Funktionen des Sec20-Proteinsim Sekretionsweg des
humanpathogenen Pilzes Candida albicans

INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung des Doktorgrades der
M athemati sch-Naturwissenschaftlichen Fakultét
der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

Betreuer: Prof. J.F. Ernst
Korreferat: Prof. Freudl
Tag der mundlichen Prifung: 13.12.2001

vorgelegt von
Y vonne Weber
aus Solingen

Duisseldorf
2001



Inhaltsver zeichnis

AbkUrzungsverzeichnis

1

2

L= o OSSR 1
1.1  GRUNDPRINZIPIEN DES VESIKULAREN PROTEINTRANSPORTS .....vceiivieireeiereereesnreessessnneenns 2
1.2  PROTEIN TRANSPORT ZWISCHEN ER UND GOLGI .....veeevieieeiiecreesireenreesereesreesneesreesane e 7
1.3  TRANSPORT DURCH DEN GOLGI......cciiuiiitieeueeeireesreesreessessseessesssessssesssesssesssesssesssesssesnns 8
1.4  SEC20PUND SEINE ROLLE IN DER SEKRETION BEI HEFE S. CEREVISIAE ......vcovveieeereeneennen. 8
15 DERHUMANPATHOGENE PILZ CANDIDAALBICANS......cccteiierteetesteesreeseeseesseessesseesseensenns 11
1.6  VIRULENZFAKTOREN VON C. ALBICANS......ueeiitieiteeireeereeeseessessseessesssseessessssesssesssesssenss 14

16.1 DIMOIPNISITIUS .....ceectieeciee et ettt e et e e ear e e sbe e e sbeeesbeeesabeeeenreessnreeesnneas 14

1.6.2 Adhasion an WITSZELEN.........occvee et s 15

1.6.3 Sekretion als VirulenzelgensChaft ...........cocveviieeiee s esee et 16

1.6.4 ANAEre VirulenZEaktOrEN........ccuvee ettt sabe e e snreeens 17

1.6.5 Sekretionsweg in Candida albiCanS..........coecveeeeiee e 18
1.7  ZIELSETZUNG DIESER A RBEIT....cciiuiiitieiteesteeetiestessseessesssseessessssesssesssseessessssesssesssesssenss 18

Material Und MELNOTEN.........coi i s besreas 20
2.1 CHEMIKALIEN UND ENZYME .....cciitieitieiieeiteesreesteesreesteesreesseesaseesbeesnsesssessasesssessnsesssenss 20
2.2  STAMMEUND MEDIEN......cccctteiteeiteesteesseesseesseesseessesssessseessesssesssesssesssessasesssessssessseess 20

221 BaKIENTENSIAMIME......oei e e ebe s sab e e e enb e e s snreeeenreas 20

2.2.2 Medien und AnZUcht VON E. COli...ccuveeeiiieieiee ettt 20

2.2.3 HEFESLAIMMIE.... .ottt st be e s ae e e be s snneenbeesareenns 20

224 Medien und AnZUCht VON HEFE.........oooiiieiee e 21

225 Hypheninduktion bei C. albicansin flissigem Medium..........cccccoveveeecveeiieecenenne. 22

2.2.6 Hypheninduktion in C. albicans auf festem Medium............ccccevvvveveeeciecieecnenne 22

2.2.7 Medien Mit ANtIMYKOUKA ......cveieiieieiie ettt e e s sre e e s s s re e s serreeeens 22
2.3 PLASMIDE UND PRIMER .....ccciiiitiiieiteeiteeteeeesteetesteesteetesseesteessesaeessesnsesseessesasesnesssesnsenns 22

231 BaSiSPIaSMUAE. .....ccccieeeeee et e e eareas 22

2.3.2 S. cerevisae Plasmide mit CaSEC20.........cocoeieiieeieieeeeeee e ree e 23

2.3.3 C. albicans Plasmide mit CaSEC20.........ccoceviieieeiieeiree e cee e sreesre e sre s 24

234 Synthetische OligONUKIEOLIE. .........cceeiieeiieire et 25
2.4  MOLEKULARBIOLOGISCHE M ETHODEN .....cceitieiteitieiteeresseessessesseessessesseessessessesssesnsenns 27

