarbstoffs rechnerisch auszugleichen zu kénnen. Dazu wurden zu
1,2 ml Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG 5 pl ROX gemischt. Die
synthetisierte cDNA wurde 1:10 mit dH,O verdiinnt in die quantitative RT-PCR eingesetzt.
Jede Reaktion wurde in einem Ansatz mit 25 pul Gesamtvolumen und folgenden Komponenten
durchgefiihrt:

cDNA (1:10 Verdiinnung) 10 ul
SYBR Green Mix (+ ROX) 12,5 pl
Forward primer [2uM] 1,25 ul
Reverse primer [2uM] 1,25 ul
X 25 nl

Jede Messung wurde mindestens als Zweifachbestimmung (Duplikate) oder als
Dreifachbestimmung (Triplikate) durchgefiihrt. Die Bestimmung der Effizienz fiir jedes Gen
erfolgte durch die Erstellung einer Standardkurve aus fiinf Verdiinnungsschritten von 1:10 bis
1:10000 derselben cDNA. Fiir die Bestimmung des relativen Transkriptspiegels eines Gens
wurden mindestens zwei Messungen von unabhingigen RNA-Prédparationen durchgefiihrt
(biologisches Replicate).

Die Primer fiir die quantitative RT-PCR wurden mit Hilfe des Programms ,,Real-time PCR
Design® (www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) ausgewihlt. Wichtige Kriterien bei der
Auswahl waren dabei eine Lénge von 18-30 bp, ein GC-Gehalt von 40-60 %, eine moglichst
dhnliche Schmelztemperatur des Primerpaars sowie das Vermeiden von Hairpinstrukturen,
Dimerbildung und anderen Strukturen, die zu Problemen bei der Amplifikation fithren
konnten. Von jedem in der quantitativen RT-PCR verwendeten Primerpaar wurde auerdem
eine Kontrolle ohne cDNA (ersetzt durch 10 ul dH,O) amplifiziert, um Primer-bedingte
Nebenprodukte auszuschliefen.

Die quantitative RT-PCR wurde in einem ABI PRISM® 7000 mit folgendem Programm
durchgefiihrt:

AmpliTaq Aktivierung: 95 °C fiir 10 min
Denaturierung: 95 °C fiir 1 min

Annealing: 60 °C fiir 30 sec

Extension: 72 °C fiir 30 sec (40 Wiederholungen)

Die Auswertung der Daten erfolgte wie in Abschnitt 2.4.11.4 erldutert.
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2.5 Transformation

2.5.1 Transformation von E. coli

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

2.5.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Li-Acetat Methode (Gietz und
Schiestl, 1995).

2.5.3 Transformation von C. albicans

Die Transformation von C. albicans erfolgte nach einer Lithiumacetat-Methode nach Mitchell
(Wilson et al., 2000). 50 ml einer exponentiellen Kultur (ODgyp = 0,5 - 0,8) wurden
abzentrifugiert (5 min, 3500 Upm), das Pellet mit 5 ml LATE-Puffer (0,1 M LiAc, 10 mM
Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA) gewaschen und anschlieBend in 0,5 ml LATE-Puffer
resuspendiert. Pro Ansatz wurden zu 100 pl Zellsuspension 5 pl Heringssperma-DNA (10
mg/ml) und die zu transformierende DNA (bis zu 80 pl PCR-Produkt bzw. 2-10 pg DNA)
hinzugefiigt und 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 0,7 ml PLATE-Puffer
(40 % PEG3350 in LATE-Puffer) zugegeben, kurz gemischt (Vortex, 2 sec) und bei 30 °C
iiber Nacht inkubiert. Auf die Inkubation folgte ein einstiindiger Hitzeschock bei 42 °C. Nach
Zentrifugation (5 min, 3500 Upm) wurde das Pellet in 5 ml YPD resuspendiert und zur
Regeneration fiir 4 Stunden bei 30 °C inkubiert (110 Upm). Der Ansatz wurde abzentrifugiert
(5 min, 3500 Upm) und das Pellet im verbleibenden Restmedium resuspendiert und auf
Selektivmedium ausplattiert.

2.6 Proteinbiochemische Methoden

2.6.1 Antikorper

Tab. 2.6: primire Antikorper

lé;rt(i);ilzgzggl,(onjugie ot Monoklonal, Maus 1: 1000 Sigma

Anti-HA Monoklonal, Ratte 1: 1000 Roche

Anti-HA Polyklonal, Kaninchen 1: 2000 Sigma

Anti-Als1 Polyklonal, Kaninchen 1: 10000 L.L. Hoyer
Anti-CaPirl Polyklonal, Kaninchen 1: 1000 Eulogio Valentin
Anti-Actin Monoklonal, Maus 1: 1000 MP
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Tab. 2.7: sekundéire Antikorper

?;2;{1?;;66’ konjugiert Ziege 1:20000 Pierce
léenrg;cl\i/([lzzz’ konjugiert Ziege 1:20000 Pierce
FAII}IEEiit;?{lgiert Ziege 1:100 lJ{aeCsisa(;Eh La‘tI)r.nIIIlllcl:l.nologle

2.6.2 Priparation von Hefe-Rohextrakten

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis ausgefiihrt. 20- 50 ml einer exponentiellen
Kultur (ODgpo= 0,6- 0,8) wurden geerntet (5 min, 3500 Upm), einmal mit 20 ml dH,O
gewaschen und das Zellpellet tiber Nacht bei -20 °C eingefroren. Das aufgetaute Pellet wurde
in 200pul1 -500ul Lysis-Puffer ( 50 mM HEPES/KOH pH 7,5; 150mM NaCl; 5SmM EDTA; 1
% Triton X 100) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mit 2/3 Volumen Glasperlen fiir
zweimal 10 min auf dem Vibrax (IKA) bei 2200 Upm mit einer 10 miniitigen Pause. Es folgte
eine Abtrennung der Glasperlen (2 min, 2000 Upm) und der Zelltriimmer (5min, 3500 Upm).
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Rohextrakt fiir eine Western-Analyse
bei -70 °C eingefroren bzw. direkt in die Koimmunopréizipitation eingesetzt.

2.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford (1976) beruht darauf, dass der Farbstoff
Coomassie Brillant Blue G 250 sein Absorptionsmaximum nach der Bindung an Proteine von
465 nm auf 595 nm verschiebt. Es wurden 1-15 pg Protein auf ein Gesamtvolumen von
0,8 ml mit Wasser verdiinnt und mit 0,2 ml ,,BioRad Protein Assay Dye Reagent™ (BioRad)
versetzt. Das Gemisch wurde 10 min bei RT inkubiert und die Messung erfolgte in einem
Photometer bei 595 nm. Als Standard wurde eine Eichkurve mit 1-15 pg BSA erstellt.

2.6.4 Bestimmung der Luziferase-Aktivitit

Die Luziferase-Aktivitdt von Rohextrakten wurde unter Verwendung des ,,Renilla Luciferase
Assay System* der Firma Promega in einem Fluoroskan Ascent Fl1 Luminometer der Firma
Labsystems gemessen. Die eingesetzten Rohextrakte wurden wie unter 2.6.2 beschrieben
hergestellt, es wurde jedoch 1x Renilla Luciferase Assay Lysis-Puffer zum Resuspendieren
des Zellpellets verwendet. Fiir die Aktivititsmessung wurden 100 pl Reaktionsgemisch (99 pl
1x Renilla Luciferase Assay Reaktions-Puffer und 1 pl Renilla Luciferase Substrat) in 96-well
Mikrotiterplatten (cliniplate, Labsystems) vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 10 pl
Rohextrakt gestartet. Die Lumineszenz wurde dann tiiber einen Zeitraum von 10 sec
gemessen. Die Luziferase-Aktivitdt wurde nach Bestimmung der Proteinkonzentration (siche
2.6.3) als relative light units (RLU) normalisiert auf den Proteingehalt in pg berechnet.
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2.6.5 Koimmunoprizipitation

Fiir die Koimmunoprézipitation wurden 500ul Rohextrakt mit 7ug des primédren Antikorpers
1- 4 h auf einem Kippschiittler bei 4 °C inkubiert. Protein A-Sepharose (Zymed Laboratories)
wurde dreimal mit Lysis-Puffer gewaschen (1 min, 13000 Upm) und danach fiir den gleichen
Zeitraum in Lysis-Puffer auf dem Kippschiittler dquilibriert. Nach einem letzten Waschschritt
wurde die Sepharose in einem Volumen Lysispuffer zu einer 50 %igen Losung resuspendiert.
80ul Sepharosesuspension sowie die Losung aus Rohextrakt und Antikérper wurden 1 min
bei 13000 Upm zentrifugiert und die Rohextrakt-Antikorper-Losung zu dem Sepharosepellet
gegeben. Diese Suspension wurde wiederum mindestens 4 h oder iiber Nacht bei 4 °C auf
dem Kippschiittler inkubiert. Das Prézipitat wurde dreimal mit Lysispuffer und einmal mit
PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPOq,, 1,8 mM KH,PO4 pH 7,4) gewaschen (1
min, 13000 Upm) und die restliche Fliissigkeit mit einer diinnen Glaskapillare abgenommen.
Das Sepharosepellet wurde in 60 pl 3x SDS-Probenpuffer (30 % Glycerin; 6 % SDS; 188 mM
Tris/HCI pH 6,8; 15 % PB-Mercaptoethanol; 0,006 % Bromphenolblau; Laemmli, 1970)
resuspendiert und zur Denaturierung der Prazipitate 20 min bei 70 °C erhitzt. Nach kurzem
Abzentrifugieren wurden je 25 ul des Uberstands auf zwei SDS-Polyacrylamidgele
aufgetragen und das prézipitierte sowie das moglicherweise koprizipitierte Protein durch
Immunoblotanalyse mit dem jeweiligen Antikdrper nachgewiesen.

2.6.6 PNGase F-Behandlung

Zur gezielten Untersuchung der O-Glykosylierung von Proteinen wurde eine Abspaltung der
N-Glykosylketten mit Hilfe von PNGase F (Peptid:N-glycosidase F aus Flavobacterium
meningosepticum, Roche) durchgefiihrt. PNGase F ist eine Amidase, die zwischen dem
Asparagin und dem ersten GIcNAc (N-Acetylglukosamin) der Glykosylketten der N-
Glykosylierung spaltet. Fiir die PNGase F-Behandlung von Proteinen wurde ein Aliquot des
Rohextrakts entsprechend 20 pg Protein zunichst mit 1/10 Volumen Denaturierungspuffer
(5 % SDS, 10 % B-Mercaptoethanol) versetzt und 10 min bei 95 °C inkubiert. Nach dieser
Denaturierung der Proteine wurden 1/10 Volumen Reaktionspuffer (0,5 M Na-Citrat, pH 7,5)
und 1/10 Volumen 10 % NP-40 sowie 1 pl PNGase F (10 U) zugegeben und der
Reaktionsansatz 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden mit 3x SDS-Probenpuffer
versetzt und in einem Immunoblot analysiert.

2.6.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte nach einer modifizierten Methode
von Laemmli (1970). Es wurde die XCell SureLock™ Mini-Cell Gelapparatur der Firma
Invitrogen mit 8 %igen, 10 %igen oder 4- 20 %igen SDS-Gelen der Firma Pierce verwendet.
Die Proben wurden mit %2 Volumen 3x SDS-Probenpuffer (2. . ) versetzt und 10 min bei 95
°C oder 20 min bei 70 °C (Membranproteine) denaturiert. StandardmifBig wurden 40 pg
Gesamtprotein der Rohextrakte eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine
erfolgte in einem HEPES-Laufpuffer (100 mM Tris; 100 mM HEPES; 1 % (w/v) SDS) bei
150 V.
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2.6.8 Nachweis spezifischer Proteine durch Immunoblot-Analyse

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf
eine PVDF-Membran (Immobilon-P-Membran von Millipore) erfolgte im Tankblot-
Verfahren (Towbin ef al., 1979). Die Membran wurde mit Methanol vorbehandelt. Der
Proteintransfer erfolgte mit dem ,,XCell Blot Module* 90 min bei 40 V bzw. tiber Nacht bei
10 V.

Potentielle unspezifische Bindestellen auf der PVDF-Membran wurden fiir 2 h bei RT, bzw.
iiber Nacht bei 4 °C in 5 % Milchpulver in TBST (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl;
0,1 % (v/v) Tween 20) blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikorper
unter leichtem Schiitteln in der gleichen Blockierungslosung fiir mindestens 1 h bei RT oder
tiber Nacht bei 4 °C. Zur Entfernung nicht gebundener Antikorper wurde die Membran
dreimal fiir 15 min bei RT in TBST gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit dem
entsprechenden Zweitantikorper (1 h, RT). Nach erneutem dreimaligem Waschen erfolgte die
Detektion der Peroxidase mit Hilfe des Chemilumineszenz-Substrates ,,SuperSignal® West
Dura“ (Pierce) laut Herstellerangaben am LAS1000.

2.6.9 Differentielle Zentrifugation

Zur Lokalisierung von Proteinen in bestimmten Zellkompartimenten wurde eine
Fraktionierung von Zellbestandteilen durch differentielle Zentrifugation von Zelllysaten
durchgefiihrt. Dazu wurden Zellen von 50 ml einer exponentiellen Kultur (ODgp= 0,5-0,8)
geerntet (5 min, 3500 Upm) und einmal mit 20 ml dH,O gewaschen. Die Zellen wurden in
1,5 ml Sorbitol-Puffer (IM Sorbitol; 50 mM HEPES, pH 7,5) resuspendiert und nach Zugabe
von 50 mM DTT 10 min bei 30 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 3500 Upm) wurde
einmal mit 1,5 ml Sorbitol-Puffer gewaschen und die Zellen anschlieBend in 1 ml SCE (1,2 M
Sorbitol; 0,1 M Natriumcitrat; 10 mM EDTA pH 7,0) resuspendiert. Zur Sphiroblastierung
der Zellen wurde 30 ul Zymolyase (2,5 mg/ml) zugegeben. Nach 30-45 min Inkubation bei 30
°C wurden die Sphiroblasten geerntet (5 min, 3500 Upm) und der Uberstand mit der
Periplasmafraktion abgenommen. Die Sphéroblasten wurden in 0,5 ml SCE resuspendiert und
nach Zugabe von 1 Volumen Glasperlen 5 min bei 4 °C im Vibrax aufgeschlossen. Von dieser
Rohextraktfraktion wurde ein Aliquot von 20 upl abgenommen und die Glasperlen
anschlieBend 5 min bei 3500 Upm abzentrifugiert. Es folgten zwei Zentrifugationsschritte des
Uberstands, zunichst 10 min bei 10000 Upm und anschlieBend 60 min bei 40000 Upm in
einer Ultrazentrifuge. Als Fraktionen ergaben sich dabei die Pellets aus den beiden
Zentrifugationsschritten sowie der letzte Uberstand. Alle Fraktionen wurden mit 1/3 Volumen
4x SDS Probenpuffer versetzt, wobei Pellets in 100 ul des Probenpuffers resuspendiert
wurden, und bei —20 °C eingefroren. Bei der anschlieBenden Immunoblotanalyse zum
Nachweis des Proteins wurden dquivalente Aliquots jeder Fraktion eingesetzt, in der Regel
1/5 Volumen der Gesamtfraktion.

2.6.10 Bestimmung der Protein-Mannosyltransferase-Aktivitit

Die Protein-Mannosyl-Transferase-(Pmt)-Aktivitit verschiedener Candida-Stamme wurde
mit Hilfe eines in vitro Enzymtests bestimmt. Die Enzymaktivitdt wird dabei anhand der
Mannosylierungsrate eines kiinstlichen Akzeptorpeptids gemessen.
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2.6.10.1 Priparation der mikrosomalen Membranfraktion

Fir die Durchfithrung des in vitro Enzymtests zur Bestimmung der Protein-Mannosyl-
Transferase-Aktivitét erfolgte zunichst eine Préparation der mikrosomalen Membranfraktion
der zu untersuchenden Stimme. Diese Zellfraktion enthélt das Endoplasmatische Retikulum,
in dessen Membran die Protein-Mannosyl-Transferasen lokalisiert sind. Zellen von 1000 ml
einer exponentiellen Kultur (ODgy = 0,5) wurden geerntet (10 min, 5000 Upm) und zweimal
mit 1000 ml kaltem dH,0 gewaschen (10 min, 5000 Upm). Das Zellpellet wurde gewogen, in
2 Volumen Puffer Tris I (50 mM Tris/HCI, pH 7,4; 15 mM MgCl,; 9 mM B-Mercaptoethanol)
resuspendiert und 2 Pelletvolumen Glasperlen zugegeben. Der Zellaufschluss erfolgte durch
7-mal 1 min vortexen mit jeweils 1 min Pause auf Eis. Die Glasperlen wurden 2 min bei 2000
Upm abzentrifugiert und anschlieBend noch zweimal mit 3 ml Tris I gewaschen (2 min, 2000
Upm). Die gesammelten Uberstiinde wurden vereinigt und zur Abtrennung von Zelltriimmern
und schweren Zellkompartimenten 15 min bei 5000 Upm zentrifugiert. In einem letzten
Zentrifugationsschritt des Uberstands von 1 h 20 min bei 26000 Upm erfolgte schlieBlich die
Sedimentierung der leichten Zellkompartimente, der so genannten mikrosomalen
Membranfraktion. Nach Entfernung des Uberstands wurde das Membranpellet in 350 ul
Puffer Tris II (50 mM Tris/HCL, pH 7,4; 125 mM MgCl,; 25 mM B-Mercaptoethanol)
resuspendiert, die Membransuspension mit einem Glashomogenisator homogenisiert und in
Aliquots von 50 ul bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Proteinbestimmung

Fir den Einsatz im Protein-Mannosyl-Transferase-Enzymtest musste zuerst die
Proteinkonzentration der Membransuspension bestimmt werden. Dies geschah mit Hilfe der
Methode nach Lowry (Lowry ef al., 1951). Es wurde das ,,Total Protein Kit, Micro Lowry,
Peterson’s Modification* von Sigma verwendet.

2.6.10.2 Synthese des Substrats Dolicholphosphat-['*C]Mannose

Als Substrat wurde fiir die in vitro Pmt-Reaktion radioaktiv markiertes Dolicholphosphat-
['*C]Mannose eingesetzt, so dass die Pmt-Aktivitit als Mannosylierungsrate des Peptids mit
['“C]Mannose gemessen werden konnte. Das Substrat musste hierzu zunichst ebenfalls mit
Hilfe einer enzymatischen in vitro Reaktion synthetisiert werden, in der die
Dolicholphosphat-Mannose-Synthase die Synthese von Dolicholphosphat-Mannose aus
Dolicholphosphat und GDP-Mannose katalysiert (Abb. 2.1). Es wurde die Dolicholphosphat-
Mannose-Synthase Dpm1 aus S. cerevisiae verwendet. Hierzu wurde wie unter 2.6.10.1
beschrieben die mikrosomale Membranfraktion des S. cerevisiae Wildtypstamms W303
préapariert und als Quelle fiir die enzymatische Dpml-Aktivitit in die in vitro Reaktion
eingesetzt. Als Substrate dienten GDP-['*C]Mannose (Guanosin-Diphospho-D-[U-
'4C]mannose-Ammoniumsalz, 302 mCi mmol™ (370 kBq mmol™); GE Healthcare) und
Dolicholphosphat (Cgp-Dol-P, Sammlung von Polyprenolen des Instituts fiir Biochemie und
Biophysik, Warschau, Polen; von Jacek Orlowski zur Verfiigung gestellt). Fiir die in vitro
Synthese wurden GDP-['*C]Mannose entsprechend 100000 cpm und Dolicholphosphat im
Uberschuss (getrocknete Substanz nach Verdampfen des Losungsmittels Chlorofom/
Methanol, 3:2) in einem 50 pl Reaktionsansatz mit 50 mM Tris/HCI, pH 7,4 sowie 125 mM
MgCl, und 0,125 % Nonidet/NP40 resuspendiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
mikrosomalen Membranfraktion entsprechend 500 ug Gesamtprotein gestartet und 60 min bei
30 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe
von 2 ml 3:2 Chloroform/ Methanol und 500 pl dH,O gestoppt und zur Trennung der Phasen
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5 min bei 13000 Upm zentrifugiert, wodurch das Produkt Dolicholphosphat-['*C]Mannose in
der hydrophoben Phase vom ebenfalls radioaktiven Substrat GDP-['*C]Mannose in der
wéssrigen Phase separiert wurde. Die hydrophobe Phase mit dem Produkt wurde noch einmal
durch Zugabe von 500 pl dH,O und 2 ml 3:2 Chloroform/ Methanol gewaschen (5 min,
13000 Upm) und die wissrige Phase anschlieBend entfernt. Die Bestimmung der
Radioaktivitdt des Produkts in einem Szintillationszéhler zeigte in der Regel eine Ausbeute
von ca. 70000 cpm entsprechend einer 70 % igen Effizienz der Inkorporation von
['*C]Mannose in Dolicholphosphat-[14C]Mannose. Zusitzlich wurde das radioaktive Produkt
in einer Diinnschicht-Chromatographie (DC) tiberpriift. Hierzu wurden 2 pl, 4 pl und 8ul des
radioaktiven Produkts, sowie als Kontrollen je 1 pl der Substrate GDP-['*C]-Mannose und
Dolicholphosphat auf eine Kieselgel-Chromatographieplatte (Merck) aufgetropft und in
einem unpolaren Laufmittel fiir Lipide (Chloroform/ Methanol/ dH,O, 65:25:4) aufgetrennt.
Die Position des radioaktiven Produkts und der GDP-['*C]-Mannose wurde anschlieBend
durch eine Autoradiographie der Kieselgelplatte auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.
Das nicht radioaktive Substrat Dolicholphosphat wurde durch Bespriithen der Kieselgelplatte
mit wassriger Jodlosung angefdrbt. Das radioaktive Produkt der Synthese-Reaktion zeigte das
gleiche Laufverhalten wie Dolicholphosphat, wihrend GDP-['*C]-Mannose als hydrophiler
Zucker keine Wanderung unter den gewidhlten Bedingungen zeigte (Abb. 2.2). Das
entstandene Produkt konnte somit als Dolicholphosphat-['*C]-Mannose bestitigt und in den in
vitro-Pmt Enzymtest eingesetzt werden.

Dolicholphosphat

Dolicholphosphat-
Mannose
Dpm1l
GDP-[C*4]-Man + Dol-P —, GMP + Dol-P-[C'*]-Man
100.000 cpm mikrosomale 70,000 cpm
Membranfraktion

Abb. 2.1: Synthese von Dolicholphosphat-['*C]-Mannose als Substrat fiir den
Pmt in vitro-Enzymtest. Schematische Reaktion der Dolicholphosphat-Mannose-
Synthase (Dpml). In der in vitro-Synthese katalysiert Dpml der eingesetzten
mikrosomalen = Membranfraktion die Synthese von  Dolicholphosphat-
['“C]Mannose aus GDP-["*C]Mannose und Dolicholphosphat.
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Abb. 2.2:
Diinnschichtchromatographie
und anschliefende
Autoradiographie des
radioaktiven Produkts.

Dol-P, Dolicholphosphat-Mannose;
GDP-["*C]-Man, GDP-["*C]-
Mannose; Dol-P-["*C]-Man,
Dolicholphosphat-["*C]Mannose.
Es wurde jeweils 1 pl aufgetragen,
bzw. 2 ul, 4 plund 8 pl des
Produkts.

Dol-P GDP-['C}- Y
2.6.10.3 Bestimmung der Mannosylierungsaktivitit

Fiir die Messung der Protein-Mannosyltransferase-Aktivitit wurde im in-vitro Enzymtest ein
kiinstliches Peptid eingesetzt, das durch die Protein-Mannosyltransferase anstelle des
Zielproteins mannosyliert wird. Es wurde ein Peptid der Sequenz Ac-DYATAV-NH, (JPT)
verwendet, dessen Sequenz von Weston et al. (1993) fir die spezifische Mannosylierung
durch Pmtl optimiert wurde und durch die terminalen Schutzgruppen eine relative Stabilitét
gegeniiber proteolytischem Abbau aufweist. Das lyophilisierte Peptid wurde in DMSO zu
einer 50 mM Losung resuspendiert.

Fir den Pmt in-vitro Enzymtest wurde Dolicholphosphat-["*C]Mannose (geldst in 3:2
Chloroform/ Methanol; vgl. Abschnitt 2.6.10.2) entsprechend 15000 cpm mit 250 pg
Phosphatidylcholin (10 mg/ml L-a-Phosphatidylcholin aus Rinderhirn in Chloroform, Sigma)
gemischt und heruntergetrocknet. Nach Verdampfen des Losungsmittels wurde das Pellet in 5
pul 20 % igem Triton X 100 resuspendiert und 5 min in einem Ultraschallwasserbad
sonifiziert. Durch die Ultraschallbehandlung bildet das Lipid Phosphatidylcholin kleine
Membranvesikel, in die das hydrophobe Dolicholphosphat-['*C]Mannose eingelagert wird.
Dieser Prozess erleichtert die Zuginglichkeit des Substrats fiir das ebenfalls
membrangebundene Pmt-Enzym. Fiir den Reaktionsansatz wurden nun 5 pl des Peptids (50
mM), 10 ul 0,2 M Bicine (pH 7,7) sowie 5 ul dH,0 zugegeben. Die Enzymreaktion wurde
durch Zugabe von 25 pl der auf eine Proteinkonzentration von 15 mg/ml verdiinnten
mikrosomalen Membranen gestartet und 20 min bei 25 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pl dH,O sowie 1 ml 3:2
Chloroform/ Methanol gestoppt und zur Trennung der Phasen 5 min bei 13000 Upm
zentrifugiert. Das Produkt der enzymatischen Reaktion, das mannosylierte Peptid, ist
aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften in der wéssrigen Phase gelost und somit gut von
dem hydrophoben Substrat Dolicholphosphat-['*C]Mannose separierbar. Zur Ermittlung der
Pmt-Aktivitit wurde daher die wissrige Phase abgenommen und die Radioaktivitidt mit Hilfe
des Szintillationszéhlers gemessen. Zur Ermittlung der Hintergrundaktivitit wurde eine
identische Reaktion, jedoch ohne Akzeptorpeptid gemessen. Die absolute Pmt-Aktivitét
wurde folgendermallen ermittelt:
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Pmt-Aktivitit [cpm] = cpm (wissrige Phase) — cpm (wéssrige Phase ohne Peptid)

Fiir jeden untersuchten Stamm wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt, die noch
einmal mit einer unabhéngigen zweiten Membranpriparation wiederholt wurde.

2.6.11 Aufreinigung von CaDom34 aus E. coli

Die heterologe Produktion in E. coli und anschlieBende Aufreinigung des C. albicans Dom34-
Proteins erfolgte in Anlehnung an die von Lee ef al. (2007) fiir die Aufreinigung des S.
cerevisiae Dom34-Proteins aus E. coli beschriebene Methode. Fiir die heterologe Produktion
des Dom34-Proteins wurde der E. coli Standard-Expressionsstamm BL21 mit dem
Expressionsvektor pET22b-Dom34 transformiert, der ein Dom34-Fusionsprotein mit einem
C-terminalen Deca-Histidin-Epitop unter der Kontrolle des T7-Promotors produziert. Eine
1000 ml Kultur des frisch transformierten Stamms in LB+Ampicillin-Medium (50 pg/ml) mit
1 % Glukose wurde bis zum Erreichen der exponentiellen Phase bei 37 °C inkubiert und die
Proteinproduktion bei einer ODggo von 0,5 durch Zugabe von 1 mM IPTG (100 mM Losung
in 70 % EtOH) induziert. Nach der Induktion wurde die Kultur zur Vermeidung einer
Aggregatbildung des tiberproduzierten Proteins bei einer erniedrigten Temperatur von 20 °C
fur weitere 24 h inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation fiir 20 min bei
10000 Upm. Das Zellpellet wurde in 20 ml Lysis-Puffer A (50 mM Tris/HCI, pH 7,9; 500
mM NaCl; 10 % Glycerin) mit 20 mM Imidazol resupendiert und die Zellen anschlielend
durch die zweimalige Passage der Suspension in einer French-Press lysiert. Das Lysat wurde
abzentrifugiert (20 min, 10000 Upm) und bei sichtbaren Triibungen zusétzlich durch einen
Papier-Faltenfilter filtriert. Die Reinigung des mit einem zehnfachen Histidin-Epitop
fusionierten Dom34-Proteins aus dem E. coli-Lysat erfolgte mittels Affinitdtschromatographie
tiber eine NINTA-Matrix mit Hilfe des AKTAprime plus nach Herstellerangaben. Zur Elution
des Proteins wurde Puffer A mit 500 mM Imidazol verwendet. Die Elutions-Fraktionen, fiir
die ein Peak der UV-Absorption eluierte Proteine anzeigte, wurden anschlieend in einer
SDS-PAGE auf die GroéBe des eluierten Proteins untersucht. Dazu wurden 20 pl der
betreffenden Elutionsfraktionen in einem Gradientengel von 4-20 % aufgetrennt und die
Proteinbanden durch eine Coomassie-Farbung (Fertiglosung von Bio-Rad; Biosafe
Coomassie, Coomassie Blue G250 Stain, nach Herstellerangaben verwendet) visualisiert. Bei
der richtigen Grof3e des eluierten Proteins wurde die Proteinbande aus dem Polyacrylamidgel
ausgeschnitten und die Identitit des gereinigten Proteins zusétzlich durch eine
massenspektrometrische Analyse tiberpriift.

2.7  Zellbiologische Methoden

2.7.1 Immunfluoreszenz

27141 Fixieren von Zellen

Zellen einer exponentiellen Kultur (ODgpo= 0,5- 0,8) wurden 30- 90 min mit 4 %
Formaldehyd bei 30 °C auf dem Schiittler fixiert. 5 ml der Kultur wurden geerntet (5 min,
3500 Upm) und einmal in 5 ml S-Puffer (50 mM HEPES; 1,2 M Sorbitol; pH 7,5) gewaschen

(5 min, 3500 Upm). Die Zellen wurden in 1 ml S-Puffer resuspendiert und konnten so bis zu
einer Woche bei 4 °C fiir die weitere Verwendung gelagert werden.
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2.7.1.2 Herstellen der Priparate

Fiir eine Immunfluoreszenz der Zellen mussten diese zunédchst spharoplastiert werden. Dazu
wurden Zymolyase T100 (2,5 mg/ml, 40 pl fir 1 ml Zellsuspension eingesetat) und -
Glucoronidase (30 pl) sowie 10 mM DTT (10 pul IM DTT) zugegeben und die fixierten
Zellen 45 min bei 30 °C inkubiert. Nach diesem Schritt mussten die Sphéroplasten sehr
vorsichtig behandelt werden. Nach der Sphéaroplastierung wurden die Zellen abzentrifugiert (1
min, 5000 Upm), in 1 ml S-Puffer mit 0,1 % Triton X-100 resuspendiert und 5 min bei RT auf
einem Kippschiittler inkubiert. Die Sphiroplasten wurden abzentrifugiert (2 min, 5000 Upm)
und in 200 pl S-Puffer aufgenommen.

Fir die Fluoreszenzmikroskopie der Zellen wurden Poly-Lysin beschichtete Objekttrager
verwendet. Dazu wurde in jedes Well eines 10-Well-Objekttragers 15 pl einer 0,1 %igen
Poly-Lysinlosung gegeben und 2 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Fliissigkeit
abgesaugt und nach dem Trocknen die Poly-Lysinschicht dreimal mit dH,O gewaschen.

Zur Fixierung der Zellen auf der Poly-Lysin-Matrix wurden 20 ul der Zellsuspension
aufgetropft und 5 min inkubiert. Die angehefteten Zellen wurden viermal durch tropfenweise
Zugabe von PBS und anschlieBendes Neigen des Objekttriagers gewaschen und mussten dabei
stets von Puffer benetzt bleiben. Die Blockierung unspezifischer Bindestellen erfolgte durch
15 miniitige Inkubation der Zellen mit 2 % Milchpulver in PBS.

Nach Absaugen der Fliissigkeit wurde 90 min bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C in einer
feuchten Kammer mit 40 pl des primédren Antikorpers (Anti-HA aus der Ratte, siche Tab.
2.6), 1:100 in der Blockierungslosung verdiinnt, inkubiert. Der sekunddre, Fluorophor-
gekoppelte Antikorper (Anti-Ratte, FITC-konjugiert, siche Tab. 2.7) wurde nach erneutem
viermaligem Waschen mit PBS fiir 90 min, 1:100 verdiinnt in 0,2 % Milchpulver/PBS, in der
feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert.

Zur Fluoreszenzfirbung des Kerns wurde nach dem Waschen mit PBS 20 pl DAPI (1 pg/ml)
zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde die
Flissigkeit griindlich entfernt und Anti-Fade (Pro-Long Gold Anti-Fade von Sigma) in die
Wells gegeben, das laut Herstellerangaben aushirten gelassen wurde. Vor der Mikroskopie
des Préparats wurde das Deckglas vollstandig luftdicht mit Nagellack versiegelt und konnte
so auch langere Zeit im Dunkeln aufbewahrt werden.
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3.1  Phiinotypische Charakterisierung der dom34- und pmtl dom34-Mutanten

In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Dom34 in S. cerevisiae eine Rolle bei der
O-Glykosylierung spielt (Finck et al., 1996). So wiesen verschiedene Proteine wie a-
Agglutinin, Chitinase oder hIGF-1 (human Insulin-like Growth Factor 1) eine reduzierte O-
Glykosylierung in einer dom34-Mutante auf. Zudem konnte ein synthetischer Phinotyp von
DOM34 und PMT1 in einer dom34 pmtl-Doppelmutante beobachtet werden (Wickert, 1998).
In ersten Untersuchungen in C. albicans konnte von Kluge (2006) jedoch kein Phanotyp einer
Deletionsmutante von DOM34 nachgewiesen werden, der eine Beteiligung von Dom34 an der
O-Glykosylierung in diesem Organismus belegen wiirde, wie Hypersensitivititen gegeniiber
verschiedenen Substanzen oder ein direkter O-Glykosylierungs-Defekt einzelner
glykosylierter Proteine. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine weitere Charakterisierung des
DOM34-Gens in C. albicans erfolgen. Dabei sollte im Speziellen aufgeklart werden, ob
DOM34 parallel wie aus S. cerevisiae bekannt auch in C. albicans an der O-Glykosylierung
beteiligt ist, obwohl die Cadom34-Mutante keinen vergleichbaren Phénotyp zeigte.
Insbesondere sollte deshalb in verschiedenen genetischen Untersuchungen eine mogliche
Beziehung zwischen DOM34 und dem Gen der Protein-O-Mannosyltransferase PMT1
untersucht werden, wie sie in S. cerevisiae als weiterer Hinweis auf eine Beteiligung von
Dom34 an der O-Glykosylierung beobachtet werden konnte (Wickert, 1998). Unter diesem
Aspekt sollte in einem ersten Schritt die phénotypische Charakterisierung einer
Doppelmutante von DOM34 und PMTI im Vergleich mit den entsprechenden dom34- und
pmtl-Einzelmutanten erfolgen.

3.1.1 Konstruktion der dom34- und dom34 pmt1-Mutanten

In der Arbeit von Kluge (2006) wurde bereits eine dom34 pmtl-Doppeldeletionsmutante
(SK53) konstruiert und verschiedene Untersuchungen mit diesem Stamm durchgefiihrt. In den
ersten Untersuchungen dieser Arbeit zeigte sich jedoch eine offenbar unvollstindige
Disruption beider Allele des PMT-Gens in diesem Stamm, da in quantitativen RT-PCR
Analysen noch das PMTI-Transkript nachweisbar war. Aus diesem Grund erfolgte zunéchst
die Konstruktion eines neuen dom34 pmtI-Doppeldeletionsstamms. Von Kluge wurden neben
der Mutante SK53 noch weitere Stimme mit Deletionen des DOM34- und PMTI-Gens
konstruiert, darunter der Stamm SK24 (pmtiA::hisG/pmtIA::hisG dom34A::FRT/
dom34A::FRTA wura3::imm434/Aura3:.imm434). Fur SK24 wurde die erfolgreiche
vollstdndige Disruption beider Allele des DOM34- bzw. PMTI-Gens in einer quantitativen
RT-PCR Analyse bestitigt, so dass dieser Stamm als Ausgangspunkt fiir die Analyse der
dom34 pmtl-Doppelmutante dienen konnte (vgl. Abb. 3.10; gezeigt ist der URA3-
rekonstituierte Stamm JH24-4). Fir die phénotypische Charakterisierung der Mutanten sollte
eine Rekonstituierung des URA3-Gens am eigenen Genlokus erfolgen, um Phanotypeffekte
auszuschlieen, die durch Positionseffekte der Expression des URA3-Gens am Integrationsort
entstehen konnen (Cheng et al., 2003; Lay et al., 1998). Die Rekonstituierung des URA3-
Gens erfolgte nach der von Prill (2004) beschriebenen Methode. Dazu wurde aus dem
Plasmid HBS (Losberger und Ernst, 1989) ein 4,3 kb groBles PstI- und Xhol-Fragment isoliert,
das den genomischen URA3-Lokus enthidlt. Der Stamm SK24 wurde mit dem Fragment
transformiert und anschlieBend auf  SD-Minimalmedium selektiert. Die erhaltenen
Transformanten wurden durch PCR mit den Oligonukleotiden i-p2-URA3ver und p3-
URA3ver auf eine korrekte Integration am URA3-Genlokus tiberpriift. Da in dieser Arbeit
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auch die dom34-Mutante noch einmal parallel zu der dom34 pmtI-Doppelmutante in den
gleichen Versuchsreihen untersucht werden sollte, erfolgte auch fiir die von Kluge
konstruierte  dom34-Mutante  SK47  (dom34A::FRT/dom34A::FRT  Aura3:.imm434/
Aura3::imm434) eine Rekonstituierung des URA3-Gens nach der beschriebenen Methode. Fiir
die folgende Phinotypisierung der Mutanten wurden jeweils zwei unabhidngige der URA3-
rekonstituierten Stimme verwendet. Die URA3-rekonstituierten Stdimme der dom34-Mutante
SK47 wurden JH47-1 und JH47-2 genannt (beide dom34A ::FRT/dom34A ::FRT
ura3A ::imm434/URA3), die URA3-rekonstituierten Stimme der pmtl dom34-Mutante SK24
wurden JH24-4 und JH24-5 genannt (beide pmtIA ::hisG/pmtiIA ::hisG ~ dom34A ::FRT/
dom34A ::FRT wura3A ::imm434/URA3).

3.1.2 Sensitivititen der Mutanten

In einer vergleichenden Analyse der Phidnotypen von pmtl-Mutante, dom34-Mutante und
pmtl dom34-Doppelmutante sollte nun eine potentielle genetische Interaktion zwischen den
beiden Genen untersucht werden, wie sie in S. cerevisiae in Form eines synthetischen
Phinotyps der pmtl dom34-Doppelmutante nachgewiesen wurde.

3.1.2.1 Sensitivitdt gegen Hygromycin B

Der Phinotyp einer pmt¢l/-Mutante umfasst unter anderem Sensitivititen gegeniiber
verschiedenen  Substanzen wie Aminoglykosiden und verschiedenen Zellwand
destabilisierenden Agenzien sowie eine Temperatursensitivitdt (Timpel ef al., 1998; Prill
2004). Aus bisher unbekannten Griinden zeigen viele Glykosylierungsmutanten eine solche
Sensitivitdt gegen Aminoglykoside wie Hygromycin B. Diese zu den Antibiotika gehérende
Stoffgruppe wirkt inhibierend auf die Proteinbiosynthese am Ribosom. So induziert
Hygromycin B Fehler in der Proteinbiosynthese durch Bindung der kleinen
Ribosomenuntereinheit (Brodersen et al., 2000). Daher sollten die dom34- und pmtl dom34-
Mutante gezielt auf eine solche, typischerweise bei Glykosylierungsmutanten beobachtete
Sensitivitit hin untersucht werden. Wie in Abb. 3.1 zu erkennen ist, zeigte die pm¢/-Mutante
die bekannte Hypersensitivitdt gegen Hygromycin B.

YPD + Hygromycin B + Hygromycin B + Hygromycin B
200 pyg/mi 150 pg/mli 100 pg/mi
s 000w 9090 00000 Go00®
pmttipmtt B OO ® 2 00D i
dom3sidoms ® O OO ® .QQ@Q 0000 ¢
dom34/dom34 L3-8 4. ® &
pmttipmtt | DO @@ 4 : @ ® :

Abb. 3.1: Hygromycin B-Sensitivitiit der dom34- und pmtI-Mutanten.

Aus Ubernachtkulturen der Stimme CAF2-1 (+/+), SPCa2 (pmtl/pmtl), JHA7-1 (dom34/dom34), JH24-4
(pmtl/pmtl dom34/dom34) und JH24-5 (pmti/pmtl dom34/dom34) wurden jeweils Verdiinnungsreihen
von 10° bis 10 Zellen hergestellt und jede Verdiinnung in einem Volumen von 5 pl auf YPD und YPD mit
unterschiedlichen Konzentrationen Hygromycin B getropft. Die Kolonien wurden 1-2 Tage bei 30 °C
inkubiert.
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Bei einer Konzentration von 200 pg/ml Hygromycin B wuchs die pmt/-Mutante nicht mehr.
Fir die dom34-Mutante konnte dagegen bei keiner der getesteten Konzentrationen eine
erhohte Sensitivitdt gegen das Aminoglykosid beobachtet werden. Die pmtl dom34-
Doppelmutante zeigte ebenfalls eine so starke Sensitivitit gegeniiber Hygromycin B, dass sie
bei einer Konzentration von 200 pg/ml wie die pm¢/-Mutante nicht mehr wachsen konnte.
Aus diesem Grund blieb bei dieser hohen Konzentration eine mogliche Verstiarkung des pmt!-
Phinotyps durch die zusétzlich eingefiihrte Deletion des DOM34-Gens unsichtbar und musste
in einem anderen Konzentrationsbereich betrachtet werden. Bei einer geringeren
Konzentration von 100 pg/ml Hygromycin B war die pmt¢l dom34-Doppelmutante deutlich
sensitiver als die nur miBig sensitive pmtl-Mutante. Diese verstirkte Sensitivitdt der
Doppelmutante im Vergleich zur pmt/-Mutante war auch bei 150 pg/ml Hygromycin B zu
beobachten. Beziiglich einer Hygromycin B-Sensitivitit zeigen PMT1 und DOM34 daher
einen synthetischen Phénotyp.

3.1.2.2 Temperatursensitivitit und Sensitivitdt gegen SDS

Die pmtI-Mutante ist sensitiv gegentiber einer erhohten Wachstumstemperatur und kann bei
42 °C nicht mehr wachsen (Timpel et al., 1998). Auch die Zugabe von SDS im Medium wirkt
inhibierend auf das Wachstum der Mutante (Prill, 2004). Es sollte daher untersucht werden,
ob der beobachtete synthetische Effekt von DOM34 und PMT1-Deletionen auch im Bezug auf
diese weiteren Merkmale des pmil-Phéanotyps auftritt. Es war jedoch nicht mdoglich, eine
Verstarkung des pmt1-Phéanotyps in der pmtl dom34-Doppelmutante nachzuweisen, da schon
die pmtl-Mutante selbst keinerlei Wachstum bei den getesteten erhohten
Wachstumstemperaturen zeigte.
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Abb. 3.2: Temperatur-Sensitivitit und SDS-Sensitivitit der dom34- und pmtI-Mutanten.
Die Verdinnungen der Stimme wurden wie oben beschrieben auf YPD oder YPD mit SDS getropft
und 1-2 Tage bei 30 °C (SDS-Sensitivitit) bzw. 37 °C und 42 °C inkubiert (Temperatursensitivitit).
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So waren sowohl die pmt1 dom34-Doppelmutante als auch die pmt/-Mutante so stark sensitiv
gegen eine erhohte Wachstumstemperatur von 42 °C (Abb. 3.2), 41 °C und 40 °C (Daten
nicht gezeigt), dass sie nicht mehr wachsen konnten. Bei niedrigeren Wachstumstemperaturen
von 37 °C (Abb. 3.2) und 39 °C (Daten nicht gezeigt) zeigten dagegen beide Mutanten keine
Wachstumsdefekte. Auch fiir das Wachstum auf SDS konnte kein synthetischer Effekt der
DOM34 und PMTI] Mutation in der Doppelmutante beobachtet werden, da die pmt/-Mutante
selbst bereits bei einer Konzentration von 0,06 % SDS kein Wachstum zeigte (Abb. 3.2). Fiir
die dom34-Mutante wurde von Kluge (2006) als einziger Phianotyp ein Wachstumsdefekt bei
42 °C beschrieben. Fiir die hier getesteten URA3-rekonstituierten dom34-Mutanten konnte
jedoch weder gegen eine erhohte Wachstumstemperatur noch gegen SDS eine Sensitivitét
bestétigt werden (Abb. 3.2). Es konnte somit kein Phénotyp fiir eine alleinige Deletion des
DOM34-Gens beobachtet werden.

3.2 Uberexpression von DOM34 in der pmtI-Mutante

In den vorausgegangenen Untersuchungen ergaben sich Hinweise auf eine genetische
Interaktion zwischen dem DOM34- und dem PMT1-Gen, da eine Doppelmutante beider Gene
einen synthetischen Phénotyp beziiglich einer Hygromycin B-Sensitivitit zeigte. Um eine
vermutete Interaktion beider Gene weiter zu bestitigen, sollte untersucht werden, ob es
ebenfalls moglich ist, den pmtI-Phinotyp durch eine Uberexpression von DOM34 zu
unterdriicken. Zu diesem Zweck wurde DOM34 in der pm¢I-Mutante von Plasmid pSK2 unter
der Kontrolle des MET3-Promotors iiberexprimiert. Die Genexpression ist bei diesem
Promotor durch Methionin und Cystein reprimiert. Als Negativkontrolle wurde die pmti-
Mutante mit dem entsprechenden Leervektor pSP38 transformiert. Alternativ erfolgte die
DOM34-Uberexpression mit Hilfe des Plasmids pJB34 unter der Kontrolle des PCKI-
Promotors, der durch Glucose reprimiert wird. Als Negativkontrolle dienten Stimme mit dem
Leervektor pBI-1. Die Uberexpression des DOM34-Gens wurde fiir alle verwendeten Stimme
mit Hilfe der quantitativen RT-PCR iiberpriift und betrug etwa das Drei- bis Vierfache des
Expressionsniveaus von DOM34 im Wildtyp (vgl. Abschnitt 3.5, Abb 3.11).

3.2.1 Sensitivititen der Mutanten

3.2.1.1 Sensitivitdt gegen Hygromycin B

Die Stimme wurden zundchst wieder auf ihre Sensitivitit gegeniiber Hygromycin B
untersucht. Es zeigte sich, dass eine Uberexpression von DOM34 zu einer deutlich
verringerten Sensitivitit der pmt¢I-Mutante fithrt (Abb. 3.3, Uberexpression von Plasmid
pSK2). Dieser Effekt wurde bei beiden unabhingigen Transformanten beobachtet,
wohingegen Transformanten mit dem Leervektor diese Auswirkungen nicht zeigten.
Entgegen der Erwartungen fand eine Uberexpression von DOM34 auch auf YPD-Medium
statt, das den MET3-Promotor durch seinen Gehalt an Methionin und Cystein reprimieren
sollte. Die schwache Repression des MET3-Promotors wurde jedoch auch schon von Prill
(2004) fiir eine Expression von PMT2 beschrieben.