24.1 RestriktionsendonNUKIEOIYSE. ........eeiereeeciee et 27

2.4.2 Praparation von RNase (DNASETIEI).......eeeiieeiiiee ettt 27

243 Auffillen von 5’ -Uberhangenden ENden............ooooeeeeeeeciee et 27

24.4 Entfernen von 3’ -Uberhdngenden ENden...........cccoovevieeceecee e 28

245 Phosphataser€aktion..........cccoveeiiieiie et sre e sare s 28

2.4.6 [T 0= (0] 28

2.4.°7 Photometrische K onzentrati onshestimmung von Nukleinsauren............ccccu....... 28




2.5  PCR (POLYMERASE-KETTENREAKTION) ..icutesteeeesseerseesesseessesseesseessnsnsessesssesssessesssesssenns 28
25.1 KOIONIEEPCR...... .ottt ettt et ebe e e s be e e sabe e e sabeeesnreeesnneas 28
2.5.2 MULAOENESE-PCR. ...ttt e e e e e e e e s e e e s e nne e e e senneeeeens 28
25.3 Konstruktion eines c-myc Epitop markierten Sec20-Proteins..........coceeeveevveernnene. 29
254 RT-PCR...o ettt ettt s e et e e s et e e s e ae e sae e e be e saseebeesaeeebeesnneeareesarenans 29

2.6 TRANSFORMATION ..iveeitieueesreesteseesseessessesseessessssseessesssesseessessssssesssesssessesssesssesesssessenns 29
2.6.1 Transformation VONE. COli....ccuuiiiiiiiiieeiciec ettt 29
2.6.2 Transformation VON S CEMEVISIAE......ccuuiiiiieeiereecetreeceeeeeetee e et e ebeeeere e e sreeeenreeens 30
2.6.3 Herstellung von S. cerevisiae-Del etionsstammen...........eevceeeecveeeccieeecieeecvee e, 30
2.6.4 Transformation VO C. @lDICANS.........cccceeiiieiieecreectee ettt ere e 30

2.7  HERSTELLUNG DIPLOIDER S. CEREVISIAE-STAMME .....c.veeivieiteeireesteesreesteesreesreesreesseens 30
2.7.1 Induzierter Paarungstyp-Wechsel bel S CEreVISIAE. ....uuviivvviieiiiieeeceeeeee e seieeee s 30
2.7.2 Sporulation und TetradenpPraparation...........cceeeevveeeeeeeeeree e sreeesree e 31

2.8  ANALYSE VON PROTEINEN ....ccctieitieiteeireesseesseessesssesssesssseessesssesssesssseessessssesssesssesssenss 31
2.8.1 F N 100 = SRRSO 31
2.8.2 Herstellung von Hefe-RONEXIFAKLEN..........ccciveeiieeciee ettt 31
2.8.3 Herstellung von MembraneXtrakten...........cccveceeeceeceeesiee et 32
2.84 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford..........cccoecveeeiveveeeeeieieveeeenne 32
2.85 TWO-HYDIIO-ANBIYSE. ...ttt sbe e e ebe e s sabeeesnreeens 32
2.8.6 Bestimmungen enzymatischer AKEVITEIEN..........ooviveeeiiee e 32