3.2.1.2 Temperatursensitivitit

Bei der ebenfalls untersuchten Temperatursensitivitit der pmt/-Mutante war der Effekt einer
DOM34-Uberexpression noch deutlicher zu beobachten. Die pmtl/-Mutante zeigt eine
wesentlich verringerte Sensitivitdt gegeniiber einer Wachstumstemperatur von 42 °C, wenn
DOM34 iiberexprimiert wird (Abb. 3.2, Uberexpression von Plasmid pSK2). Dieser Befund
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konnte auBerdem durch die Uberexpression des DOM34-Gens vom alternativen Plasmid
pJB34 bestitigt werden (Daten nicht gezeigt).

3.2.1.3 Sensitivitdt gegen SDS

Es wurde wiederum auch das Wachstum der pm¢/-Mutante auf Medium mit SDS untersucht.
Es konnte jedoch kein Einfluss einer DOM34-Uberexpression auf den SDS-Phinotyp der
Mutante gezeigt werden.
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Abb. 3.3: Einfluss der Uberexpression von DOM34 auf die Sensitivititen der pm¢I-Mutante.

Je zwei Transformanten der pmt/-Mutante mit DOM34-Uberexpressionsvektor (CAP1-3121 + pSK2)
und dem Leervektor (CAP1-3121 + pSP38) wurden beziiglich ihrer Hygromycin B-Sensitivitit,
Temperatur-Sensitivitit und ihrer SDS-Sensitivitit miteinander verglichen. Die Verdiinnungen der
verschiedenen Stimme wurden wie oben beschrieben auf die angegeben Medien getropft.
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3.2.2 Hyphenbildung

Verschiedene duere Stimuli wie die Anwesenheit von N-Acetylglukosamin, Serum oder eine
Umgebungstemperatur von 37 °C induzieren bei C. albicans die Bildung von Hyphen. Es
konnte gezeigt werden, dass die pmt¢I-Mutante nicht mehr in der Lage ist Hyphen auszubilden
(Timpel et al., 1998). Da eine DOM34-Uberexpression verschiedene Sensitivitits-Phanotypen
der pmtl-Mutante supprimieren konnte, sollte untersucht werden ob ebenfalls eine
Suppression des Hyphenwachstum-Phinotyps durch die Uberexpression von DOM34
stattfindet. Dazu wurde die Hyphenbildung der verschiedenen Stimme auf ,,Spider*-Medium
bzw. Serum getestet. Es zeigte sich, dass die pmtI-Mutante bei einer Uberexpression von
DOM34 einzelne Hyphen ausbildet. Dieser Einfluss konnte besonders deutlich bei einer
Hypheninduktion auf Spider-Medium, aber auch bei Serum gezeigt werden (Abb. 3.4).

++ pmittipmi1 pmifipmi1 + pSP38

I

pmtt lpmtf + DOM34  pmif Ipmitt + DOM34

Abb. 3.4: Einfluss der DOM34-Uberexpression auf das Hyphenwachstum der
pmtl-Mutante. Die Hyphenbildung auf Spider-Medium der verschiedenen Stimme
wurde nach 2-5 Tagen Inkubation bei 37 °C mikroskopiert.

3.2.3 O-Glykosylierung von Pmt1-Substraten

Wie in den vorausgegangenen Versuchen gezeigt werden konnte, werden verschiedene
Phénotypen einer pmt/-Mutante wie Sensitivitdten und defekte Hyphenbildung durch eine
Uberexpression von DOM34 supprimiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine genetische
Interaktion zwischen PMTI und DOM34 vorliegt und DOM34 offensichtlich eine Rolle bei
der O-Glykosylierung spielt. Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob sich ein direkter
Einfluss von DOM34 auf die O-Glykosylierung von Proteinen nachweisen ldsst. In fritheren
Arbeiten konnten einige Zielproteine von Pmtl identifiziert werden. So zeigen beispielsweise
die Proteine Alsl, Pirl und Kre9 eine verdnderte O-Glykosylierung in einer pmt/-Mutante
(Timpel et al., 1998; Prill, 2004; Prill, 2000). Es sollte daher {iberpriift werden, ob eine
Uberexpression von DOM34 auch einen direkten Einfluss auf den Phinotyp einer reduzierten
O-Glykosylierung dieser Zielproteine in einer pmtI-Mutante hat.
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3.2.3.1 Als1

Alsl (orf6.1115) ist ein Zellwandprotein der Als-Proteinfamilie, die mindestens acht
Mitglieder umfasst (Sheppard et al., 2004). Mit einer Grofle von 1260 Aminoséduren hat es
eine theoretische molekulare Masse von 133 kDa. In Immunoblot-Analysen mit einem Alsl1-
Antiserum wird es jedoch bei einer molekularen Masse von tiber 250 kDa detektiert (Timpel
et al., 1998; Prill, 2004). Eine kleinere Form des Proteins l4uft bei einer molekularen Masse
von etwa 155 kDa. In der pm¢/-Mutante lauft die groBe Form des Proteins niedriger als im
Wildtyp (Timpel et al., 1998; Prill, 2004). Es wurden Zellextrakte einer DOM34-
Uberexpression in der pmtI-Mutante im Vergleich mit dem Leervektor und dem Wildtyp
untersucht. Wie in Abbildung 3.5 zu erkennen ist, zeigt Alsl in der pm¢l-Mutante das
erwartete, vom Wildtyp abweichende Laufverhalten, es ist jedoch kein Unterschied zwischen
dem Leervektor und der Uberexpression von DOM34 zu erkennen. Das Laufverhalten von
Als] in der pmtI-Mutante wird daher nicht von DOM34 beeinflusst.

250—

Abb. 3.5: Immunoblotanalyse des
Pmt1-Substrats Als1 bei DOM4-
Uberexpression.

Zur Analyse des Laufverhaltens von
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igen SDS-PAGE aufgetrennt und das
Protein mit einem Anti-Alsl Serum
detektiert.
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3.2.3.2 Pirl

Pirl ist ebenfalls ein Zellwandprotein, das kovalent an B1,3-Glukan gebunden ist und in zwei
Allelen vorkommt (orf719.220 und orf19.7851). Es ist homolog zu Pir2 aus S. cerevisiae und
reprasentiert das einzige Mitglied der Pir-Protein Familie in C. albicans. Das Protein besteht
aus 346 Aminosduren und hat eine theoretische molekulare Masse von 36,5 kDa. Mit einem
Anti-Serum gegen ScPir2 konnten mehrere Formen des Proteins nachgewiesen werden, von
denen die grofite bei 250 kDa lduft, und zwei weitere bei etwa 90 kDa und 65 kDa (Prill,
2004). In der pmtI-Mutante konnte anstelle distinkter Banden dagegen nur ein Proteinschmier
zwischen 55 kDa und 80 kDa detektiert werden. Das verwendete Anti-Serum gegen ScPir2
erkennt jedoch nicht spezifisch ScPir2 bzw. CaPirl, sondern eine Reihe verschiedener mit
ScPir2 verwandte Proteine (Russo et al., 1992; Kandasamy et al., 2000). In dieser Arbeit
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wurde ein Anti-Serum gegen CaPirl eingesetzt, das in einem Immunoblot spezifisch das
CaPirl Protein erkennt (Eulogio Valentin, personliche Mitteilung). Mit diesem Serum ergibt
sich ein abweichendes Bandenmuster des Proteins. Sowohl im Wildtyp als auch in den
verschiedenen pmt/-Staimmen wird Pirl als Schmier zwischen 150 kDa und weit iiber 250
kDa detektiert (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Immunoblotanalyse des Pmt1-Substrats Pirl bei DOM34-Uberexpression.
Rohextrakte der Stimme wurden jeweils zur Entfernung der N-Glykosylierung mit
PNGaseF behandelt und unbehandelt in einer 8 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und das
Protein mit einem Anti-Pirl Antiserum detektiert.

Um die N-Glykosylierung des Proteins zu beseitigen wurde eine PNGaseF-Behandlung der
Rohextrakte durchgefiihrt. Nach Entfernung der N-Glykosylketten kann das Protein in allen
Stimmen in Form mehrerer diffuser Banden im Bereich zwischen 150 kDa und 200 kDa und
zweier intensiver, scharf abgegrenzter Einzelbanden auf einer Laufthéhe von 80 kDa und etwa
40 kDa nachgewiesen werden. Diese Banden entsprechen vermutlich verschiedenen O-
Glykosylierungsformen von Pirl. Es kann jedoch kein Unterschied im Laufverhalten des
Proteins zwischen dem Wildtyp und der pmt¢/-Mutante nachgewiesen werden, wie sie von
Prill unter Verwendung des ScPir2 Anti-Serums beobachtet wurde. Ein O-
Glykosylierungsdefekt von Pirl in der pm¢/-Mutante kann somit nicht bestétigt werden.

3.2.3.3 Kre9

Kre9 (orf19.5861) ist ein sekretiertes Protein, das an der Synthese des f1,6-Glukans beteiligt
ist. Fiir ein Kre9™¢ Fusionsprotein konnte gezeigt werden, dass es in der pm¢/-Mutante ein
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beschleunigtes Laufverhalten im Vergleich zum Wildtyp zeigt (Prill, 2000). Das Kre9F'ae
Fusionsprotein wurde dazu unter der Kontrolle des ACT/-Promotors von Plasmid pSP9
exprimiert. Um die Auswirkungen einer DOM34-Uberexpression auf den O-
Glykosylierungsdefekt von Kre9 in der pm¢/-Mutante untersuchen zu konnen, mussten die
Gene beider Plasmide, dem KRE9-FLAG Plasmid pSP9 und dem DOM34-
Uberexpressionsvektor, im gleichen Stamm exprimiert werden. Da beide Plasmide URA3 als
Selektionsmarker tragen und daher nicht gleichzeitig in die pmt¢/-Mutante transformiert
werden konnten, sollte ein Plasmid konstruiert werden, das beide Gene exprimiert. Dazu
wurde ein Fragment aus KRE9-FLAG und dem Aktinpromotor aus pSP9 mit Smal
ausgeschnitten und das Plasmid pJB34, das DOM34 unter der Kontrolle des PCK-Promotors
exprimiert (vgl. Abschnitt 3.2), mit EcoRV linearisiert. Die kohidsiven Enden wurden
aufgefiillt und das Fragment mit dem Vektor ligiert. Das resultierende Plasmid zur
gleichzeitigen Expression von KRE9-FLAG und DOM34 wurde pJB34-AKF genannt. Zum
Vergleich des Laufverhaltens von Kre9™® in der pmr/-Mutante mit und ohne DOM34-
Uberexpression wurde der pmtIA-Stamm CAP1-3121 mit den Plasmiden pJB34-AKF bzw.
pSPY transformiert. Zum Vergleich des Laufverhaltens von Kre9™ im Wildtyp wurde
aullerdem der Stamm CAI4 mit Plasmid pSP9 transformiert.
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Abb. 3.7: Inmunoblotanalyse des Pmt1-Substrats Kre9 bei DOM34-Uberexpression.

Rohextrakte von jeweils zwei Kre9™ exprimierende Transformanten des Wildtyps (CAI4 + pSP9), der
pmtI-Mutante (CAP1-3121 + pSP9) und der DOM34-Uberexpression in der pmtI-Mutante (CAP1-3121 +
pJB34-AKF) wurden in einer 10 %-igen SDS-Page aufgetrennt und das Protein mit einem Anti-Flag
Antikorper detektiert. Als Negativkontrolle wurde zusétzlich ein Rohextrakt des Wildtyps CAF2-1 ohne
Kre9" Plasmid aufgetragen (+/+). Die schwarzen Pfeile markieren verschiedene Laufformen von Kre9™ .
Der rote Pfeil markiert die bei einer DOM34-Uberexpression reduziert auftretende 70 kDa-Laufform von
Kre9" € in der pm¢I-Mutante.
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Das Kre9™ ¢ Fusionsprotein hat eine molekulare Masse von 29 kDa. Wie in Abbildung 3.7 zu
erkennen ist, kann das Protein im Wildtyp bei einer Laufhéhe von etwa 75 kDa detektiert
werden. Eine weitere, schwache Bande ist bei etwa 40 kDa zu erkennen und stellt vermutlich
eine unvollstidndig glykosylierte Form des Proteins dar. Drei weitere Banden bei 50 kDa, 55
kDa und 65 kDa treten in allen Spuren auf, es handelt sich jedoch um unspezifische
Hintergrundbanden der Detektion mit dem Anti-Flag Antikorper, da sie auch bei der
Negativkontrolle des Wildtyprohextrakts ohne Kre9F'ae Expression vorhanden sind. In der
pmtl-Mutante sind im Gegensatz zum Wildtyp verschiedene Laufformen des Proteins zu
sehen. Die grofite Form lduft etwas niedriger als die Bande bei 75 kDa im Wildtyp. Eine
weitere Form kann als eine intensive Doppelbande bei etwas weniger als 70 kDa detektiert
werden, die durch die reduzierte O-Glykosylierung des Proteins in der pm¢/-Mutante erklért
werden kann. Dariiber hinaus treten weniger intensive Banden bei 55 kDa, 40 kDa, 36 kDa
und 30 kDa auf, die vermutlich verschiedene unvollstindig glykosylierte Formen von Kre9-
flag reprisentieren. Bei einer Uberexpression von DOM34 tritt die intensive Doppelbande der
pmtl-Mutante bei 70 kDa kaum oder gar nicht auf, wohingegen die gréBere Form unterhalb
von 75 kDa verstirkt als intensivere Bande detektiert wird. Eine Uberexpression von DOM34
scheint offensichtlich die in der pmir/-Mutante hauptsdchlich auftretende unvollstindig
glykosylierte Form von Kre9™ zu reduzieren zugunsten einer stiarker glykosylierten,
groBeren Form des Proteins. Der Phénotyp einer reduzierten O-Glykosylierung der
Zielproteine einer pmtl-Mutante scheint zumindest im Fall des Kre9-Proteins durch eine
Uberexpression von DOM34 teilweise supprimiert zu werden.

33 Phénotypisierung einer pmt5 dom34-Doppelmutante

In den vergangenen Abschnitten konnte anhand einer deutlichen genetischen Interaktion
zwischen DOM34 und PMTI gezeigt werden, dass DOM34 in den Prozess der O-
Glykosylierung involviert ist. In weiteren Untersuchungen sollte als néchstes tiberpriift
werden, welcher genetische Zusammenhang zwischen DOM34 und anderen PMT-Genen
besteht. Im phylogenetischen Stammbaum der Protein-O-Mannosyltransferasen gehort neben
Pmtl auch Pmt5 zur Pmtl-Subfamilie und zeigt somit den hochsten Verwandtschaftsgrad zu
Pmtl (Timpel et al., 1998; Prill et al., 2005). Es wire daher denkbar, dass ein enger
Zusammenhang der Funktion dieser beiden Mannosyltransferasen besteht. Aus diesem Grund
sollte untersucht werden, ob ebenfalls eine Interaktion zwischen DOM34 und PMT5
beobachtet werden kann. Im Gegensatz zu PMT] zeigt eine pmt5-Deletionsmutante keinen
der in den letzten Abschnitten beschriebenen Phénotypen einer pmt/-Mutante. Es sollte
trotzdem eine pmt5 dom34-Doppelmutante konstruiert und untersucht werden, ob
moglicherweise die zusétzliche Deletion von DOM34 zur Auspriagung eines Phinotyps fiihrt.

3.3.1 Konstruktion der pmt5 dom34 Doppelmutante

Als Ausgangsstamm fiir die Konstruktion dieser Mutante wurde der homozygote dom34A-
Deletionsstamm SK47 (Kluge, 2006) verwendet, in dem mit Hilfe der URA-Blaster Methode
in zwei aufeinanderfolgenden Schritten beide PMT5-Allele disruptiert werden sollten wie von
Klinkert zur Herstellung der homozygoten pmt5-Mutante beschrieben (Klinkert, 2002).
Hierfiir wurde zunichst das 5121 bp grofle Disruptionsfragment, bestehend aus der hisG-
URA3-hisG-Sequenz und den flankierenden PMT5-homologen Bereichen, mit Sacl und Spel
aus Plasmid pBK-5 ausgeschnitten. Der URA3-auxotrophe Stamm SK47 wurde mit dem
Disruptionsfragment transformiert und die Transformanten mit Hilfe einer Kolonie-PCR auf
die korrekte Integration des Fragments in eines der beiden PMT5-Allele iiberpriift. Bei
korrekter Integration ergab sich mit den Primern p-URA3-v und v-PMT5-1 ein Fragment von
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2,3 kb und mit den Primern pcURA3 und p-PMT5-1 ein Fragment von 2,4 kb. Die Stimme
JH5 und JH8 =zeigten die erwartete FragmentgroBe (Daten nicht gezeigt) und wurden
anschlieBend zur Wiederherstellung der URA3-Auxotrophie fiir den zweiten
Disruptionsschritt auf FOA selektiert. Die resultierenden Stamme JH5-3 und JHS-5 wurden
erneut mit dem PMTS5-Disruptionsfragment transformiert. Die Transformanten wurden
wiederum mit Hilfe der angegeben Primer in einer Kolonie-PCR iiberpriift. Nach dem Verlust
des URA3-Gens im ersten disruptierten PMT5-Allel konnen diese Primer hier nicht mehr
binden, durch den Nachweis der integrierten URA3-Disruptionskassette kann jedoch nicht die
erneute Integration in das bereits disruptierte PMT5-Allel ausgeschlossen werden. Zur
weiteren Uberpriifung der Transformanten wurde daher ein Southernblot durchgefiihrt. Dazu
wurde genomische DNA von jeweils 3 in der Kolonie-PCR positiv getesteten Transformanten
von JHS-3 und JH8-5 pripariert und mit EcoRI geschnitten. Als Sonde fiir den spezifischen
Nachweis der Fragmente des PMT5-Lokus wurde aus Plasmid pBK-Pmt5b mit Sacl und Clal
ein 660 bp groBes Fragment ausgeschnitten. Mit dieser Sonde ergibt sich fiir das Wildtyp-
Allel eine Bande von 2,6 kb, nach Integration der URA-Disruptionskassette eine Bande von
2,4 kb und fiir das disruptierte pmt5A-Allel nach Verlust des URA3 eine Bande von 4,1 kb
(Klinkert, 2002). Es wurden der Stamm CAI4 (Wildtyp), der Ausgangsstamm SK47
(dom34A/dom34A), die beiden unablingigen PMT5-Halbdisruptanten Stamme JHS und JHS
(dom34A/dom34A pmt5SA::hisG-URA3-hisG/PMTYS) vor der FOA-Selektion, JH5-3 und JHS8-5
nach der FOA-Selektion (dom34A/dom34A pmt5SA::hisG /PMTS5) sowie die 6 Transformanten
der Disruption des zweiten PMT5-Allels JH5-3-1, JH-5-3-2, JH-5-3-4 und JH8-5-10, JH-8-5-
11, JH-8-5-14 untersucht. Wie erwartet zeigten CAI4 und SK47 nur die 2,6 kb Bande des
Wildtypallels. JH5 und JH8 zeigten jeweils eine 2,6 kb Wildtyp-Bande sowie die 2,4 kb
pmtSA::hisG-URA3-hisG Bande, an deren Stelle in den Stimmen JHS-3 und JH8-5 nach der
FOA-Selektion die 4,1 kb pmt5A::hisG Bande auftrat. Von den getesteten Transformanten
zeigten der Stamm JHS5-3-1 und JH8-5-11 die Banden der vollstindigen Disruption beider
PMT5-Allele  (dom34A/dom34A  pmt5SA::hisG/pmtSA::hisG-URA3-hisG), die 4,1 kb
pmt5SA::hisG Bande und eine 2,4 kb pmt5A::hisG-URA3-hisG Bande (Daten nicht gezeigt).
Zusétzlich wurde fiir beide Stimme das Fehlen des PMT5- und des DOM34-Transkripts in
einer quantitativen RT-PCR Analyse bestitigt. Diese unabhidngigen Stimme JH5-3-1 und
JH8-5-11 wurden fiir die phinotypischen Untersuchungen der pmt5 dom34 Doppelmutante
eingesetzt.

3.3.2 Sensitivititen der Mutanten

Da eine pmt5-Mutante auler in einem speziellen in vitro-Infektionsmodell keinen bekannten
Phinotyp zeigt (Prill et al., 2005), sollten die pmt5 dom34-Doppelmutanten auf die gleichen
Sensitivitdten wie zuvor die pmtl dom34-Doppelmutante untersucht werden, die haufig bei
Glykosylierungsmutanten auftreten. Zunédchst wurde die Hygromycin B-Sensitivitdt der
beiden pmt5 dom34-Doppelmutanten getestet. Wie erwartet zeigt die pmt5-Mutante keinen
Wachstumsdefekt auf Hygromycin B, es konnte jedoch auch keine erhohte Hygromycin B-
Sensitivitidt der beiden pmt5 dom34-Doppelmutanten beobachtet werden. Auch gegeniiber
einer erhohten Wachstumstemperatur von 42 °C oder SDS zeigten die pmt5 dom34 -Stimme
keinen Wachstumsdefekt im Vergleich zum Wildtyp. Es kann daher insgesamt kein Phianotyp
fiir eine pmt5 dom34-Doppelmutante und somit kein Effekt der alleinigen Deletion von
DOM34 und PMT5 nachgewiesen werden. Die Deletion von DOM34 fiihrt scheinbar nur bei
gleichzeitiger Deletion von PMTI zur Ausprigung eines synthetischen Phénotyps. Da
gleichzeitig die Uberexpression von DOM34 den pmtl-Phinotyp unterdriickt, ist jedoch
denkbar, dass an diesem Effekt indirekt andere Pmt-Isoformen wie Pmt5 beteiligt sind.
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Abb. 3.8: Sensitivititen der dom34 pmt5-Mutante.

Das Wachstum bei 42 °C, auf Hygromycin B und SDS der Stimme JHS5-3-1 bzw. JH8-5-11 (dom34/dom34
pmt5/pmt5) und der Stimme CAF2-1 (+/+), SPCal0 (pmt5/pmt5) und JH47-1 (dom34/dom34) wurde
verglichen. Die Verdiinnungen der verschiedenen Stimme wurden wie in Abb. 3.1 beschrieben auf die
angegebenen Medien getropft.

3.4 Einfluss anderer Pmt-Isoformen

Da eine Uberexpression von DOM34 zu einer Suppression verschiedener pmtI-Phinotypen
fuhrt, insbesondere auch einer Verminderung der O-Glykosylierungsdefekte von Pmtl-
Substrat-Proteinen, sollte untersucht werden, ob andere Pmt-Isoformen an diesem
Suppressionseffekt beteiligt sind. Durch Untersuchung von Doppelmutanten von pm¢/ und
jeweils einer weiteren Pmt-Isoform in DOM34-Uberexpressionexperimenten sollte geklirt
werden, ob die einzelnen Pmt-Isoformen fiir die Suppression des pmt¢/-Phénotyps bendtigt
werden. Da sowohl eine pmtl pmit2-Doppelmutante als auch eine und pmitl pmt4-
Doppelmutante nicht lebensfihig sind, konnte nur eine pmt¢l pmt5- sowie eine pmtl pmt6-
Doppelmutante untersucht werden. Fiir die Suppressionsversuche mussten diese
Doppelmutanten mit dem DOM34-Uberexpressionsplasmid transformiert werden, weshalb
URA3-auxotrophe Stimme bendtigt wurden. Es wurden der bereits URA3-auxotrophe Stamm
CPP1121  (pmtIA::hisG/pmtIA::hisG pmt6A::hisG/pmt6A::hisG Aura3::imm434/
Aura3::.imm434) (Timpel et al, 1999) sowie Stamm P15-274 (pmtIA::hisG/pmtIA::hisG
pmtSA::hisG-URA3-hisG/pmtSA::hisG) (Klinkert, personliche Mitteilung) verwendet, bei dem
zundchst vor der Transformation eine URA3-Auxotrophie hergestellt werden musste.

3.4.1 Konstruktion einer URA3-auxotrophen pmtl pmt5-Doppelmutante

Zur Herstellung einer URA3-Auxotrophie wurde der Stamm P15-274 auf Medium mit 0,02 %
5-Fluoroorotsdure (FOA) ausplattiert. Eine Metabolisierung des FOA durch das URA3-
Genprodukt ist toxisch fiir die Zelle, so dass nur Zellen tiberleben koénnen, die das URA3-Gen
durch intrachromosomale Rekombination zwischen den beiden flankierenden homologen
hisG-Sequenzen verloren haben. Die auf diesem Medium gewachsenen Kolonien wurden
durch PCR mit den Primern v-Pmt5-1 und p-Pmt5-1 auf den tatsdchlichen Verlust des URA3-
Gens tUiberpriift, wobei sich ein 2,5 kb grofles Fragment des pmt5A::hisG-Allels ergab. Der fiir
die weiteren Versuche verwendete, URA-auxotrophe Stamm wurde P15-274-1
(pmtIA:hisG/pmtIA::hisG ~ pmt5SA::hisG/pmtSA::hisG — Aura3::imm434/Aura3::imm434)
genannt.
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3.4.2 Sensitivititen der Mutanten

Um zu kliren, ob eine Uberexpression von DOM34 auch bei einer Doppeldeletion von PMT1
und PMT5 beziehungsweise PMT1 und PMT6 noch den pmtI-Phénotyp supprimieren kann,
wurden die Stamme P15-274-1 und CPP1121 ebenfalls mit pSK2 und SP38 transformiert.
Die erhaltenen Stimme wurden darauthin auf ihre Sensitivitit gegeniiber Hygromycin B
sowie einer Temperatur von 42 °C getestet, den Bedingungen, bei denen eine Suppression des
Phinotyps durch DOM34-Uberexpression in der pmt/-Mutante beobachtet werden konnte.
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Abb. 3.9: Einfluss der DOM34-Uberexpression auf die Sensitivititen der pmtlpmt5 und pmtlpmt6
Doppelmutanten. Zwei Transformanten der pmtlpmt5-Doppelmutante P15-274-1 + pSK2 (pmti/pmtl
pmtS/pmt5 + DOM34) wurden mit den Stémmen P15-2741 + pSP38 (pmtl/pmtl pmt5/pmt5 +Leervektor),
CAF2-1 (+/+), SPCa2 (pmtl/pmtl), SPCal0 (pmt5/pmt5) und P15-274 (pmtl/pmtl pmt5/pmt5) verglichen.
Die zwei Transformanten der pmtlpmt6-Doppelmutante CPP1121 + pSK2 (pmtl/pmtl pmt6/pmt6 +
DOM34) wurden mit den Stimmen CPP1121 + pSP38 (pmtl/pmtl pmt6/pmt6 +Leervektor), CAF2-1
(Wildtyp), SPCa2 (pmti/pmtl), SPCa8 (pmt6/pmt6) und CPP112 (pmtl/pmtl pmt5/pmt5) verglichen. Die
Verdiinnungen der verschiedenen Stimme wurden wie in Abb. 3.1 beschrieben auf die angegebenen Medien
getropft.

In Abbildung 3.9 ist zu erkennen, dass weder die pm¢5- noch die pmt6-Einzelmutante sensitiv
gegeniiber Hygromycin B oder Wachstum bei 42 °C ist. Die beobachtete Sensitivitit der pmt/
pmt5- bzw. pmtl pmt6-Doppelmutante ist daher ausschlielich auf die Deletion von PMT1
zuriickzufithren. Wie zu sehen ist, hat die Uberexpression von DOM34 keinen Einfluss auf die
Sensitivitdten der pmtl pmt5-Doppelmutante. Das gleiche Ergebnis kann fiir die pmt1 pmt6-
Doppelmutante beobachtet werden. Bei einer zusitzlichen Deletion von PMT5 oder PMT6 in
der pmtI-Mutante kann die DOM34-Uberexpression den pmtl-Phinotyp also nicht mehr
supprimieren, woraus man schlieen kann, dass die von PMT5- und PMT6 codierten Protein-
O-Mannosyltransferasen fiir die Suppression notwendig sind.
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3.5  Einfluss von DOM34 auf die Expression der PMT-Gene

In den letzten Abschnitten wurde beschrieben, dass eine Deletion von PMT1 und DOM34 zu
einem synthetischen Phédnotyp einer Doppelmutante fiithrt, wogegen eine DOM34-
Uberexpression zu einer Suppression des pmtl-Phinotyps fithrt. An dieser Suppression
scheinen andere Pmt-Isoformen wie PMT5 und PMT6 beteiligt zu sein. Diese Ergebnisse
legen den Schluss nahe, dass DOM34 ein Regulator der Pmt-Isoformen sein konnte. Eine
solche PMT-Regulation durch DOM34 kénnte dabei auf verschiedenen Ebenen stattfinden. So
konnte DOM34 die Expression der PMT-Gene auf der Ebene der Transkription regulieren,
oder auch als Regulator der Translation der Pmt-Proteine fungieren. Denkbar wire auch eine
Regulation der enzymatischen Pmt-Aktivitdt. In einem ersten Versuch sollte zundchst der
Einfluss von DOM34 auf die Expression der PMT-Gene untersucht werden. Dazu wurden die
Transkriptspiegel aller PMT-Gene mit Hilfe der quantitativen RT-PCR in verschiedenen
Stimmen ermittelt. Als erstes wurden die Auswirkungen einer Deletion des DOM34-Gens in
den dom34-Stammen JH47-1 (dom34A /dom34A) und JH24-1 (pmtIA | pmtIA dom34A/
dom34A) im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 bzw. der pm¢/-Mutante SPCa2 betrachtet.
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Abb. 3.10: Relative Transkriptspiegel der PMT-Gene in dom34 und pmtI-Mutanten.

Die relativen Transkriptspiegel (RTL) der PMT7-Gene in den Stimmen CAF2-1 (+/+), SPCa2
(pmtl/pmtl), JH24-4 (pmti/pmtl dom34/dom34) und JH47-1 (dom34/dom34) wurden durch quantitative
RT-PCR mit Aktin als Referenzgen ermittelt. Die beiden Balken jedes Stamms zeigen die beiden PCR-
Messungen mit unabhidngigen RNA-Préparationen (biologische Replikate).
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Wie in Abbildung 3.10 zu erkennen ist, hat die Deletion des DOM34-Gens keine Auswirkung
auf die Expression der PMT-Gene, da fiir kein PMT-Gen eine Anderung des
Transkriptspiegels in der dom34-Mutante im Vergleich zum Wildtyp zu erkennen ist. In der
pmtl-Mutante kommt es, wie bereits von Cantero et al. (2007) beschrieben, zu teilweise
starken Verdnderungen der Expression anderer PMT-Gene wie PMT2 und PMT4, jedoch
bleibt auch diese Anderung unbeeinflusst durch die zusitzliche Deletion von DOM34 in der
Doppelmutante.

Als nichstes wurde ein moglicher Effekt der DOM34-Uberexpression auf die Expression der
tibrigen PMT-Gene in der pmtI-Mutante untersucht. Die Uberexpression von DOM34 erfolgte
wie schon in Abschnitt 3.2 beschrieben von Plasmid pSK2. Es wurden zwei unabhingige
Uberexpressions-Transformanten getestet und die Uberexpression des DOM34-Gens durch
quantitative RT-PCR bestitigt (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Relativer Transkriptspiegel des DOM34-Gens in den DOM34-Uberexpressionsstimmen
der pmtI-Mutante. Der relative Transkriptspiegel (RTL) des DOM34-Gens in den Stimmen CAF2-1
(+/+), SPCa2 (pmtl/pmtl), CAP1-3121 + pSP38 (pmtl/pmtl + Leervektor) und zwei Transformanten des
Stamms CAP1-3121 + pSK2 (pmti/pmtl + DOM34) wurde durch quantitative RT-PCR mit Aktin als
Referenzgen ermittelt. Die beiden Balken jedes Stamms zeigen die beiden PCR Messungen mit
unabhingigen RNA-Priparationen (biologische Replikate).
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Abb. 3.12: Einfluss der DOM34-Uberexpression auf die relativen Transkriptspiegel der PMT-Gene
in der pmtI-Mutante. Die relativen Transkriptspiegel (RTL) der PMT-Gene in den Stimmen CAF2-1
(+/+), SPCa2 (pmtl/pmtl), CAP1-3121 + pSP38 (pmti/pmtl + Leervektor) und zwei Transformanten des
Stamms CAP1-3121 + pSK2 (pmtl/pmt] + DOM34) wurden durch quantitative RT-PCR mit Aktin als
Referenzgen ermittelt. Die beiden Balken jedes Stamms zeigen die beiden PCR Messungen mit
unabhéngigen RNA-Préparationen (biologische Replikate).

Es zeigte sich, dass auch fiir die Uberexpression von DOM34 keine Anderung der PMT -
Transkriptspiegel beobachtet werden kann (Abb. 3.12). Es kann daher insgesamt kein Einfluss
von DOM34 auf die Expression der PMT-Gene nachgewiesen werden.
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3.6  Expression des DOM34-Gens in den pmz-Mutanten

Bei der Untersuchung einer DOM34-Uberexpression in der pmtI-Mutante konnte zwar kein
Einfluss auf die Expression der anderen PMT-Gene festgestellt werden, bei der Kontrolle des
DOM34-Uberexpressionzustands in den verschiedenen Stimmen durch quantitative RT-PCR
fiel jedoch dagegen ein verdnderter Transkriptsspiegel des DOM34-Gens selbst in der pmtl-
Mutante auf. Im Gegensatz zu einem dreifach bis vierfach erhohten Expressionsniveau von
DOM34 in den Transformanten der pmtI-Mutante CAP-3121 mit dem Uberexpressionsvektor
zeigte sich sowohl in der pmt¢i/-Mutante SPCa2 als auch dem pmt/-Kontrollstamm CAPI1-
3121 mit dem Leervektor eine deutliche Erniedrigung des DOM34-Transkriptspiegels im
Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.11). Um diese Verdnderung der Transkription des DOM34-
Gens in der pmtI-Mutante noch einmal zu bestédtigen, und zu tiberpriifen ob ein solcher Effekt
auch in den anderen pm¢-Mutanten auftritt, wurde nochmals gezielt der DOM34-
Transkriptspiegel in der pmtl-Mutante SPCa2 sowie den anderen pmit-Mutantenstimmen
SPCa4 (pmt2/PMT?2), SPCa6 (pmt4/pmt4), SPCal0 (pmt5/pmt5) und SPCa8 (pmt6/pmt6)
bestimmt (vgl. Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Relativer Transkriptspiegel des DOM34-Gens in den verschiedenen pmt-
Mutanten. Der relative Transkriptspiegel (RTL) des DOM34-Gens in den Stimmen
CAF2-1 (+/+), SPCa2 (pmtl/pmtl), SPCad (pmt2/PMT2), SPCa6 (pmt4/pmt4), SPCal0
(pmt5/pmt5) und SPCa8 (pmt6/pmt6) wurde durch quantitative RT-PCR mit Aktin als
Referenzgen ermittelt. Die beiden Balken jedes Stamms zeigen die beiden PCR Messungen
mit unabhiangigen RNA-Priparationen (biologische Replikate).

Es zeigte sich, dass die Expression des DOM34-Gens in der pmtl-Mutante tatsdchlich
reproduzierbar um das Drei- bis Vierfache gegeniiber dem Wildtypniveau reduziert war. In
allen anderen pm¢-Mutanten konnte dagegen kein solcher Effekt beobachtet werden, die
DOM34-Expression unterschied sich hier nicht von der des Wildtyps.
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3.7  Einfluss von DOM34 auf die enzymatische Pmt-AKktivitit

Da kein Einfluss von Dom34 auf die Expression der PMT-Gene beobachtet werden konnte,
sollte in einem ndchsten Ansatz iiberpriift werden, ob Dom34 moglicherweise direkt die
enzymatische  Aktivitdt der Pmt-Proteine reguliert. Durch  Bestimmung der
Proteinmannosyltransferase-Aktivitdt verschiedener dom34-Deletionsstimme einerseits und
DOM34-Uberexpressionsstimme andererseits sollte untersucht werden, ob eine Abhingigkeit
der enzymatischen Pmt-Aktivitit von DOM34 besteht.

Bei der O-Glykosylierung katalysieren die in der ER-Membran lokalisierten Protein-O-
Mannosyltransferasen den kotranslationalen Transfer des ersten Mannose-Rests auf das
Zielprotein. Die Mannose wird dabei vom Donor Dolicholphosphat-Mannose auf einen Serin-
oder Threoninrest des Proteins tibertragen (vgl. Abbildung 3.14). Zur experimentellen
Bestimmung der Enzymaktivitdt der Protein-O-Mannosyltransferasen wurde ein Pmt in-vitro
Assay eingesetzt (Weston ef al., 1993). In diesem Assay wird die Pmt-Aktivitdt anhand der
Mannosylierungsrate eines kiinstlichen Zielpeptids mit ['*C]-Mannose gemessen, indem
isolierte ER-Membranen der verschiedenen Stdmme mit den darin enthaltenen Protein-O-
Mannosyltransferasen in einen Reaktionsansatz mit Dolicholphosphat-['*C]-Mannose als
Mannosequelle und dem Peptid als Akzeptor der Mannoseiibertragung eingesetzt werden
(siehe Abschnitt 2.6.10).

e el N

Cytosol

Dolicholphosphat-
Mannose

Abb. 3.14: Schema der Protein-Mannosylierung durch die Protein-O-Mannosyltransferasen.
Der Mannoserest (Man) wird durch die Protein-O-Mannosyltransferase (Pmt) auf den Sauerstoff (O)
eines Serin (Ser) oder Threonin (Thr) des Zielproteins tibertragen.

Die Versuchsparameter des Assays, insbesondere die Struktur des Akzeptorpeptids, wurden
von Weston ef al. (1993) fiir die Mannosylierung durch Pmt1 optimiert. In Abbildung 3.15 ist
die Proteinmannosyltransferase-Aktivitdit der Serie von dom34A-Deletionsstimmen
dargestellt. Die Aktivitit entspricht dem Mannose-Einbau in das Produkt und wurde ermittelt,
indem die Radioaktivitit des Produkts abziiglich der Hintergrundaktivitit in cpm gemessen
wurde. Wie deutlich zu erkennen ist, sinkt die im Wildtyp gemessene Aktivitdt in der pmt!-
Mutante auf einen kaum detektierbaren Wert ab. Die in diesem Pmt-Assay gemessene Pmt-
Aktivitdt entspricht somit ausschlieBlich der Aktivitit von Pmtl, vermutlich da das
eingesetzte Akzeptorpeptid spezifisch fiir Pmtl ist und von anderen Pmt-Isoformen nicht
mannosyliert wird. Da kein Unterschied der Aktivitdt der dom34-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp messbar ist, wird die enzymatische Aktivitdt von Pmtl offensichtlich nicht durch
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Dom34 beeinflusst. Ebenso kann keine Verdnderung der Aktivitit der pmtl dom34-
Doppelmutante im Vergleich zur pmti-Einzelmutante beobachtet werden, da eine
moglicherweise noch weiter verringerte Aktivitdt aufgrund der sehr kleinen Werte nicht
sichtbar wire.
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Abb. 3.15: Mannosylierungsaktivitit der dom34- und pmt¢I-Mutanten.

(A) Schema des in-vitro Pmt-Assays. Es wurden 30000 cpm Dolicholphosphat-['*C]Mannose eingesetzt und
die Radioaktivitdt des Produkts bestimmt. (B) Mannosylierungsaktivititen der Mutanten. Die dargestellte
Mannosylierungsaktivitit der einzelnen Stdmme entspricht der gemessenen Radioaktivitit des Produkts
abziiglich der Hintergrundaktivitit des Assays ohne Akzeptorpeptid. Fiir jeden Stamm wurde eine
Dreifachbestimmung zweier unabhéngiger Membranpréparationen durchgefiihrt.

In einer zweiten Versuchsreihe konnte, wie in Abbildung 3.16 zu erkennen ist, jedoch auch
kein Einfluss einer Uberexpression von DOM34 in der pmtI-Mutante, wie eine Erhéhung der
geringen Aktivitdt der pmt/-Mutante durch eine Stimulation anderer Pmts, nachgewiesen
werden. Ein Einfluss von Dom34 auf die Aktivitit anderer Pmt-Isoformen ist trotz der
Ergebnisse dieser Messungen jedoch moglich, da die vermutete Steigerung der Aktivitét
anderer Pmt-Isoformen aufgrund des verwendeten, Pmtl-spezifischen Peptids im Rahmen
dieses Assays nicht messbar ist.
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Abb. 3.16: Einfluss der DOM34-Uberexpression auf die Mannosylierungsaktivitiit
der pmtI-Mutante. Dargestellt ist die Mannosylierungsaktivitdt von drei Transformanten
(1, 2, 3) der Uberexpression von DOM34 in der pmtI-Mutante (CAP1-3121 + pSK2) im
Vergleich zum Leervektor (CAP1-3121 + pSP38).

3.8  Untersuchungen zur Protein-Protein-Interaktion von Dom34 und Pmt-Proteinen

Da in den letzten Abschnitten eine Regulation der PMT7-Transkripte durch Dom34
ausgeschlossen werden konnte und ein Einfluss auf die enzymatische Pmt-Aktivitit
experimentell nicht nachweisbar war, sollte als weiterer Ansatz eine potentielle direkte
Protein-Protein-Interaktion zwischen Dom34 und den Protein-O-Mannosyltransferasen
untersucht werden. Es erfolgte eine gezielte Uberpriifung einer Interaktion zwischen Dom34
und Pmtl bzw. Pmt2 mit Hilfe einer Co-Immunoprézipitation der jeweiligen Proteine.

Fir eine Co-Immunoprézipitation miissen die mit unterschiedlichen Epitopen markierten
Proteine zusammen in einem Stamm exprimiert werden. Es wurden daher zunichst Stimme
konstruiert, die Epitop-markierte Versionen von Pmtl und Dom34 bzw. Pmt2 und Dom34
coexprimieren. Zu diesem Zweck wurden Stdimme von Inga Schmidt verwendet, in denen die
Protein-O-Mannosyltransferasen mit dem HA-Epitop markiert waren (Schmidt, 2007). Diese
Stamme exprimieren iiber den SAT/-Marker mit einem dreifachen HA-Epitop markierte
Versionen von Pmtl (Stamm CIS23) bzw. Pmt2 (Stamm CIS25), so dass fiir die Expression
eines weiteren Epitop-markierten Proteins in diesen Stimmen der URA3-Marker zur
Verfligung stand. Das fiir die DOM34-Uberexpression verwendete Plasmid pSK2 exprimiert
eine mit dem Flag-Epitop markierte Version von Dom34. Durch Transformation der Stimme
CIS23 und CIS25 mit Plasmid pSK2 wurden auf diese Weise Stimme hergestellt, die
gleichzeitig Pmt1™ und Dom34™¢ bzw. Pmt2"™ und Dom34™¢ produzierten. Zunichst
wurde die Interaktion von Pmtl und Dom34 untersucht. In einer Expressionskontrolle der
Stimme wurde zunéchst tiberpriift, ob die untersuchten Proteine produziert wurden und im
eingesetzten Rohextrakt detektierbar waren. In Abbildung 3.17 ist zu erkennen, dass sowohl
Dom347%¢ als auch Pmt1™ in den jeweiligen Stammen nachgewiesen werden konnten. Es
folgte die Prizipitation von Pmt1"* mit einem Anti-HA Antikérper. Neben dem beide
Proteine exprimierenden Stamm wurden als Kontrollen der Co-Prézipitation auflerdem
Stimme eingesetzt, die nur jeweils das eine der markierten Proteine Pmt1"™* oder Dom34" ¢
produzierten, sowie der Wildtyp ohne Epitop-Markierungen. Auf diese Weise konnen falsch
positive Signale ausgeschlossen werden, die beispielsweise durch eine Co-Prizipitation
unspezifischer Proteine mit Pmt1™* oder eine selbststindige Bindung von Dom34-Flag an die
Sepharosematrix entstehen kénnen. Wie zu sehen ist, wurde Pmt1"™ erfolgreich prizipitiert,
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jedoch konnte Dom34 nicht coprazipitiert werden. Es war daher keine Interaktion zwischen
Pmt1 und Dom34 nachweisbar.

anti-HA

Rohexirakt Immunoprazipitation
Pmt1" | - -+ o+ -t
Dom34tes | -+ -+ -t

105kDa — ' ' *' anti-HA

A5kDa — ---

anti-FLAG

Abb. 3.17: Co-Immunopriizipitation von Pmt1"* und Dom34™*¢. Expressionskontrolle: Die in der
Immunoprizipitation eingesetzten Rohextrakte der Stimme SC5314 (Wildtyp), CAl4 + pSK2 (Wildtyp +
DOM34™ ) Pmt1-HA(URA) (PMT1/PMT1™) und CIS23 + pSK2 (PMT1/PMTI™ + DOM34"*¢) wurden
in einem Immunoblot mit einem anti-HA bzw. anti-Flag Antikorper auf die Detektierbarkeit der Proteine
Pmt1"™ und Dom34™# iiberpriift (links). Immunoprizipitation: Die Rohextrakte wurden mit einem anti-HA
Antikorper prazipitiert und das Prizipitat mit einem anti-HA sowie einem anti-Flag Antikdrper in getrennten
Immunoblots untersucht (rechts).

Weiterhin wurde die Interaktion von Pmt2 und Dom34 nach dem gleichen Prinzip untersucht,
jedoch prazipitiert Dom34 auch nicht mit Pmt2 (Abbildung 3.18).

anti-HA
Rohextrakt Immunoprazipitation
Pm2ta | - -+ 4 -
Dom34ts | -+ -+ | - + -
95kDa — T —
anti-HA
s5k0a — WGy
anti-FLAG

Abb. 3.18: Co-Immunopriizipitation von Pmt2"* und Dom34™%, Fiir die Co-Immunoprizipitation von
Pmt2"*und Dom34'* wurden Rohextrakte der Stimme SC5314 (Wildtyp), CAl4 + pSK2 (Wildtyp +
DOM34™¢), Pmt2-HA(URA) (PMT2/PMT2"*) und CIS25 + pSK2 (PMT2/PMT2"™ + DOM34"%¢)
verwendet.
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Somit konnte ebenfalls keine direkte Interaktion von Dom34 mit Pmt2 gezeigt werden. Eine
Interaktion von Dom34 mit anderen Proteinmannosyltransferasen wurde nicht untersucht, da
Versuche einer Epitopmarkierung von Pmt4, Pmt5 oder Pmt6 erfolglos blieben (Schmidt,
2007).

3.9 Einfluss von Dom34 auf die Protein-Translation
3.9.1 Quantifizierung des Pmt1-Proteins

Eine weitere Moglichkeit der Pmt-Regulation neben der Expressionskontrolle der PMT-Gene
und einer direkten Beeinflussung der Funktion des Proteins besteht in der Regulation der
Translation der Pmt-Proteine durch DOM34. Ein wichtiger Anhaltspunkt fiir eine mogliche
Funktion bei der Translation ergibt sich dabei aus der Proteinstruktur von Dom34. Bei den
Dom34-Proteinen und den homologen Pelota-Proteinen handelt es sich um eine
hochkonservierte Proteinfamilie mit Mitgliedern in zahlreichen Organismen. Die
Dom34/Pelota-Proteine ~ weisen  eine  groe  Homologie  zum  eukaryotischen
Terminationsfaktor eRF1 auf, der an dem Terminationsschritt der Proteintranslation beteiligt
ist, und enthalten insbesondere konservierte eRF1-Doménen (Frolova et al., 1994; Lee et al.,
2007; vgl. Abb. 3.22). In einigen Organismen wie Drosophila und der Maus fiihren
Deletionen von Pelota zu einer gestorten Embryonalentwicklung, die man auf eine fehlerhafte
Regulation der Proteintranslation zuriickfiihrt (Eberhart und Wasserman, 1995; Adham et al.
2002). In Saccharomyces scheint Dom34 mit dem kleinen G-Protein Hbsl, das ebenfalls
Homologie zu einem Translationsfaktor aufweist, an der Translation einiger mRNAs beteiligt
zu sein (Davis und Engebrecht, 1998; Carr-Schmid et al., 2002). Um zu iberpriifen, ob
Dom34 auch in C. albicans eine Funktion bei der Translation hat und moglicherweise an der
Translation der Protein-O-Mannosyltransferasen beteiligt ist, sollte zunéchst die Auswirkung
einer DOM34-Uberexpression auf die Proteinbiosynthese von Pmtl untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurde wiederum der im letzten Abschnitt beschriebene Stamm CIS23 von
Inga Schmidt verwendet, in dem Pmtl mit dem HA-Epitop markiert war, so dass ein
quantitativer Nachweis des Pmtl-Proteins moglich war. Durch Transformation mit dem
DOM34-Uberexpressionvektor und alternativ dem Leervektor konnte auf diese Weise die in
den Zellen synthetisierte Menge des Pmtl-Proteins in Abhingigkeit von DOM34 untersucht
werden. Zur vergleichenden Quantifizierung von Pmtl in den verschiedenen Stimme wurde
Rohextrakt entsprechend &dquivalenten Gesamtproteinmengen in einem Immunoblot
analysiert. Um sicherzustellen, dass tatsdchlich gleiche Gesamtproteinmengen eingesetzt
wurden, wurde zusétzlich das Aktin-Protein als interner Mengenstandard mit Hilfe eines Anti-
Aktin Serums nachgewiesen. Es wurden jeweils vier unabhidngige Transformanten des
Pmt1"™ produzierenden Stamms mit bzw. ohne DOM34-Uberexpression verglichen und
unterschiedliche Gesamtproteinmengen zwischen 2 pg und 50 pg hinsichtlich einer optimalen
Quantifizierbarkeit der Pmt1"* Bande getestet. Wie in Abbildung 3.19 zu sehen ist, lisst sich
das Pmt1"* Protein gut bei einer eingesetzten Gesamtproteinmenge von 5 pg quantifizieren.
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Abb. 3.19: Einfluss der DOM34-Uberexpression auf die Pmt1-Proteinmenge.

Das Pmt1"*-Protein wurde in einem anti-HA Immunoblot quantifiziert. Es wurde Rohextrakt
entsprechend 5 pg Gesamtprotein jedes Stamms eingesetzt und als zusétzlicher
Proteinmengenstandard Aktin mit einem anti-Aktin Antikoérper detekiert. Zwei
Transformanten des Stamms CIS23 + pSP38 (PMT1/PMTI"™ + Leervektor) wurden mit drei
Transformanten des Stamms CIS23 + pSK2 (PMTI/PMTI™ + DOM34) verglichen, als
Negativkontrolle diente CAF2-1 (+/+).

Es ist erkennbar, dass bei einer Uberexpression von DOM34 ein intensiveres Signal fiir
Pmt1"* detektiert werden kann im Vergleich zum Leervektor ohne DOM34-Uberexpression.
Die Intensitit der Aktin-Bande bleibt dabei gleich, so dass von gleichen analysierten
Gesamtproteinmengen ausgegangen werden kann. Die Uberexpression von DOM34 in den
jeweiligen Stimmen wurde ebenfalls in einem Immunoblot iiberpriift (Daten nicht gezeigt).
Die Ergebnisse der Quantifizierung scheinen daher darauf hinzuweisen, dass eine
Uberexpression von DOM34 zu einer erhohten Menge des Pmt1-Proteins in der Zelle fiihrt.

3.9.2 Rolle regulatorischer Elemente im PMTI-Transkript

Da sich im letzten Abschnitt erste Hinweise auf einen Einfluss von Dom34 auf die
Proteinmenge von Pmtl ergaben, sollte eine mogliche Funktion von Dom34 bei der
Translation des Pmtl-Proteins weiter untersucht werden. Durch eine 5°-RACE-PCR wurde
von Pilar Dominguez-Cantero die Position des Transkriptionsstarts fiir das PMTI-Gen
bestimmt. Der Startpunkt der Transkription der PMTI/-mRNA liegt demnach 192 bp
stromaufwérts des PMTI-Startcodons (Dominguez-Cantero, personliche Mitteilung). Mit
Hilfe des Programms RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tools) konnte weiterhin ein
wiederholtes Motiv der Sequenz CAACCA als potentielles regulatorisches Element des
PMTI-Promotorbereichs identifiziert werden. Dieses CAACCA-Motiv findet sich in
mehreren Wiederholungen im Bereich zwischen -170 bp und -191 bp vor dem Startcodon des
PMTI-Gens und ist somit Teil des 5°-UTR der PMTI-mRNA (vgl. Abb. 3.20). Eine Fusion
des PMTI-Promotors mit Luziferase als Reportergen zeigte, dass eine Deletion des PMTI-
Promotorbereichs von -192 bp bis -170 bp zu einer deutlich verringerten Expression des
Reporters fiihrte. Bei dem CAACCA-Motiv konnte es sich daher moglicherweise um
regulatorische Sequenzen fiir die Translation der PMTI-mRNA handeln. Aus diesem Grund
sollte untersucht werden, ob ein Einfluss von Dom34 auf die Expression der Luziferase-
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PMTI-Promotor Konstrukte inklusive der Region -192 bis -170 des PMT1-5‘-UTR bzw. bei
Deletion dieses Bereichs besteht.

Transkriptions-
start

—

1153 191 -170 +1
| | C

! \i\ AAA CCA ACC AAC CAA CCA CCA CAA CCA CAACTA - - - |ATG PMTI1

PMT1-Promotor

PMT1-Promotor
-1153 bis -170

RLUC pPdC2-HIS

PMT1-Promotor
-1153 bis -191

RLUC

PPAC3-HIS

Abb. 3.20: Schematische Ubersicht der regulatorischen Region des PMTI-Gens.

Dargestellt ist die relative Position des Transkriptionsstarts der PMT/-mRNA und der regulatorischen
Motive im 5°-UTR. Das sich wiederholende Motiv der Sequenz CAACCA ist rot unterstrichen.

+1 markiert den Translationsstart des PMT-Gens am Startcodon. Plasmid pPdC2-HIS enthilt eine Fusion
des PMT1-Promotors von Position -1153 bis -170 mit dem Luziferasegen, Plasmid pPdC3-HIS eine
Fusion des PMTI-Promotors ohne den regulatorischen Bereich von Position -192 bis -170 mit dem
Luziferasegen.

Fir die Untersuchung des PMTI-Promotors wurden von Pilar Dominguez-Cantero die
Plasmide pPdC2 mit dem vollstindigen Promotor (-1153 bp bis -170 bp vor Translationsstart)
und pPdC3 mit Deletion der regulatorischen CAACCA-reichen Region (-1153 bp bis -192 bp
vor Translationsstart), jeweils fusioniert mit dem Luziferasegen als Reporter, verwendet und
fur die Messung der Luziferase-Aktivitit in Stamm CAI4 in den genomischen PMTI-
Promotor integriert (Dominguez-Cantero, personliche Mitteilung). Um zu berpriifen, ob
Dom34 ebenfalls einen Einfluss auf die Expressionsstirke des Reporters hat und ob eine
Abhingigkeit von den regulatorischen Motiven des PMTI-Transkripts besteht, sollte die
Auswirkung einer DOM34 -Uberexpression auf die Luziferase-Aktivitit beider PMTI-
Promotor-Fusionskonstrukte — untersucht werden. Hierzu musste das DOM34-
Uberexpressionsplasmid gleichzeitig in Stimme mit dem integrierten Luziferaseplasmid
pPdC2 bzw. pPdC3 transformiert werden. Da alle Plasmide URA3 als Selektionsmarker
tragen, wurde der URA3-Marker in Plasmid pPdC2 und pPdC3 gegen den HISI-Marker
ausgetauscht. Zunichst wurden die Plasmide pPdC2 und pPdC3 mit Mfel im URA3-Gen
linearisiert und das HIS/-Gen aus Plasmid pGEM-HIS1 mit BamHI und Mscl ausgeschnitten.
Danach wurden die kohésiven Enden der Fragmente aufgefiillt und das HIS/-Gen durch
Ligation in Plasmid pPdC2 bzw. pPdC3 integriert, so dass der URA3-Marker durch die
Insertion nicht mehr funktionell war. Die entstandenen Plasmide mit dem HISI-
Selektionsmarker wurden pPdC2-HIS bzw. pPdC3-HIS genannt und jeweils nach
Linearisierung mit BstI 1107 in den PMTI-Promotor des URA3- und HISI-auxotrophen
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Stamms RM1000 integriert. Die genomische Integration in einfacher Kopie wurde fiir beide
Plasmide in einer Southern-Blot Analyse bestitigt (Dominguez-Cantero, personliche
Mitteilung). Danach erfolgte die Transformation der resultierenden Stamme mit dem DOM34-
Uberexpressionsvektor pSK2 bzw. dem Leervektor pSP38. Abbildung 3.21 zeigt die
Ergebnisse der Bestimmung der Luziferase-Aktivitét der verschiedenen Stimme.

30

25

20

15

RLU / ug

10

PMT1p PMT1p PMT1p PMT1p
(+ Elemente} (+Elemente} (-Elemente) (-Elemente})
+ Leervektor + DOM34 + Leervekior + DOM34

Abb. 3.21: Einfluss der DOM34-Uberexpression auf die Luziferase-Aktivitit verschiedener
PMTI1-Promotor-RLUC-Fusionen. Die Luziferase-Aktivitit von je drei Transformanten des Stamms
RM1000 + pPdC2-HIS + pSP38 (vollstindiger PMT-Promotor [-1153 bp bis -170 bp] + Leervektor),
RM1000 + pPdC2-HIS + pSK2 (vollstindiger PMTI-Promotor [-1153 bp bis -170 bp] + DOM34),
RM1000 + pPdC3-HIS + pSP38 (verkiirzter PMT1-Promotor [-1153 bp bis -192 bp] + Leervektor) und
RM1000 + pPdC3-HIS + pSK2 (verkiirzter PMT1-Promotor [-1153 bp bis -192 bp] + DOM34) wurde
in einer Doppelbestimmung ermittelt und beziiglich der eingesetzten Proteinkonzentration normalisiert.

Wie erwartet zeigt das Konstrukt mit dem PMTI-Promotor inklusive des Bereichs von -192
bis -170 ohne Uberexpression von DOM34 eine deutlich hohere Luziferase-Aktivitit als der
verkiirzte PMT-Promotor mit Deletion der regulatorischen Region von -192 bis -170. Wird
DOM34 tberexprimiert, ldsst sich noch eine sehr deutliche Steigerung dieser Aktivitit
beobachten. Wéhrend die Luziferase-Aktivitdt des vollstindigen PMTI-Promotors ohne
DOM34-Uberexpression doppelt so hoch liegt wie die der verkiirzten PMTI-Promotor
Version, fiihrt eine Uberexpression von DOM34 zu einer nochmals 5-fachen Erhéhung der
Aktivitit des vollstindigen PMTI-Promotors. Dieser Effekt einer DOM34-Uberexpression
tritt nicht bei einer Deletion der regulatorischen Region im verkiirzten PMTI-Promotor auf.
Die Uberexpression von DOM34 scheint daher die Expression des Reportergens in
Abhingigkeit von dem CAACCA-reichen regulatorischen Bereich zwischen -192 und -170
deutlich zu verstirken. Da kein Einfluss von Dom34 auf den Transkriptspiegel von PMT]
nachgewiesen werden konnte, und die regulatorischen Motive Teil des 5’-UTR des PMTI-
Transkripts sind, beeinflussen die CAACCA Motive vermutlich nicht als regulatorische
Elemente des Promotors die Transkription des PMTI-Gens, sondern stellen vermutlich
regulatorische Sequenzen fiir die Translation der PMTI-mRNA dar. Diese Ergebnisse stellen
somit einen weiteren Hinweis auf eine Rolle von Dom34 bei der Proteintranslation und im
Speziellen der Translation des Pmtl-Proteins dar. Bei der Bestimmung des
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Transkriptionsstarts der anderen Proteinmannosyltransferasen zeigte sich, dass PMT5 die
identischen Motive am Anfang des Transkripts aufweist wie PMT! (Dominguez-Cantero,
personliche Mitteilung). Moglicherweise ist Dom34 daher auch an der Translation des Pmt5-
Proteins beteiligt, was mit Hilfe von Reportergenfusionen des PMT5-Promotors wie im Fall
von PMT1 in zukiinftigen Experimenten aufgeklart werden soll.

3.10 Funktionsanalyse eines mutierten Dom34gjy21-ala

Ein neuerer Aspekt der Funktion von Dom34, neben der schon frither vermuteten Rolle als
Translationsfaktor, ist die Beteiligung des Dom34-Proteins am sogenannten ,,mRNA no-go-
decay“. Bei diesem Mechanismus der mRNA-Qualititskontrolle werden mRNAs mit einer
Blockade des Ribosoms wihrend der Translation erkannt und durch eine Endonuklease
gespalten. Von Doma und Parker konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dass Dom34
zusammen mit Hbs1 am no-go-decay beteiligt ist (Doma und Parker, 2006). Weiterhin konnte
von Lee et al (2007) fir ein Mitglied der Proteinfamilie, dem Pelota-Protein aus
Thermoplasma acidophilum (Ta), die Proteinstruktur mit Hilfe von Rontgenstrukturanalysen
aufgeklart werden. Die Aminosduresequenz im Bereich der wichtigen Strukturmerkmale ist
dabei innerhalb der Dom34/Pelota-Proteine konserviert. Wie in Abbildung 3.22 dargestellt ist,
ist das Dom34-Protein aus drei Doménen aufgebaut.

Dom34 / Pelota

—Glu—Asp-Asp— - eRF1 | eRF1

Domane 1 Domaine 2 Domine 3

Abb. 3.22: Schematischer Aufbau der Proteine der Dom34/Pelota-Familie.

Glu, Asp, Asp bezeichnet die konservierten Aminosduren in Domine 1 der Dom34/Pelota-
Proteine, eRF1 bezeichnet die Homologie der Doméne 2 und 3 zu entsprechenden Doménen
des eukaryotischen Translations-Terminationsfaktors eRF1.

Domine 2 und Doméne 3 weisen wie im letzten Abschnitt erldutert Homologie zur
entsprechenden Domine von eRF1 auf. Doméne 1 zeigt dagegen eine vollig von Doméne 1
des eRF1-Proteins abweichende Struktur und andere Motive, was auf eine von eRF1
abweichende Funktion des Dom34-Proteins hinweist. Es konnte gezeigt werden, dass
TaPelota und ScDom34 eine Endoribonuclease-Aktivitit haben, weshalb von den Autoren
postuliert wurde, dass Dom34 die Funktion der RNase im no-go-decay tibernimmt (Lee et al.,
2007). Durch Deletionsanalysen konnte weiterhin gezeigt werden, dass Doméne 1 die
Ribonuklease-Funktion des Proteins vermittelt und drei konservierte Aminosduren vermutlich
Teil des aktiven Zentrums sind. Insbesondere zeigte eine mutierte Version des 7aPelota-
Proteins mit einem Austausch der konservierten Glutaminsdure 18 keine RNase-Aktivitit
mehr. Ob Dom34 auch in Candida eine solche RNase-Funktion aufweist und ein mRNA-
Kontrollmechanismus wie der no-go decay existiert ist bisher unbekannt. Da die
Glutaminsdure an Position 18 essentiell fiir die Funktion des TaPelota-Proteins und in allen
Dom34/Pelota-Proteinen konserviert ist, sollte zunichst untersucht werden, ob diese
Aminosédure auch in Candida eine Bedeutung fiir die Funktion von Dom34 hat. Dazu sollte
derselbe Austausch der konservierten Glutaminsdure wie in 7aPelota vorgenommen und
danach gepriift werden, ob dieses mutierte Dom34-Protein noch funktionell in der
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Suppression der verschiedenen pmtlA-Phinotypen ist. Zundchst wurde die konservierte
Glutaminsdure, im CaDom34-Protein an Position 21 (ClustalW-Alignment CaDom34; Kluge,
2006), im Dom34-Uberexpressionsvektor pSK2 mit Hilfe einer Mutagenese-PCR mit den
Primern Dom34(Glu-Ala)for und Dom34(Glu-Ala)rev wie in TaPelota gegen einen Alaninrest
ausgetauscht. Das entstandene Plasmid zur Uberexpression des mutierten Dom34Giuo1-ala
wurde pSK2mut genannt. Abbildung 3.23 zeigt die Auswirkungen der Uberexpression des
mutierten Dom34-Proteins auf die verschiedenen pmt-Phianotypen.

YPD + Hygromycin B

YPD SD, 30°C SD, 42°C
200 pg/mi
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Abb. 3.23: Einfluss der ﬁberexpression eines mutierten DOM34gyy»1.41. auf den pmtI-Phiinotyp.

Die Staimme CAF2-1 (+/+), SPCa2 (pmtl/pmtl), CAP1-3121 + pSP38 (pmtl/pmtl + Leervektor) und
drei Transformanten des Stamms CAP1-3121 + pSK2mut (pmt1/pmtl + DOM34G11.a1.) Wurden auf ihre
Sensitivitdt gegeniiber Hygromycin B und einer erhéhten Wachstumstemperatur von 42 °C untersucht.
Die Verdiinnungen der verschiedenen Stimme wurden wie in Abb 3.1 beschrieben auf die angegebenen
Medien getropft.

Wie deutlich zu erkennen ist, supprimiert eine iiberexprimierte Dom34 Gpy21-a1a-Version weder
den Temperaturphidnotyp noch den Hygromycin B-Phénotyp einer pmt/-Mutante, wie dies fiir
die Uberexpression des unverinderten Dom34 beobachtet werden kann. Da der Austausch
von Glutaminsiure 21 offensichtlich zu einem Funktionsverlust des Dom34-Proteins fiihrt, ist
diese konservierte Aminosdure wie in TaPelota auch in Candida essentiell fiir die Funktion
von Dom34. Da der Glutaminsdurerest notwendig fiir die RNase-Funktion von TaPelota ist,
konnte das Ergebnis auf eine mogliche RNase-Funktion von Dom34 auch in Candida
hindeuten. Das Dom34-Protein kénnte jedoch auch eine andere Funktion in Candida haben,
die aber durch die gleichen konservierten Reste vermittelt werden kann, wie etwa eine RNA-
Bindung im Rahmen der Translation. In weiteren Experimenten sollte deshalb versucht
werden, die genaue Funktion von Dom34 in Candida weiter aufzukléren.

3.11 Aufreinigung von CaDom34 aus E. coli

Fiir weitere Funktionsanalysen von Dom34 sollte das Protein isoliert werden. Das isolierte
Dom34-Protein sollte dann zum einen in einen RNase-Assay eingesetzt werden, um eine
mogliche Ribonuklease-Funktion von Dom34 in Candida tberpriifen zu konnen. Weiterhin
sollte mit dem Protein eine in vitro-Translation durchgefithrt werden um die postulierte
Funktion von Dom34 bei der Translation bestimmter Proteine direkt zu untersuchen. Um
moglichst einfach und effizient groBBere Mengen des Proteins zu erhalten, sollte CaDom34
heterolog in E. coli produziert werden. Das Zielprotein wird dabei fusioniert mit einem Poly-
Histidin-Epitop von einem E. coli-Expressionsvektor iiberproduziert und kann nach Lyse der
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Zellen mit Hilfe von Affinitdtschromatographie liber eine Nickel-NTA-Matrix aufgereinigt
werden. Zundchst musste der CaDOM34-ORF in einen geeigneten Expressionsvektor fiir die
Produktion in E. coli kloniert werden. Es wurden verschiedene E. coli-
Standardexpressionsvektoren getestet, bei denen das Protein regulierbar unter der Kontrolle
des T7-Promotors produziert wird. Nach erfolglosen Proteinreinigungsversuchen mit
Vektoren, die das Protein N-terminal mit einem Hexa-Histidin-Tag fusioniert exprimieren,
wurde schlielich der Vektor pET22b verwendet, der eine C-terminale Fusion des Proteins
mit einem Deca-Histidin-Tag exprimiert. Zundchst wurde in einer PCR mit den Primern
Dom34-Ndel-FW und Dom34-Xhol-RV-Stopp der DOM34-ORF amplifiziert. Als Template
diente dabei genomische DNA aus C. albicans. Durch die verwendeten Primer wurde das
PCR-Produkt gleichzeitig mit Uberhingen versehen, die am 5’-Ende die Ndel-
Erkennungssequenz und am 3’-Ende die Xhol-Erkennungssequenz enthielten. Durch
Schneiden des PCR-Produkts mit Ndel und Xhol entstanden so kohidsive Enden fiir eine
Ligation mit dem Vektor. Das Fragment wurde in den ebenfalls mit Ndel und Xhol
geschnittenen Vektor pET22b integriert (Michaela Geradts und Denis Tielker, pers.
Mitteilung). Der resultierende Vektor wurde durch Sequenzierung iiberpriift (Daten nicht
gezeigt) und pET22b-Dom34 genannt. Fiir die Proteinproduktion wurde der E. coli-Stamm
BL21 eingesetzt und mit pET22b-Dom34 transformiert. Zur Vermeidung einer
Aggregatbildung des Dom34-Proteins wurde nach der Induktion eine niedrige
Inkubationstemperatur von 20 °C gewéhlt (Lee et al., 2007). Unter Verwendung des Vektors
pET22b-Dom34 mit C-terminaler Deca-Histidin-Fusion konnte Dom34 erfolgreich aus E. coli
iiber eine Nickel-NTA-Sédule aufgereinigt werden. Wie in Abbildung 3.24 deutlich zu
erkennen ist, ist bei einer Elution mit 500 mM Imidazol in den Fraktionen 17-20 eine
Proteinbande auf der Hohe von 45- 50 kDa nachweisbar. Durch Massenspektrometrie wurde
bestitigt, dass es sich bei dem aufgereinigten Protein um Dom34 handelt.

— 45kDa

7 8 9 10 11 17 18 19 20 21

Abb. 3.24: Aufreinigung von CaDom34 nach heterologer Expression in E. coli.

Nach dem Zellaufschluss wurde das Dom34-Protein aus dem gefilterten Rohextrakt mit
Hilfe des AKTAprime plus iiber eine NiINTA-Matrix aufgereinigt. Gezeigt ist die SDS-
PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung der verschiedenen Protein-haltigen
Fraktionen (7-11, 17-21) nach Elution mit 500 mM Imidazol.
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In nachfolgenden Arbeiten wurde der DOM34 E. coli-Expressionsvektor pET22b-Dom34
noch modifiziert. Bei der Sequenzierung von pET22b-Dom34 aus verschiedenen
Transformanten wéhrend der Konstruktion des Vektors fielen mehrere Basenaustausche der
codierenden DOM34-Sequenz auf, die in den verschiedenen Transformanten mit
unterschiedlicher Haufigkeit immer wieder auftraten. Solche unterschiedlichen Sequenzen des
codierenden Bereichs eines Gens konnen bei diploiden Organismen durch abweichende
Sequenzen der beiden Allele eines Gens beziiglich einzelner Basen hervorgerufen werden. Da
sich durch die genomische Amplifikation des DOM34-Gens unterschiedliche Sequenzen
ergaben, sollte die Sequenz des DOM34-Uberexpressionsvektors pSK2 verwendet werden,
bei deren Expression eine Funktionalitdt des Dom34-Proteins in Form des Einflusses auf den
pmtl-Phinotyp nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund wurde die codierende
DOM34-Sequenz noch einmal von Plasmid pSK2 als Template amplifiziert und wie oben
beschrieben in pET22b integriert (Simone Esch, personliche Mitteilung). In einer weiteren
Optimierung des DOM34-Expressionsvektors soll zudem durch eine Mutagenese eine
Anpassung der DOM34-Gensequenz fiir die Expression in E. coli entsprechend des
abweichenden Codon-Gebrauchs von C. albicans vorgenommen werden. In C. albicans wird
das Codon CUG nicht wie in den meisten anderen Organismen, einschlieBlich E. coli, in
Leucin, sondern Serin tibersetzt (Leuker und Ernst, 1994; Santos und Tuite, 1995), was
theoretisch zu einer Funktionseinschrinkung des Proteins bei einer heterologen Expression in
E. coli filhren konnte. Fiir die Funktionalitit des Dom34-Proteins in den folgenden
Experimenten, insbesondere dem Nachweis einer RNase-Aktivitdt, ist dieser
Aminosdureaustausch jedoch vermutlich von geringer Bedeutung, da das einzige CUG-Codon
des DOM34-Gens fiir ein Serin in Doméne 3 des Dom34-Proteins codiert, die fiir eine RNase-
Aktivitdt des TaPelota- und ScDom34-Proteins nicht benotigt wird (Lee et al., 2007).

3.12 RNase-Aktivitit von Dom34

In ersten Versuchen wurde das mit pET22b-Dom34 in E. coli produzierte, gereinigte Dom34-
Protein auf eine potentielle Ribonuklease-Aktivitdt untersucht. Unter den von Lee et al.
(2007) fiir den Nachweis der Ribonuklease-Aktivitdit von TaPelota und ScDom34
beschriebenen Bedingungen konnte jedoch keine eindeutige RNase-Aktivitdit von Dom34
gegeniiber einem Gesamt-RNA Substrat aus C. albicans nachgewiesen werden (Simone Esch,
personliche Mitteilung).

3.13 Lokalisation von Dom34

Im Rahmen einer moglichst vollstandigen Untersuchung der Funktion von Dom34 sollte auch
die intrazelluldre Lokalisation des Proteins analysiert werden. Dies sollte zum einen durch
einen mikroskopischen Nachweis des Proteins mit Hilfe von Immunofluoreszenz und
andererseits durch fraktionierte Zentrifugation erfolgen. Bei der fraktionierten Zentrifugation
von Zelllysaten werden die verschiedenen Zellkomponenten durch aufeinander folgende
Zentrifugationsschritte mit zunehmenden Umdrehungszahlen nach ihren Sedimentations-
eigenschaften separiert. Durch eine anschlieBende Westernblotanalyse der einzelnen
Fraktionen kann so die Verbreitung des untersuchten Proteins in den einzelnen
Zellkompartimenten analysiert werden. Wie schon fiir die Co-Immunoprizipitation wurde fur
die Lokalisationsexperimente zunichst ein Wildtypstamm verwendet, der das Dom34-Protein
als Flag-markierte Version von Plasmid pSK2 exprimiert. Erste Versuche einer fraktionierten
Zentrifugation mit diesem Stamm zeigten jedoch, dass sich Dom34™¢ aufgrund starken
Hintergrunds schwer eindeutig in den einzelnen Zellfraktionen detektieren lie (Daten nicht
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gezeigt). Da das mit dem Flag-Epitop markierte Dom34-Protein auch in vorherigen
Westernblot-Analysen immer starke Nebenbanden zeigte (vgl. Abschnitt 3.5 und Abb. 3.25),
sollte Dom34 fiir die Lokalisation, insbesondere auch fiir die geplante Immunofluoreszenz,
mit einem alternativen Epitop markiert werden. Da in C. albicans andere Proteine wie Pmtl
und Pmt2 erfolgreich mit dem HA-Epitop markiert wurden (vgl. Abschnitt 3.5), sollte dieses
Epitop auch fiir Dom34 verwendet werden. Dabei sollte eine genomische Markierung durch
Fusion eines DOM34-Allels mit dem HA-Epitop erfolgen. Diese Methode bietet gegeniiber
einer Plasmidexpression des markierten Proteins den zusidtzlichen Vorteil, dass keine
Uberexpression durch zusitzlich in die Zelle gebrachte Kopien des Gens vorliegt und
moglicherweise das Ergebnis einer Lokalisation des Proteins verfélscht.

3.13.1 Markierung von Dom34 mit dem HA-Epitop

Die Markierung erfolgte tiber homologe Rekombination mit einem PCR-generierten
Fragment, wie von Inga Schmidt fiir die Markierung von Pmtl und Pmt2 mit dem HA-Epitop
beschrieben (Schmidt, 2007). Als Template diente das Plasmid p3HA-URA3, welches das
HA-Epitop in dreifacher Kopie sowie den URA3-Marker fiir die Selektion in Candida tréagt.
Fiir die Amplifikation des Fragments wurden die Primer Dom34-HA-for und Dom34-HA-rev
verwendet, die etwa 100 bp lange Uberhiinge mit Homologie zum genomischen DOM34-
Lokus enthielten. Die Homologie wurde dabei so gewédhlt, dass durch homologe
Rekombination bei der anschlieBenden Transformation des PCR-Produkts das HA-Epitop
iiber einen Linker aus drei Glycin-Resten mit dem DOM34-Gen fusioniert wird (Abbildung
3.25).

M&HA&M)

p3HA-URAZ —& 3xHA URA3

| -

Transformation
des PCR-Produkts

'

pl p4
4_
DOM34 GGG 3y HA URA3
P — —
p2 p3

Abb. 3.25: Schema der genomischen Markierung von DOM34 mit dem HA-Epitop.

Schwarze Pfeile symbolisieren die Primer zur Amplifikation des HA-URA3-Fragments bzw. die
Primer zur Uberpriifung der Integration. p1: pl-Dom34-HA, p2: p2-Dom34-HA, p3: p3-Dom34-HA,
p4: p4-Dom34-HA.

Das PCR-Produkt mit einer Lénge von 2,8 kb wurde in den Wildtypstamm CAIl4
transformiert. Die korrekte Integration des Fragments stromabwiérts des DOM34-Gens wurde
in einer Kolonie-PCR mit den Primerpaaren pl-Dom34-HA und p2-Dom34-HA sowie p3-
Dom34-HA und p4-Dom34-HA {iberpriift, wobei sich FragmentgroBen von 462 bp bzw.
720 bp ergaben. Die verifizierten Transformanten wurden anschlieBend in einer
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Westernblotanalyse auf die Produktion des markierten Dom34"* Proteins iiberpriift. Von den
fiinf untersuchten Transformanten konnte bei Nr. 2 und 3 eine Bande bei ca. 45 kDa detektiert
werden, was der erwarteten GroBe des Dom34"™ Proteins entspricht (Abb. 3.26). Im
Gegensatz zum bisher eingesetzten Dom34™ kann das neu markierte Dom34™ Protein in
einer intensiven Einzelbande ohne Hintergrundbanden detektiert werden und eignet sich daher
besser fiir die anschlieBenden Lokalisationsversuche des Dom34-Proteins. Die beiden
unabhingigen Dom34"* markierten Stimme wurden JHCal-1 und JHCal-2 genannt.

Anti-HA Anti-Flag

|-

45kDa — =7 - .“ﬁ — pomanas

Ty 3{ 4 Sy +/+ Dom34fA¢

Transformanten Dom344A

Abb. 3.26: Immunoblotanalyse der Dom34"*-Stimme. Fiinf Transformanten des HA-URA3-Fragments
im Stamm CAI4 wurden auf die Detektierbarkeit des Epitop-markierten Dom34"*-Proteins in einem Anti-
HA Immunoblot iiberpriift (links). Als Vergleich wurde das Dom34"'*-Protein im Stamm CAI4 + pSK2 in
einem Anti-Flag Immunoblot detektiert (rechts).

3.13.2 Fraktionierte Zentrifugation

Bei der Lokalisation von Dom34 durch fraktionierte Zentrifugation wurden beide
unabhingigen Dom34™*-Stimme parallel untersucht sowie auBerdem der Pmt1™*-markierte
Stamm Pmtl-HA(URA) (vgl. Abschnitt 3.5) als Kontrolle und Marker fiir die Fraktion des
endoplasmatischen Retikulums (ER). Fiir die Separierung der einzelnen Zellkompartimente
wurden die Zellen zunichst sphéroplastiert, die Sphiroplasten aufgeschlossen und das
Zelllysat anschlieBend in zwei aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten von 10000 x g
und 100000 x g fraktioniert. Als Zellfraktionen ergeben sich bei der Sphéroplastierung die
periplasmatische Fraktion und nach dem Zellaufschluss der Rohextrakt. Bei der
anschlieBenden Zentrifugation bei 10000 x g sedimentieren die schwereren Zellorganellen im
Pellet, so dass diese Fraktion den Zellkern und das ER enthélt. Bei 100000 x g sedimentieren
auch alle iibrigen Zellorganellen, diese Fraktion enthdlt den Golgi und alle kleineren
Membrankompartimente wie Lysosomen. Die letzte Fraktion, der Uberstand nach
Zentrifugation bei 100000 x g, enthdlt nur noch das Cytosol. Abbildung 3.27 zeigt die
Westernblot-Analyse der Fraktionierung fiir die beiden Dom34™* -Stimme und den Pmt1" -
Stamm.
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Abb. 3.27: Lokalisation des Dom34"*-Proteins durch fraktionierte Zentrifugation.
Rohextrakte der Stimme JHCal-1 (DOM34/DOM34"™™), THCal-2 (DOM34/DOM34"™) und Pmt1-
HA(URA) (PMT1/PMTI™) wurden durch aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte fraktioniert.
Gleiche Aliquots entsprechend '/s Gesamtvolumen jeder Fraktion wurden in einer
Immunoblotanalyse mit einem Anti-HA Antikérper analysiert. Pe: Periplasma; Roh: Rohextrakt;
ER: Endoplasmatisches Retikulum (Pellet nach 10000 x g Zentrifugation); Golgi (Pellet nach
100000 x g Zentrifugation); Cyt: Cytosol (Uberstand nach 100000 x g Zentrifugation)

Wie gut zu sehen ist, wird Pmt1"* hauptsichlich in der ER-Fraktion detektiert, was der
natiirlichen Lokalisation des Proteins entspricht und als Kontrolle die erfolgreiche
Fraktionierung der Zellbestandteile belegt. Die anderen Zellfraktionen enthalten nur geringe
Mengen des Pmtl-Proteins. Lediglich in der periplasmatischen Fraktion ist ebenfalls eine
diinne Bande des Poteins nachweisbar. Diese ist wahrscheinlich darauf zuriickzufithren, dass
bei der Sphdroplastierung immer ein gewisser Anteil der Zellen lysiert und somit keine reine
Periplasma-Fraktion gewonnen werden kann. Fiir Dom34"™* zeigte sich dagegen, dass das
Protein mit einer gleichméfBigen Verteilung in relativ &dquivalenten Mengen in allen
Fraktionen detektiert wird. Diese Beobachtung bestétigte sich bei der Untersuchung des
zweiten unabhingigen Dom34"" Stamms. Das Ergebnis der fraktionierten Zentrifugation legt
somit nahe, dass Dom34 nicht spezifisch in einem Zellkompartiment lokalisiert ist, sondern
gleichméfBig in der ganzen Zelle verteilt vorliegt.

3.13.3 Immunofluoreszenz von Dom34"* (C. albicans)

Mit den neu konstruierten Dom34™*-Stimmen sollte zugleich auch eine Immunofluoreszenz
des Dom34"*-Proteins durchgefiihrt werden. Das Protein wurde in Candida Hefe-Zellen mit
Hilfe von Fluoreszenzantikérpern markiert. Anschliefend wurde die Lokalisation des Proteins
innerhalb der Zelle durch Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Fluoreszenzmikroskopie
der Zellen zeigt Abbildung 3.28.
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Pmt1HA

Abb. 3.28: Immunofluoreszenz des Dom34"*-Proteins (C. albicans).

Zellen des Stamms JHCal-1 (DOM34/DOM34"™) und Pmt1-HA(URA) (PMT1/PMTI"™) wurden mit
Formaldehyd fixiert und mit einem primdren Anti-HA und einem sekunddren FITC-gekoppelten
Antikorper Fluoreszenz-markiert (grine Farbung). Der Kern wurde durch eine Férbung mit DAPI
(blaue/violette Farbung) markiert und die Zellen mit einem Apotom-Fluoreszenzmikroskop der Firma
Zeiss mikroskopiert.

Als Vergleich diente wie in Abschnitt 3.10.2 beschrieben der Stamm Pmtl-HA(URA) mit
dem Pmtl"*-Protein als Marker fir das ER. Fir Pmtl™ ergab sich in der
Fluoreszenzmikroskopie wie von Inga Schmidt (Schmidt, 2007) beschrieben eine ringférmige
oder netzartige Lokalisierung des Proteins um den Kern herum, das typische Erscheinungsbild
eines ER-assoziierten Proteins. Die Fluoreszenz des Dom34'*-Proteins zeigte dagegen
hauptséchlich eine diffuse Verteilung im gesamten Zelllumen. FEine ringférmige
Konzentration des Fluoreszenzsignals, &hnlich der PmtlHA—FluoreszenZ, konnte dariiber
hinaus in einigen Zellen beobachtet werden und konnte auf eine mogliche ER-Assoziation des
Dom34-Proteins zusétzlich zu der beobachteten cytosolischen Lokalisation in diesen Zellen
hindeuten. Die Ergebnisse der Fluoreszenz-Mikroskopie bestdtigt jedoch insgesamt das
Ergebnis der fraktionierten Zentrifugation, dass Dom34 keine ausschlieBliche, spezifische
Beschriankung auf ein einzelnes Zellkompartiment aufweist.

3.14 Immunofluoreszenz von Dom34"*

(S. cerevisiae)

Auch in S. cerevisiae wurde die Lokalisation von Dom34 noch nicht eindeutig aufgeklért. Im
Rahmen der Charakterisierung von DOM34 in S. cerevisiae (Wickert, 1998) wurde lediglich
eine fraktionierte Zentrifugation durchgefiihrt, in der sich das Dom34-Protein hauptséchlich in
der ER Fraktion nachweisen lieB. Aus diesem Grund sollte fiir eine vollstindige
Charakterisierung auch noch in S. cerevisiae eine Immunofluoreszenz des Dom34-Proteins
durchgefiihrt werden. Hierzu wurde wie von Wickert beschrieben (Wickert, 1998) der S.
cerevisiae-Stamm SEY-6210 mit dem Plasmid pSW25 transformiert, das DOM34 ebenfalls
fusioniert mit dem HA-Epitop unter der Kontrolle des GAL /-Promotors exprimiert. Zunéchst
wurden Rohextrakte von Galaktose-induzierten Zellen in einer Westernblot-Analyse auf die
Detektierbarkeit des Dom34™ Proteins iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Da das Protein gut
mit einem Anti-HA-Antikorper nachweisbar war, wurden diese Stémme fiir die anschlieende
Immunofluoreszenz eingesetzt.
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Dom34HA

Abb. 3.29: Immunofluoreszenz des Dom34"*-Proteins (S. cerevisiae).
Es wurden Zellen des Stamms SEY-6210 + pSW25 (Wildtyp + DOM34"™*) untersucht.
Die Fluoreszenzmarkierung des Dom34"*-Proteins erfolgte wie in Abb. 3.28 beschrieben.

Die Mikroskopie der Zellen zeigte eine Fluoreszenz in der gesamten Zelle, jedoch besonders
intensiv konzentriert in vielen einzelnen granuldren Strukturen (vgl. Abb. 3.29). Diese
Konzentration des Proteins in einzelnen Punkten kann jedoch ein Artefakt darstellen, da es
sich hier um eine Uberexpression von DOM34 durch eine zusitzliche Kopie des Gens auf
einem Plasmid handelt. Die Fluoreszenzmikroskopie von Dom34"™* in S. cerevisiae deutet
somit im Gegensatz zum Ergebnis der fraktionierten Zentrifugation von Wickert (1998) eher
auf eine Verteilung des Proteins in der ganzen Zelle hin. Eine solche Verteilung entspriache
den Beobachtungen in C. albicans.
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4. Diskussion

C. albicans ist einer der wichtigsten humanpathogenen Pilze, der insbesondere bei
immunsupprimierten Personen zu geféhrlichen systemischen Infektionen fithren kann. Eine
bedeutende Rolle fiir die Pathogenitét des Pilzes spielen dabei verschiedene O-glykosylierte
Proteine, die sowohl spezifisch als Adhisine, als auch unspezifisch durch hydrophobe
Wechselwirkungen der Mannoproteine der Zellwand die Adhédsion an Wirtsepithelien
vermitteln. Auch weisen verschiedene Protein-O-Manosyltransferase-Mutanten Defekte in der
Hyphenmorphogenese auf, die ebenfalls eine elementar wichtige Pathogenititseigenschaft
darstellt. In S. cerevisiae wurde Dom34 als ein Faktor identifiziert, der an der O-
Glykosylierung verschiedener Proteine in diesem Organismus beteiligt ist (Finck et al., 1996;
Wickert, 1998). Insbesondere konnte eine genetische Interaktion zwischen DOM34 und
PMTI nachgewiesen werden (Wickert, 1998).

4.1 DOM34 und PMTI zeigen genetische Interaktion in C. albicans

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Dom34 auch in C. albicans die O-
Glykosylierung  beeinflusst. ~ Obwohl  eine  dom34-Mutante  keinen  direkten
Glykosylierungsphidnotyp in Form hypoglykosylierter Proteine oder anderer O-
Glykosylierung-spezifischer Defekte wie in S. cerevisiae zeigte (Kluge, 2006; diese Arbeit),
konnte durch die verschiedenen Untersuchungen der Protein-O-Mannosyltransferase-Mutante
pmtl nachgewiesen werden, dass eine genetische Interaktion zwischen DOM34 und PMTI
existiert. Der synthetische Phédnotyp einer Doppeldeletionsmutante von DOM34 und PMT1
einer verstirkten Sensitivitdt gegeniiber Hygromycin B belegt diese genetische Interaktion
ebenso wie die beobachtete Suppression der pmtl-Sensitivititen gegeniiber Hygromycin B
und einer Temperatur von 42 °C durch eine DOM34-Uberexpression (vgl. Abb. 3.1 und 3.3).
Wihrend der Wachstumsphénotyp der pmt/-Mutante bei 42 °C vermutlich durch den
Funktionsverlust einzelner Proteine verursacht wird, die als Folge fehlender O-Glykane bei
einer erhohten Temperatur instabil sind, ist die Ursache der Hypersensitivitit einiger O- und
N-Glykosylierungsmutanten gegen das Aminoglykosid Hygromycin B unklar (Dean, 1995).
Aminoglykoside wie Hygromycin B binden an die kleine Ribosomenuntereinheit und
inhibieren dadurch die Translokation der Polypeptidkette und letztlich die Proteinbiosynthese
(Rao und Grollman, 1967; Brodersen et al., 2000). Ein Versuch einer Erklarung der erhohten
Sensitivitdt von Glykosylierungsmutanten ist die Hypoglykosylierung eines Multi-Drug
Resistence- (MDR)-Transporters, der in Wildtypzellen Substanzen wie Aminoglykoside aus
der Zelle schleust (Sanglard et al, 1997). Das Auftreten einer genetischen Interaktion von
DOM34 und PMTI im Bezug auf diese Phinotypen allein konnte nicht zwangsldufig als
Beweis einer Beteiligung von Dom34 an der O-Glykosylierung bewertet werden, da
theoretisch auch andere Funktionen eines Gens bei einer Deletion zu solchen Phédnotypen
fithren und somit einen synthetischen Phédnotyp mit einer O-Glykosylierungsmutante oder
dessen Suppression tiiber einen anderen, von der O-Glykosylierung unabhéngigen
Mechanismus hervorrufen konnen. So konnte ein Einfluss von DOM34 auf die Hygromycin
B-Sensitivitit der Zelle beispielsweise durch eine direkte Wirkung des Dom34-Proteins auf
die ribosomalen Untereinheiten ohne eine Einflussnahme auf O-Glykosylierungs-Defekte
vermittelt werden. Die Hygromycin B-Sensitivitit des Wildtyps wird jedoch nicht durch eine
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DOM34-Uberexpression beeinflusst, wie es im Falle eines solchen unabhingigen
Mechanismus erwartet werden konnte.

4.2  Dom34 beeinflusst die O-Glykosylierung von Kre9 unter Beteiligung von
PMT5 und PMT6

Eine Uberexpression von DOM34 supprimierte den Hyphenbildungs-Defekt einer pmti-
Mutante auf festen Induktionsmedien (vgl. Abb. 3.4). Die Filamentierungsphidnotypen der
einzelnen pm¢-Mutanten werden dabei vermutlich nicht durch defekte Strukturproteine
ausgelost, da die pms-Mutanten Hyphen in fliissigem Induktionsmedium bilden konnen,
sondern resultieren vermutlich teilweise aus der Unterglykosylierung von Komponenten der
verschiedenen  Signalwege, die die  Hyphenbildung unter unterschiedlichen
Umweltbedingungen induzieren (Timpel et al., 2000; Prill et al., 2005). Dies konnte im Fall
der pmt6-Mutante gezeigt werden, deren Filamentierungsphénotyp durch Uberproduktion von
Komponenten solcher Signalwege, wie Efgl und Tpk2 des cAMP-abhingigen
Hypheninduktionswegs oder Cphl und Cekl des MAP-Kinase-Wegs, unterdriickt wird
(Timpel et al., 2000). Aufgrund dieser Beobachtungen wire denkbar, dass Dom34 ebenfalls
eine Komponente der in pm#-Mutanten unterbrochenen Signalwege stimuliert, oder direkt den
Defekt der O-Glykosylierung aufhebt. Einen eindeutigen Nachweis der direkten oder
indirekten Beteiligung von DOM34 an der O-Glykosylierung stellt die Suppression der
reduzierten O-Glykosylierung eines Zielproteins dar. Wahrend der O-Glykosylierungsdefekt
der Pmtl-Zielproteine Alsl und Pirl durch DOM34 unbeeinflusst bleibt, wird durch
Uberexpression von DOM34 fiir die O-Glykosylierung von Kre9 in der pmtl-Mutante
teilweise der Wildtypstatus erreicht (vgl. Abb. 3.7). Diese Rekonstituierung der O-
Glykosylierung eines Pmtl-Zielproteins durch DOM34 kann durch einen stimulierenden
Einfluss von Dom34 auf andere Pmt-Isoformen erkldrt werden. Es wurde gezeigt, dass
sowohl PMT5 als auch PMT6 fiir die Suppression der verschiedenen Sensitivitdten der pmtl-
Mutante durch DOM34 benétigt werden (vgl. Abb. 3.9). Es kann daher vermutet werden, dass
eine stimulierende Wirkung von DOM34 auf Pmt5 und Pmt6 fiir die partielle Kompensation
des O-Glykosylierungsphianotyps der pmtl/-Mutante verantwortlich ist. Ein stimulierender
Einfluss von DOM34 auf Pmt5 und Pmt6 wiirde auch die gezeigte Rekonstituierung der O-
Glykosylierung eines Pmtl-Zielproteins durch DOM34 erklaren, wihrend kein Effekt fiir die
anderen untersuchten Pmt1-Substrate nachgewiesen wurde. Pmt5 und Pmt6 stellen vermutlich
Protein-O-Mannosyltransferasen mit einer ausgepridgten Substratspezifitdt dar. Wéhrend
sowohl Pmtl, als auch Pmt2 und Pmt4 wahrscheinlich eine grofle Zahl unterschiedlicher
Zielproteine O-glykosylieren, und in Folge dessen vermutlich eine geringere Substrat-
Spezifitdt aufweisen, wird angenommen, dass Pmt5 und Pmt6 nur wenige spezifische
Zielproteine bedienen (Prill er al. 2005). Es ist daher anzunehmen, dass durch die
Stimulierung von Pmt5 und Pmt6 der O-Glykosylierungsdefekt einzelner Pmtl-Zielproteine
wie beispielsweise Kre9 kompensiert werden kann, jedoch nicht der {ibrigen Pmt1-Substrate.
Ein interessanter Nebenaspekt beziiglich der Konstruktion der pmtl pmt5-Mutante ist die
nachgewiesene Lebensfihigkeit einer solchen Doppel-Deletionsmutante, die Riickschliisse
auf die Dimer-Bildung der Pmt-Isoformen in C. albicans zulédsst. Aus S. cerevisiae ist
bekannt, dass Heterodimere von Pmt1/Pmt2 sowie Pmt3/Pmt5, sowie in geringerem Ausmall
Pmtl/Pmt3 und Pmt2/Pmt5 gebildet werden, in denen jeweils ein Mitglied der Pmtl-
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Subfamilie mit einem Mitglied der Pmt2-Subfamilie einen Komplex eingeht (Girrbach und
Strahl, 2003). Zudem wurde nachgewiesen, dass die Komplexbildung von Pmtl und Pmt2
essentiell fiir deren Mannosyltransferase-Aktivitit ist (Gentzsch et al., 1995). Bei einer
Heterodimerisierung der Pmt-Isoformen nach dem gleichen Prinzip wie in S. cerevisiae wiirde
man in C. albicans die Bildung eines Pmtl/Pmt2-Heterodimers sowie eines Pmt5/Pmt2-
Heterodimers erwarten, da Pmt3 in C. albicans nicht existiert. In einer pmtl pmt5-
Doppeldeletionsmutante konnte jedoch keine Heterodimer-Bildung zwischen Mitgliedern der
Pmt1- und Pmt2-Familie erfolgen, da alle Mitglieder der Pmt1-Familie in C. albicans deletiert
sind. Aufgrund der Notwendigkeit der Komplexbildung fiir die enzymatische Aktivitdt der
Pmt-Isoformen des Pmt1/Pmt2-Dimers in S. cerevisiae und der Letalitdt einer Mutante ohne
Pmt2-Aktivitidt in C. albicans (Prill et al., 2005) wire davon auszugehen, dass eine pmt!
pmt5-Doppeldeletionsmutante im Falle einer Dimer-Bildung von Pmtl und Pmt2 in C.
albicans letal wire. Obwohl von Schmidt (2007) ein Heterodimer von Pmtl und Pmt2
postuliert wurde, ist auf Grundlage der gleichzeitigen Deletion von PMTI und PMT5 der in
dieser Arbeit untersuchten pmt¢l pmt5-Doppeldeletionsmutante anzunehmen, dass ein
Pmt1/Pmt2 Heterodimer nicht die essentielle, enzymatisch aktive Form der Pmt1- bzw. Pmt2-
Komplexbildung wie in S. cerevisiae ist. Moglicherweise tritt in C. albicans stattdessen ein
Pmt2-Homodimer als katalytisch aktiver Komplex auf. Die Existenz eines solchen
Komplexes wurde ebenfalls von Schmidt (2007) bestétigt.

4.3  Die Expression der PMT-Gene wird nicht durch Dom34 beeinflusst

Durch verschiedene Ansétze sollte der Angriffspunkt der postulierten Stimulation der Protein-
O-Mannosyltransferasen durch DOM34 aufgeklirt werden. Eine DOM34-abhéngige
Regulation der Pmt-Isoformen auf der transkriptionellen Ebene wurde durch quantitative RT-
PCR Analysen sowohl der verschiedenen dom34- und pmti-Deletionsstimme, als auch der
DOM34-Uberexpressionsstimme der pmtI-Mutante ausgeschlossen, da in diesen Stimmen
keine Anderung des Expressionslevels einzelner PMT-Gene beobachtet werden konnte, die
fir den synthetischen Phédnotyp beziehungsweise die Kompensation des pmt/-Phénotyps
verantwortlich sein konnten (vgl. Abb. 3.10 und 3.11). Auch konnte kein Nachweis einer
Stimulation der enzymatischen Aktivitit der Protein-O-Mannosyltransferasen durch DOM34
in einem in vitro Pmt-Enzymtest erbracht werden (vgl. Abb. 3.14 und 3.15). Die Ergebnisse
dieser Pmt-Aktivitdtsbestimmung schlieen die vermutete Stimulation von Pmt5 und Pmt6
durch DOM34 jedoch keineswegs aus, da der in vifro Pmt-Test keine Aussage iiber einen
moglichen Einfluss auf die Aktivitit von PmtS oder Pmt6 zuldsst. Der von Weston et al.
(1993) etablierte Pmt-Enzymtest wurde beziiglich der Sequenz und Struktur des verwendeten
Akzeptorpeptids fiir die Mannosylierung durch Pmtl optimiert. Wie den Daten in Abb. 3.14
zu entnehmen ist, wird bei der Verwendung dieses Peptids tatsdchlich nur die
Mannosylierungsaktivitdt von Pmtl bestimmt, da in der pmt/-Mutante keinerlei Aktivitit
einer Mannosylierung durch andere Pmt-Isoformen detektierbar war. Dementsprechend war
es nicht moglich, fiir die Uberexpression von DOM34 in der pmtI-Mutante eine gesteigerte
Mannosylierungsaktivitdt der {iibrigen Proteinmannosyltransferasen zu iiberpriifen. Die
einzige Aussage, die auf der Basis der Ergebnisse des in vitro Pmt-Tests getroffen werden
kann, ist somit, dass eine DOM34-Deletion keinen Einfluss auf die Aktivitit von Pmtl hat.
Fiir den Nachweis einer DOM34-abhingigen Stimulation von Pmt5 und Pmt6 miisste die
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Sequenz des im Enzymtest verwendeten Akzeptorpeptids fiir die Mannosylierung durch diese
Proteinmannosyltransferasen modifiziert werden, was aufgrund der unbekannten
Erkennungssequenz der O-Glykosylierung fiir die verschiedenen Pmt zum momentanen
Zeitpunkt nicht realisierbar ist.

Eine direkte Protein-Protein-Interaktion, als anderer Hinweis auf eine potentielle
unmittelbare Beeinflussung einzelner Pmt-Proteine, konnte ebenfalls weder zwischen Dom34
und Pmt1, noch fiir Dom34 und Pmt2 nachgewiesen werden (vgl. Abb 3.16 und 3.17).

4.4  Dom34 stimuliert die Translation des Pmt1-Proteins

Durch die Quantifizierung der in Abhingigkeit von einer DOM34-Uberexpression im
Vergleich zum Wildtyp synthetisierten Pmtl-Proteinmenge konnte erstmals ein
regulatorischer Einfluss von DOM34 auf die Proteintranslation als moglicher Mechanismus
der Beeinflussung der O-Glykosylierung nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein Anstieg der
Menge des Pmtl-Proteins in den Zellextrakten der DOM34-Uberexpressionsstimme (vgl.
Abb. 3.18). In den Untersuchungen der Rolle von DOM34 bei der Expression verschiedener
Fusionen des PMTI-Promotors mit dem RLUC-Reportergen wurde zudem ein starker
positiver Einfluss von DOM34 auf die Reportergenexpression gefunden, der moglicherweise
von einem Motiv der Sequenz CAACCA im 5’-UTR des PMTI-Transkripts abhidngig ist
(Abb. 3.20). Diese Beobachtungen deuten stark daraufhin, dass Dom34 an der Regulation der
Translation des Pmtl-Proteins iiber ein regulatorisches Motiv der Sequenz CAACCA im 5’-
UTR des PMTI-Transkripts beteiligt ist. Theoretisch wére auch denkbar, dass das
identifizierte Motiv ein regulatorisches Element der Transkription ist und nicht eine verstirkte
Translation, sondern eine vermehrte Transkription zur gesteigerten Expression des Reporters
fithrte, da das Motiv auBlerhalb des codierenden Bereichs des PMT-Gens liegt, und somit
nicht nur Teil des Transkripts, sondern auch Teil der Promotorregion ist. Solche
regulatorischen Elemente, die stromabwirts der TATA-Box des Promotors im bereits
transkribierten Bereich liegen, sind an der Regulation der Transkription mancher Gene
beteiligt. So konnte fiir das SRP/-Gen in S. cerevisiae eine Regulation der Transkription
durch eine solche ,,downstream activating sequence* beobachtet werden, die im Fall von
SRPI nicht nur im transkribierten Bereich, sondern sogar im codierenden Bereich des Gens
liegt (Fantino et al., 1992). Gegen eine solche Dom34-abhidngige Regulation der PMTI-
Transkription spricht jedoch die Tatsache, dass kein Einfluss einer DOM34-Uberexpression
auf den PMTI-Transkriptspiegel gefunden werden konnte, obwohl gleichzeitig mehr Pmtl-
Protein nachgewiesen wurde. Ein weiteres wichtiges Argument fiir die postulierte Funktion
von Dom34 als Translationsregulator des Pmtl-Proteins in C. albicans ist die Zugehdorigkeit
von CaDom34 zu der hochkonservierten Dom34/Pelota-Proteinfamilie, die aufgrund der
strukturellen Homologien zu den Terminationsfaktoren der Translation vom eRF1-Typ einer
Subfamilie der eRF1-Proteinfamilie zugeordnet wird. Insbesondere unterstiitzt die vermutete
Funktion von Dom34 bei der Regulation der Translation bestimmter mRNAs in Interaktion
mit Hbsl in S. cerevisiae die Hypothese einer dhnlichen Funktion in C. albicans. Fir S.
cerevisiae wurde beschrieben, dass die Defekte einer dom34-Mutante, insbesondere das
reduzierte Auftreten von Polyribosomen und die Anhdufung von freien 40S und 60S
Ribosomen-Untereinheiten, durch die Uberexpression eines ribosomalen Proteins der 40S-
Untereinheit komplementiert werden konnten, was einen deutlichen Hinweis auf eine
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Funktion des Dom34-Proteins in der Translation darstellt (Davis und Engebrecht, 1998).
Strukturanalysen des Pelota-Proteins aus 7. acidophilum und Dom34 aus S. cerevisiae zeigten
eine Homologie der Domédnen 2 und 3 der Dom34/Pelota-Proteine zu den entsprechenden
Doménen von eRF1 (Lee et al., 2007; Graille et al., 2008). Wihrend die grundlegenden
Strukturen in beiden Proteinfamilien identisch sind, sind die spezifisch fiir die Erkennung des
Stopcodons und die Freisetzung der Polypeptidkette und der Dissoziation der Ribosomen-
Untereinheiten durch eRF1 verantwortlichen Motive in Dom34/Pelota-Proteinen nicht zu
finden. Doméne 1 der Dom34/Pelota-Proteine zeigt dariiber hinaus eine von eRF1
abweichende Struktur, die Strukturmotiven der RNA-bindenden LSm-Proteine dhnelt. Diese
strukturellen Daten lassen ebenfalls eindeutig eine Funktion der Dom34/Pelota-Proteine im
Prozess der Translation vermuten, die aufgrund der spezifischen Unterschiede zu eRF1
vermutlich nicht die Termination betrifft.

Ein weiterer Hinweis auf die vermutete Funktion von Dom34 bei der Translation des
Pmtl-Proteins in C. albicans konnte die beobachtete Erniedrigung des DOM34-
Transkriptspiegels in der pmtl-Mutante sein (Abb. 3.12). Eine Erkldarung fiir diese
Beobachtung, die die Hypothese des Regulators der Pmtl-Translation unterstiitzt, wire zum
Beispiel eine mogliche negative Autoregulation des Dom34-Proteins. In einem solchen
Modell wiirde Dom34 die Translation der PMT/-mRNA durch Bindung der regulatorischen
Motive im 5°-UTR beeinflussen, wodurch ein gewisser Anteil des zelluldaren Dom34-Proteins
gebunden und nicht frei in der Zelle vorliegen wiirde. In der pm¢/-Mutante hingegen findet
keine Bindung an die PMTI-mRNA statt, so dass der Spiegel des freien Dom34-Proteins in
der Zelle ansteigt. Bei einer potentiellen negativen Autoregulation von Dom34 wiirde die
grofle Menge des ungebundenen Dom34-Proteins moglicherweise die Expression des eigenen
DOM34-Gens reprimieren, was den im Vergleich zum Wildtyp reduzierten DOM34-
Transkriptspiegel der pmt/-Mutante erkldren wiirde. Eine potentielle negative Autoregulation
von DOM34 konnte durch Reportergen-Fusionen des DOM34-Promotors weiter aufgekléart
werden.

4.5  Das regulatorische Motiv der Sequenz CAACCA des PMTI-Transkripts ist auch
im PMT5-Transkript vorhanden
Von grofler Bedeutung fiir die Interpretation der beobachteten Rolle von Pmt5
beziehungsweise Pmt6 bei der Suppression des pmtl-Phénotyps durch eine DOM34-
Uberexpression (vgl. 4.2) konnte das Vorkommen des gleichen regulatorischen Motivs der
Sequenz CAACCA im 5°-UTR des PMTS5-Transkripts sein, das im PMTI-5‘-UTR fiir die
Dom34-abhédngige Regulation verantwortlich ist (Dominguez-Cantero, personliche
Mitteilung). Es kann vermutet werden, dass auch die Translation des Pmt5-Proteins durch
Dom34 reguliert wird. Eine solche Regulation der Pmt5-Translation wiirde den beobachteten
Einfluss von Dom34 auf den pmtl-Phianotyp erkliren. Wie bereits diskutiert wurde,
kompensieren bei einem Verlust der Pmtl-Glykosylierungsaktivitit in der pmt/-Mutante
unter Umstinden andere Pmt-Isoformen, wie Pmt5 und Pmt6, einen Teil der O-
Glykosylierungsdefekte einzelner Zielproteine von Pmtl. Im Falle eines positiven Einflusses
von Dom34 auf die Translation des Pmt5-Proteins kime es wie beobachtet in einer dom34
pmtl-Doppeldeletionsmutante durch den Verlust der aktivierenden Wirkung von Dom34 zu
einem synthetischen Phénotyp, da zusdtzlich zur Deletion von PMTI ein Teil der
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kompensatorischen Wirkung des Pmt5-Proteins wegfiele. Wird DOM34 jedoch im pmti-
Deletionsstamm iiberexprimiert, konnte die gesteigerte Biosynthese des Pmt5-Proteins zu
einer verstirkten Glykosylierung von Pmtl-Zielproteinen durch Pmt5S und somit einer
Suppression des pmtI-Phénotyps fithren. Allerdings konnte das regulatorische Motiv des
PMTI- und PMT5-Transkripts nicht im 5°-UTR von PMT6 gefunden werden (Dominguez-
Cantero, personliche Mitteilung), obwohl auch PMT6 fiir die Suppression des pmtl-
Phénotyps bendtigt wurde. Moglicherweise findet in diesem Fall eine Dom34-abhingige
Regulation iiber andere, dem CAACCA-Motiv dhnliche Elemente des PMT6-Transkripts
statt. Solche potentiellen regulatorischen Elemente der Pmt6-Translation durch Dom34
miissten in zukiinftigen Analysen des PMT6-5’-UTR identifiziert werden. Denkbar wire
sogar eine Dom34-abhingige Translations-Regulation aller Pmt-Proteine, was durch eine
Suche nach &hnlichen Sequenzmotiven innerhalb der PMT-Transkripte nidher untersucht
werden konnte. Im Fall einer vermuteten stimulierenden Wirkung von Dom34 auf die
Translation des Pmt5-Proteins wiirde man in entsprechenden Messungen eine gesteigerte
Gesamt-Mannosylierungsaktivitit bei einer DOM34-Uberexpression in der pmt/-Mutante in
Folge des Anstiegs der Glykosylierungsrate durch Pmt5 erwarten. Obwohl im Rahmen des
Pmtl in vitro Enzymtests ein solcher Effekt der DOM34-Uberexpression nicht nachgewiesen
werden konnte, stellt dies wie bereits erwdhnt aufgrund des verwendeten Pmtl-spezifischen
Akzeptorpeptids keinen Wiederspruch zu einer dennoch vorhandenen gesteigerten Pmt5-
Mannosylierungsaktivitiat dar, da vermutlich nur bestimmte Zielsequenzen einzelner Pmtl-
Zielproteine alternativ durch Pmt5 glykosyliert werden konnen und dieses Spektrum nicht die
spezifische Sequenz des Akzeptorpeptids umfasst.

Es stellt sich allerdings die Frage, weshalb trotz deutlicher Hinweise auf eine
Regulation der Translation des Pmtl-Proteins durch Dom34 eine dom34-Deletionsmutante
keinen Glykosylierungsphénotyp oder andere Defekte aufweist, obwohl ein Verlust des Pmt]1-
Proteins in der pmtl-Mutante schwere Schdden zur Folge hat. Dieser scheinbare
Wiederspruch konnte dadurch erkliart werden, dass gerade vor dem Hintergrund der groflen
Relevanz des Pmtl-Proteins fiir die Zelle die Regulation dieser Proteinmannosyltransferase
einer Vielzahl verschiedener Mechanismen unterliegt. Moglicherweise wird daher auch die
Translation der PMTI-mRNA durch mehr als einen Faktor reguliert. Auf der Basis der
Untersuchungen in S. cerevisiae wurde vermutet, dass Dom34 zusammen mit Hbs1 an der
spezifischen Regulation der Translation nur bestimmter mRNAs, oder aber der Translation
unter speziellen Bedingungen, wie einer limitierten Translations-Initiation beteiligt ist (Carr-
Schmid et al., 2002). Da von Davis und Engebrecht (1998) gezeigt wurde, dass der Phianotyp
der S. cerevisiae dom34-Mutante durch Pelota aus Drosophila komplementiert werden
konnte, und aufgrund der groBen Sequenzhomologie der Dom34/Pelota-Proteine, kann
vermutlich von einer konservierten Funktion der Dom34/Pelota-Proteine in den
unterschiedlichen Organismen ausgegangen werden. Es erscheint daher wahrscheinlich, dass
Dom34 in C. albicans ebenfalls nicht einen allgemeinen Faktor der Translation darstellt,
sondern vielmehr eine spezifische Funktion bei der Translation bestimmter Proteine oder
unter bestimmten Bedingungen erfiillt. Da insbesondere Pmt5, aber auch Pmt6 im Gegensatz
zu den librigen Proteinmannosyltransferase eine spezifische Funktion bei der Glykosylierung
weniger spezieller Zielproteine zugeschrieben wird, ist gerade fiir Pmt5 eine Regulation der
Translation durch einen solchen spezifischen Translationsfaktor wie Dom34 denkbar. An der
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Translation von Pmtl dagegen, das fiir die O-Glykosylierung eines groflen Teils der
modifizierten Proteine verantwortlich ist, sind neben Dom34 vermutlich noch weitere,
allgemeinere Faktoren der Tanslationsregulation beteiligt. Eine Hypothese wire eine
alternative Translations-Initiation der PMT/-mRNA unter verschiedenen Bedingungen. Ein
Mechanismus einer alternativen Translationsinitiation ist die Erkennung sogenannter ,,Internal
Ribosomal Entry Sites* (IRES) durch spezifische Proteine (Hellen und Sarnow, 2001).
Wihrend die Translations-Initiation fiir den GrofBteil der mRNAs iiber einen Prozess verlduft,
der die Bindung allgemeiner Initiationsfaktoren der Translation (elFs) an die Cap-Struktur der
mRNA fiir den Eintritt der kleinen Ribosomen-Untereinheit voraussetzt, werden einige
wenige mRNAs Cap-unabhéngig translatiert. Diese mRNAs tragen im 5°-UTR-Bereich IRES-
Elemente, die eine Initiation der Translation durch Bindung bestimmter Proteine an diese
Sequenzen und anschliefende Rekrutierung der kleinen Ribosomen-Untereinheit unabhéngig
von den allgemeinen elFs ermoglichen. Dieser Mechanismus erméglicht der Zelle, bestimmte
mRNAs gezielt auch unter Bedingungen zu translatieren, unter denen die allgemeine
Translations-Initiation reduziert ist, wie beispielsweise dem Eintritt in die Mitose. So wird das
Gen des Tumorsuppressors Cdkl1, der fiir die korrekte Cytokinese wéhrend der Mitose
benoétigt wird, durch eine Cap-unabhéngige Translations-Initiation {iber ein IRES-Element
translatiert, wihrend die allgemeine Protein-Biosynthese durch eine Inhibition der eIF/Cap-
abhéngigen Translation stark limitiert ist (Pyronnet und Sonenberg, 2001). Bei C. albicans
konnten solche Mechanismen fiir die Translation von spezifischen Proteinen eingesetzt
werden, die in bestimmten Stadien einer Infektion benétigt werden. Da der einzige fiir eine
pmt5-Mutante beschriebene Phanotyp die Pathogenitét des Pilzes zu betreffen scheint (Prill ez
al., 2005), wire es moglich, dass die Regulation der Translation des Pmt5-Proteins, und unter
bestimmten Bedingungen auch des Pmtl-Proteins, durch Dom34 {iber einen vergleichbaren
Mechanismus erfolgt.

4.6 Das Dom34-Protein zeigt eine Verteilung im Cytosol und kann in der ER-
Fraktion nachgewiesen werden
Auch die Ergebnisse der Lokalisation des Dom34-Proteins in der Zelle korrelieren mit den
vermuteten Funktionen von Dom34. In dieser Arbeit konnte das Dom34-Protein sowohl durch
eine fraktionierte Zentrifugation in allen Fraktionen der verschiedenen Zellkompartimenten,
wie dem Kern, ER und Golgi sowie dem Cytosol, als auch in der Immunofluoreszenz-
Mikroskopie im gesamten Zelllumen verteilt, sowie vermutlich ER-assoziiert nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 3.26 und 3.27). Diese Verteilung des Dom34-Proteins konnte auch in der
Immunofluoreszenz-Mikroskopie in S. cerevisiae bestétigt werden (vgl. Abb. 3.28). In einer
fritheren Arbeit wurde das Dom34-Protein in S. cerevisiae dagegen gehduft in der ER- und
Golgi-Fraktion gefunden (Wickert, 1998), wihrend in den Untersuchungen von Davis und
Engebrecht (1998) das Dom34-Protein ebenfalls in der Kern-Fraktion einer Dichtegradienten-
Zentrifugation von S. cerevisiae-Zellextrakten nachgewiesen wurde. Die Autoren erklérten
den Aufenthalt des Dom34-Proteins im Kern durch die Bindung und moglicherweise
Unterstlitzung der Assemblierung der ribosomalen Komponenten bereits am Ort ihrer
Biosynthese und spétere Rekrutierung zum Ort der Translation im Cytoplasma, was aufgrund
der vermuteten Funktion des Dom34-Proteins als Translationsregulator, die wahrscheinlich
eine direkte Interaktion mit den ribosomalen Untereinheiten einschliefit, denkbar wire. Eine
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zudem in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Lokalisation des Dom34-Proteins im
Cytosol sowie der ER-Fraktion in C. albicans ldsst sich ebenfalls entsprechend der
postulierten regulatorischen Funktion von Dom34 bei der Translation erklaren. Wahrend einer
Beteiligung an der Translations-Regulation cytosolischer Proteine, die an den freien
Ribosomen des Cytoplasma synthetisiert werden, wiirde man Dom34 hauptsidchlich im
Cytosol nachweisen. Eine in dieser Arbeit im Rahmen der Fluoreszenz-Mikroskopie
beobachtete gleichméBige Verteilung des Dom34-Proteins im Cytosol, sowohl in C. albicans
als auch S. cerevisiae, wurde zudem auch von Passos et al. (2009) beschrieben. Bei der
Translation sekretierter Proteine, die an ER-gebundenen Ribosomen synthetisiert werden,
liegt Dom34 dagegen vermutlich iiber den Translokationskomplex aus Ribosom und den
Proteinen der Sekretionspore an die ER-Membran gebunden vor, so dass Dom34 auch in der
ER-Fraktion detektiert werden kann.

4.7  Gluy; ist essentiell fiir die Suppression des pmtI-Phinotyps durch Dom34 in
C. albicans
Weiterhin unklar bleibt die Rolle von Dom34 im no-go decay, dem Mechanismus der mRNA-
Qualitatskontrolle, fiir den ebenfalls eine Beteiligung von Dom34 und Hbsl in S. cerevisiae
gezeigt werden konnte (Doma und Parker, 2006; vgl. Abb. 1.4). Insbesondere konnte die
Beziehung der beiden Prozesse der Qualitdtskontrolle mit anschlieBendem nukleolytischen
Abbau der mRNA und einer positiven Translationsregulation bei der Funktion von DOM34
bisher nicht aufgekldrt werden. Von Lee e al. (2007) wurde postuliert, dass Dom34 die
verantwortliche Riboendonuklease des no-go decay darstellt, da sie eine in vitro
Endonuklease-Aktivitdt gegeniiber unspezifischen RNA-Substraten sowie synthetischen
RNA-Molekiilen mit einem stem-loop fiir das Pelota-Protein aus 7. acidophilum und Dom34
aus S. cerevisiae zeigen konnten. Ein in vitro Ribonuklease-Test mit C. albicans Gesamt-
RNA als Substrat zeigte jedoch keine eindeutige Ribonuklease-Aktivitdit von Dom34 aus C.
albicans (vgl. Abschnitt 3.12). Ebenso konnte auch die von Lee et al. (2007) fiir das Dom34-
Protein aus S. cerevisiae nachgewiesene in vitro Endonuklease-Aktivitit in einer neueren
Arbeit von Graille et al. (2008) nicht bestétigt werden. Besonders interessant in diesem
Zusammenhang ist auch, dass von Passos ef al. (2009) beschrieben wurde, dass die von Lee e?
al. (2007) als Endonuklease-aktive Doméne identifizierte Domine 1 der Dom34/Pelota-
Proteine in vivo nicht fiir die Funktion von Dom34 im no-go decay in S. cerevisiae benotigt
wird. Diese Ergebnisse deuten stark daraufthin, dass Dom34 zwar im Zusammenspiel mit
Hbsl eine Rolle in der Erkennung des wihrend der Translations-Elongation auf der mRNA
blockierten Ribosoms und moglicherweise der Einleitung des darauf folgenden
Abbauprozesses spielt, jedoch selbst keine Funktion bei der endonukleolytischen Spaltung der
betroffenen mRNA vermittelt. In C. albicans ist die Existenz eines vergleichbaren
Mechanismus der mRNA-Qualitdtskontrolle wie dem no-go decay in S. cerevisiae, sowie eine
potentielle Beteiligung von Dom34 an einem solchen Prozess bisher nicht untersucht worden.
In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass ein Austausch der konservierten
Glutaminsdure 21 des Dom34 in C. albicans zu einem Verlust der Suppression des pmti-
Phinotyp bei einer Uberexpression dieses mutierten Dom34Gp21-a1a  fiihrt (vgl. Abb. 3.22).
Diese Glutaminsdure sowie zwei weitere konservierte Asparaginsdurereste wurden von Lee ef
al. (2007) als essentiell fiir die Endonuklease-Aktivitit des TaPelota-Proteins identifiziert. Da
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diese drei Aminosduren, Glu 18, Asp 21 und Asp 22 in TaPelota, innerhalb der
Dom34/Pelota-Proteine strikt konserviert sind, konnten sie in einem Zusammenhang mit einer
in den verschiedenen Organismen konservierten Funktion der Dom34/Pelota-Proteine stehen.
Eine solche Funktion muss nicht notwendigerweise speziell eine Endonuklease-Aktivitat
umfassen, wie sie fiir 7aPelota gezeigt wurde, sondern kann eine im Grundprinzip
konservierte Aufgabe im Prozess der Translation als regulatorisches Protein oder Faktor der
Qualititskontrolle darstellen. So konnte der konservierte Glutaminsdurerest fiir eine Rolle der
Dom34/Pelota Proteine als positive Regulatoren der Translation bestimmter mRNAs von
Bedeutung sein, wie sie flir S. cerevisiae und C. albicans anzunehmen ist. Eine solche
Hypothese wiirde den Funktionsverlust von Dom34gy;-a1a beziiglich der Suppression des
pmtl-Phénotyps durch die vermutete Regulation der Translation des Pmt5-Proteins und
anderer Pmt-Proteine in C. albicans erkliaren. Der Funktionsverlust des Dom34gp21-a1a kOnnte
jedoch dariiber hinaus auch auf eine Rolle von Dom34 in einem dem no-go decay dhnlichen
Prozess in C. albicans hindeuten, da die betroffene konservierte Glutaminsiure mit einer
Funktion im no-go decay in Verbindung gebracht wurde (Lee et al., 2007). Zudem konnte von
Passos et al. (2008) ein dem no-go decay entsprechender Prozess auch in Drosophila
nachgewiesen werden, was die Existenz des no-go decay als konserviertem, allgemeinem
Mechanismus der mRNA-Qualitdtskontrolle in Eukaryonten als sehr wahrscheinlich
erscheinen ldsst. Da fiir die Dom34/Pelota-Proteine aus S. cerevisiae und Drosphila eine
Beteiligung am no-go decay gezeigt werden konnte, und die Dom34/Pelota-Proteine
wiederum selbst eine stark konservierte Proteinfamilie darstellen, kann vermutet werden, dass
zumindest ein Aspekt der konservierten Funktion der Dom34/Pelota-Proteine eine
Beteiligung an no-go decay-dhnlichen Mechanismen einschlieBt. In C. albicans konnte
demzufolge eine weitere Facette der Funktion von Dom34 eine Beteiligung an einem
Mechanismus der mRNA-Qualitdtskontrolle vom Typ des no-go decay sein, der mit dem
Prozess der O-Glykosylierung in Verbindung stehen konnte.

4.8 Dom34 konnte als spezifischer Faktor die Translation der Pmt-Isoformen unter
speziellen Stressbedingungen regulieren
Der auf Basis der Untersuchungen an S. cerevisiae postulierte Mechanismus des no-go decay
umfasst die Erkennung einer durch &duflere Umstinde hervorgerufenen Blockade der
Translations-Elongations des Ribosoms unter Beteiligung von Dom34 und Hbs1, sowie eine
anschlieBende endonukleolytische Spaltung der mRNA unter Freisetzung des Ribosoms
(Doma und Parker, 2006). Es wire denkbar, dass ein dhnliches Prinzip in abgewandelter Form
fir die Uberwachung der kotranslationalen Glykosylierung naszierender Polypeptidketten
noch wihrend der Translokation durch die ER-Membran genutzt wird. Eine solche
Qualitdtskontrolle sekretierter Proteine 1m ER konnte moglicherweise unbesetzte
Glykosylierungsstellen des Proteins erkennen und in der Folge einen Stopp der Translations-
Elongation des wachsenden Proteins am Ribosom auslosen, bis die entsprechende
Mannosylierung der betroffenen Glykosylierungsstelle erfolgt ist. Die Erkennung
unvollstindig glykosylierter Proteine konnte dabei direkt durch einen hypothetischen
Glykosylierungs-Kontrollpunkt des ER erfolgen, oder auch indirekt, beispielsweise anhand
einer behinderten Faltung der unterglykosylierten Proteine. Eine derartige Kontrolle der
Glykosylierung erscheint insbesondere unter Beriicksichtigung anderer Kontrollmechanismen
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glykosylierter Proteine des ER, wie dem Calnexin-Zyklus denkbar, der das
Glykosylierungsmuster sekretierter Proteine zur Kontrolle der erfolgten korrekten Protein-
Faltung nutzt (Helenius und Aebi, 2001). Zudem besteht eine direkte rdumliche Ndhe des
Ribosoms an der Sec61-Sekretionspore der ER-Membran als Ort der Translation, zum Ort der
Glykosylierung der wachsenden Polypeptidkette auf der Lumenseite der ER-Membran, was
eine direkte Interaktion zwischen den beiden Prozessen ermoglichen wiirde. Parallel zur
Funktionsweise im no-go decay, in dem eine Erkennung des angehaltenen, blockierten
Ribosoms als Folge einer sterischen Hinderungen auf der mRNA erfolgt, konnte Dom34
ebenfalls an einer Erkennung von Elongations-Stopps beteiligt sein, deren Ursache eine noch
nicht erfolgte Glykosylierung der Polypeptidkette ist. Wiahrend beim no-go decay eine
Erkennung des blockierten Ribosoms durch Dom34 zur Einleitung des Abbaus der
beschiddigten mRNA und Dissoziation der ribosomalen Untereinheiten als Problemldsung
fithrt, konnte die Aufgabe von Dom34 bei glykosylierungsbedingten Blockaden des Ribosoms
die Vermittlung einer spezifischen Reaktion der Zelle auf das Auftreten unterglykosylierter
Proteine im ER sein. Entsprechend der vermuteten Funktion von Dom34 als spezifischer
Regulationsfaktor der Translation unter speziellen Bedingungen konnte diese Reaktion eine
gesteigerte Protein-Biosynthese der Protein-O-Mannosyltransferasen durch Dom34 umfassen.
Moglicherweise geht die Erkennung des blockierten Ribosoms auch mit einer Aktivierung des
Dom34-Proteins durch eine Phosphorylierung einher, was in zukiinftigen Untersuchungen des
Phosphorylierungsstatus von Dom34 nédher untersucht werden konnte.

In einem hypothetischen Modell wiirde zunédchst die Erkennung Translations-
blockierter, ER-gebundener Ribosomen als Konsequenz einer Anhdufung unvollstindig
glykosylierter Proteine im ER erfolgen, in deren Folge dann das aktivierte Dom34-Protein im
Rahmen einer spezifischen Stressantwort der Zelle die Translation verschiedener Pmt-
Isoformen als Kompensationsmechanismus der reduzierten Protein-Glykosylierung
stimulieren wiirde (vgl. Abb. 4.1). Eine solche Akkumulation von hypoglykosylierten
Proteinen im ER kann bei einer erhohten Anforderung an die Glykosylierungsmaschinerie
durch eine erhohte Syntheserate sekretierter, glykosylierter Proteine in Stresssituationen
entstehen, wie sie bei Schadigungen der Zellwand beobachtet werden kann. Dementsprechend
konnte fiir Dom34 postuliert werden, dass die Rolle des Proteins groftenteils auf eine
Funktion in der spezifischen Antwort der Zelle auf Stressbedingungen beschrinkt ist, welche
die Glykosylierung betreffen.

Ein solches Modell der Funktion von Dom34 stellt zudem eine weitere mogliche
Erkldarung des beobachteten Einflusses von DOM34 auf die pmtl-Mutante dar. Bei einer
Deletion von PMTI treten vermehrt unbesetzte Pmtl-Glykosylierungsstellen der
entsprechenden  Zielproteine auf, deren Erkennung =zu einer Arretierung des
Translationsapparats fithren wiirde. In Folge dessen kdme es zu einer Dom34-vermittelten
Steigerung der Pmt-Translation, die zu einer alternativen Glykosylierung einiger Pmtl-
Glykosylierungsstellen durch andere Pmt-Isoformen fithren kénnte. Bei einem zusétzlichen
Funktionsverlust von DOM34 in der dom34 pmtl-Doppelmutante fillt dieser
Kompensationsmechanismus der Glykosylierung durch andere Pmt-Isoformen aus, was eine
Verstirkung des pmtI-Phinotyps zur Folge hitte. Im Falle der Uberexpression von DOM34
kommt es dagegen zu einer Uberproduktion von Pmt-Proteinen, was zu einer verstirkten
Glykosylierung der betroffenen Pmtl-Zielsequenzen durch andere Pmt-Isoformen fiihrt, bei
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denen es sich entsprechend den Ergebnisse der Uberexpressionsversuche vermutlich
insbesondere um Pmt5 und Pmt6 handelt. Da jedoch auch ein Einfluss von Dom34 auf die
Translation von Pmtl festgestellt werden konnte, ist davon auszugehen, dass im Rahmen
einer Stressantwort auf unterglykosylierte Proteine des ER auch Pmtl neben Pmt5 und Pmt6,
oder moglicherweise sogar alle Pmt-Isoformen einer verstirkten Dom34-vermittelten
Translation unterliegen.

Abb. 4.1: Modell der moglichen Funktion von Dom34 bei der Translation der Pmt-Isoformen unter
Stressbedingungen.

(A) Synthese und cotranslationale Glykosylierung eines sekretierten Proteins. Faktoren eines
Kontrollmechanismus der Glykosylierung (gelb markiert) tiberwachen die vollstandige Modifikation aller
Glykosylierungsstellen des Proteins, zum Beispiel anhand der korrekten Faltung. (B) Bei Stresssituationen
der Zelle durch Zellwandschdaden kommt es zu einer reduzierten Glykosylierung sekretierter Proteine, bei
der einzelne Glyksosylierungsstellen unbesetzt bleiben. Faktoren des Glykosylierungs-Kontrollpunkts des
ER erkennen solche Proteine und losen einen Stopp der Translations-Elongation der betroffenen
naszierenden Polypeptidkette aus. Die wihrend der Translation angehaltenen Ribosomen werden dhnlich
wie im no-go decay durch Dom34 erkannt, was zu einer Aktivierung des Dom34-Proteins fiihrt.
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5-UTR PMT-mRNA Translation

(C) Das aktivierte Dom34-Protein wirkt als spezifischer Translations-Faktor auf regulatorische Elemente des
PMT-5’-UTR und stimuliert so die vermehrte Biosynthese von Pmt-Proteinen im Rahmen einer spezifischen
Stressantwort zur Kompensation des Glykosylierungs-Defizits.
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6. Zusammenfassung

Die Protein-O-Mannosylierung des humanpathogenen Pilzes Candida albicans ist fiir sein
Wachstum, sowie fiir seine Zellmorphologie und Pathogenitit essentiell. Das Dom34-Protein
ist Mitglied der in Archaeca und Eukaryonten hoch konservierten Dom34/Pelota-
Proteinfamilie, das flir die Translation, den ,,no go“-RNA-Abbau und moglicherweise auch
fiir die O-Glykosylierung von Bedeutung ist. In dieser Arbeit wurde die potentielle Funktion
des Dom34-Proteins fiir die O-Mannosylierung von C. albicans, die durch 5 Isoformen von
Protein-O-Mannosyltransferasen (Pmt) eingeleitet wird, untersucht.

Wiéhrend homozygote dom34-Mutanten von C. albicans keinerlei Defektphénotypen zeigten,
wurde mit dom34 pmtI-Doppelmutanten, denen die Pmt-Isoform 1 und das Dom34-Protein
fehlt, eine genetische Interaktion der DOM34- und PMTI-Gene nachgewiesen.
Doppelmutanten zeigten eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber Hygromycin B und gegeniiber
Wachstum bei erhdhten Temperaturen. Dariiber hinaus wurde durch DOM34-Uberexpression
die Hygromycin B- und Temperatursensitivitit einer pmt/-Mutante supprimiert. DOM34-
Uberexpression supprimierte ebenfalls die defekte Hyphenbildung und die verringerte O-
Glykosylierung des Pmtl-Zielproteins Kre9. Die Suppression der pm¢/-Phénotypen benotigt
offenbar die Aktivitit der Pmt-Isoformen 5 und 6, da in pmtl pmt5- und pmtl pmt6-
Doppelmutanten keine Suppression zu beobachten war.

Dom34/Pelota-Proteine zeigen Homologie zu Translations-Faktoren der eRFI1-Familie.
DOM34-Uberexpression fiihrte in einem Wildtypstamm mit Epitop-markiertem Pmt1-Protein
zu einer deutlichen Erhohung der Pmt1-Produktion, obwohl durch qRT-PCR keine Steigerung
des PMTI-Transkriptspiegels und der {ibrigen PMT-Transkripte gezeigt werden konnte. Zur
weiteren Untersuchung des Einflusses von Dom34 auf die Translation des Pmtl-Proteins
wurde tiberpriift, ob eine Fusion des PMTI-Promotors mit dem Reportergen RLUC durch
DOM34-Uberexpression reguliert wird. Hierbei wurde eine Stimulierung der RLUC-
Expression durch Dom34 nachgewiesen, die von Sequenzen innerhalb des 5 -untranslatierten
Bereiches des PMTI-Transkripts abhingig ist. Ahnliche Sequenzen sind auch in der 5’-UTR
des PMT5-Transkripts vorhanden, so dass eine regulatorische Funktion von Dom34 bei der
Translation der Pmt1- und Pmt5-Proteine wahrscheinlich ist.

Ein konservierter Glutaminsdurerest innerhalb der Dom34/Pelota-Proteine ist fiir eine in vitro-
RNase-Funktion des Pelota-Proteins aus Thermoplasma acidophilum essentiell. Eine RNase-
Aktivitéit des C. albicans Dom34-Proteins, das in Escherichia coli synthetisiert wurde, konnte
jedoch nicht bestdtigt werden. Andererseits fithrte eine E21A-Mutation zu einem Verlust der
Dom34-Féhigkeit, die Phdnotypen einer pmt/-Mutante zu supprimieren. Es kann somit
angenommen werden, dass E21 des Dom34-Proteins im Zusammenhang mit einer
spezifischen Funktion, z. B. der RNA-Bindung, bei der Translation der Pmt-Proteine steht.

80



6. Summary

6. Summary

Protein-O-Mannosylation is essential for growth, morphology and virulence of the human
fungal pathogen Candida albicans. Dom34 is a member of the highly conserved
Dom34/Pelota protein-family in archaea and in eukaryotes and is involved in translation, “no
g0”’-RNA-degradation and possibly O-glycosylation. In this thesis the possible function of
Dom34 in O-mannosylation, which is initiated by 5 isoforms of protein-O-
mannosyltransferases (Pmt), was investigated.

While no defective phenotype of a homozygous dom34-mutant was observed in C. albicans, a
genetic interaction of DOM34 and PMT1 was detected by analysis of a dom34 pmtl double
mutant strain lacking the Pmtl isoform and the Dom34 protein. Double mutants showed an
increased sensitivity against hygromycin B and growth at higher temperatures. Furthermore,
hygromycin B- and temperature-sensitivity of the pmt/-mutant was suppressed by DOM34-
overexpression. Also, DOM34-overexpression suppressed defective hypha-formation and
reduced O-glycosylation of the Pmtl-target protein Kre9. It appears that activity of Pmt
isoforms 5 and 6 are needed for suppression of the pm¢I phenotype, since suppression did not
occur in pmtl pmt5- and pmtl pmt6-double mutant strains.

Dom34/Pelota-proteins share homology to translation factors of the eRF1-family. In a wild-
type strain with epitope-labeled Pmtl-protein DOM34 overexpression lead to a significant
increase of Pmtl-production, although no increase of the transcript levels for PMT1 and the
other PMT genes could be observed by qRT-PCR analyses. To further explore the influence
of Dom34 on Pmtl-protein translation we tested if a PMTI-promotor fusion to the
reportergene RLUC is regulated by DOM34 overexpression. In these experiments a
stimulation of RLUC-expression by Dom34 was discovered, which depended on sequences
within the 5’-untranslated region of the PMTI-transcript. Similar sequences were also found
in the 5’-UTR of the PMT5-transcript, which suggests a regulatory function of Dom34 in
translation of the Pmt1- and Pmt5-proteins.

A conserved glutamic acid residue within the Dom34/Pelota-protein is essential for the in
vitro-RNase function of Pelota in Thermoplasma acidophilum. However, RNase-activity of C.
albicans Dom34 synthesized in Escherichia coli could not be confirmed. On the other hand, a
E21A mutation lead to the loss of Dom34 ability to suppress the pm¢/ mutant phenotypes.
Therefore, it can be assumed that E21 of the Dom34 protein is required for a specific function
of Dom34, e. g. RNA-binding, during translation of Pmt-proteins.
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1
Abb.

Ala
ARS
Asn
Asp

bp
BSA
bzw.
°C

Ca

C. albicans
ca.
cDNA
cpm
CWP
Cys
dH20
DAPI
Dm
DNA
dNTP
DMF
DMSO
Dol-P
Dol-P-Man
DTT
E. coli
EDTA
ER
FOA

g
GalNac
GDP
GPI
GIcNAc
Glu

h

HA
HEPES
kb

mikro

Abbildung

Alanin

autonomous replication site
Asparagin

Asparaginsdure

Basenpaare

Bovine Serum Albumin
beziehungsweise

Grad Celsius

Candida albicans

Candida albicans

circa

komplementire DNA
counts per minute

cell wall proteins

Cystein

destilliertes Wasser
4’,6-Diamidino-2-phenylindol
Drosophila melanogaster
Desoxyribonucleinsidure
desoxy-Nukleosidtriphosphate
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Dolicholphosphat
Dolicholphosphat-Mannose
1,4-Dithiothreitol
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum
5-Fluoro-Orotic Acid
Gramm
N-Acetylgalaktosamin
Guanosindiphosphat

Glycosyl-Phosphatidylinositol-Anker

N-Acetylglukosamin
Glutaminséure
Stunde
Hamagglutinin

2-[4-(2Hydroxyethyl)-1piperazinyl]-ethansulfonsédure

Kilobasen
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kDa Kilodalton

LB-Medium Lura Bertami-Medium

M Molar

Man Mannose

MAP mitogen activated protein

Met Methionin

min Minuten

ml Milliliter

mM Millimolar

mRNA messenger RNA

n nano

NBT 4-Nitrotetrazolium Chloridblau

ODg00 nm optische Dichte bei 600 nm

ORF open reading frame (offenes Leseraster)
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

pers. personlich

pH negativer dekadischer Logarithmus der H -Ionenkonzentration
Pir proteins with internal repeats

qRT-PCR quantitative Reverse Transkription-PCR
RNA Ribonucleinsdure

RNase Ribonuclease

RT Raumtemperatur

RTL relativer Transkript Level

S Svedberg

Sc Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumdodecylsulfat

Ser Serin

Ta Thermoplasma acidophilum

T. acidophilum Thermoplasma acidophilum

Tab. Tabelle

Thr Threonin

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminoethansulfonséure
Upm Umdrehungen pro Minute

UTR untranslated region

uv ultraviolettes Licht

YNB yeast nitrogen base
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