2.8.6.1 Qualitative Bestimmung der b-Galaktosidase-Aktivitat (, Overlay-Assay”).... 32
2.8.6.2 Quantitative Bestimmung der b-Galaktosidase-AKLivitat...........coceeeeveeeennennee. 33
2.8.7 Messung der ChitinaSe-AKLIVITEL.........cceeivieieeireccee e e s 33
2.8.8 BSA Metabolisierung und SAP SEKIElion........ccceceeiieeiieeneieiree e 33
2.8.9 SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese (SDS-PAGE).......cccoeeeveeveecieeceecveecnens 34
2.8.10 Immunologischer Nachweis spezifischer Proteine Uber Western Blot-Analyse... 34
2.9  NACHWEISVON PROTEINMODIFIKATIONEN ....vcccveiteeireereereesreesesseessessesseessesssessessseensenns 34
2.9.1.1  GIYKOSYITEIUNG.....oeeitieiteeeieecteectee et stee et e reesre e s e s e e sreesareesbeesreesseesnreesreesnnes 34
2.9.1.2 N-GIYKOSYIEIUNG....oeeceieeciiee ettt e e e r e e e 36

2.10 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUSAGAROSEGELEN .....cccveevuieireeireeenreenreesnneenns 36

211 PRAPARATION UND ANALYSE VON NUKLEINSAUREN ....cceeieeiireesreeeseessseeesressseeesressneeenns 36
2.11.1 Isolierung von Plasmid-DNA aUS E. COli.....coovveiiivieiiiiicciee et 36
2.11.2 Isolierung von Gesamit-RNA aUS HEfE........ooocveiiiiiieeecee e 36

2.12  BLOTTING METHODEN .....ccvtiittieiteeiteeeireessreeeseessseeseessseessessasesssessssssssesssesssessseessessseenns 36
2121 SOUINEIN BIOL.....cuiiciee ettt be e b sar e e re e sare e nreeennes 36

213 |IMMUNOCHEMISCHE DETEKTION SPEZIFISCHER PROTEINE........cccitteitieireenreeeireesreesaneenne 37

214  PULSE CHASE-EXPERIMENTE ...ccuiiiieiteeiseeeteesseesseessessssesssessssessssssssessssssssessssssssessnsssnns 37

2.15  IMMUNOPRAZIPITATION ...uutteiteeeeteeeeseeessesessesesssesesssessassessasseesasssssnsssssnsesssnsesesssesssnsees 37




2.15.1 Koimmunoprazipitation (adaptiert nach Shulewitz et al.,; 1999) .......coccevvvveeerens 38
216 MIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN ......cccoiieitreeireeisreesseesseessessssesssesssesssesssseessessseenns 38
2.16.1  IMMUNFIUOIESZENZ........oeeeeteeeeee et et e e s be e e s ar e e e enreeea 38
2.17 ELEKTRONENMIKROSKOPIE......cciiteiuerireesreesseessessseesssesssessssesssesssesssesssesssesssesssesssesnns 39
217.1  Zdlfixierung durch Glutaraldenyd ............oooeeiiiiiiececeece e 39
2.17.2  Zdlfixierung durch Kaliumpermanganat...........cooeueeeeiviveeeeseireeeesesseeesesseeesssnes 39

D BT OEDNISSE .o 40
3.1  ISOLIERUNG UND SEQUENZIERUNG VON CASEC20.......ccciieireeireecteecreestee v eereesreenneas 40
3.11 Screening der FOSIMIAE.......coouvi ettt 40
3.1.2 Subklonierung von CaSEC20 und SEQUENZIEIUNG........eevvveerreeereeereesreesreesreenseess 42
3.2  VERGLEICH VON CASEC20P MIT SCSEC20P .....ccciueiveeireeereesteesreesseesreesseessesssessssessseens 44
3.3  DISRUPTION VON CASEC20 ......cccuiitieireeieeteeiteetesteesteeresreestesaesseessesnsesseessesnsessesssesnsenns 46
331 Erzeugung einer konditionalen SEC20-M utante mit dem PCK1-Promotor.......... 48
3.3.2 Erzeugung einer konditionalen SEC20-Mutante mit dem MET3-Promotor ......... 50
3.4  ANALYSE DER KONDITIONALEN SEC20-MUTANTEN......ceiitieiteerreeireeereesseesreessesssseessenss 50
34.1 Wachstumsanalyse der konditionalen PCK1p-SEC20 Mutante..........ccceeeveeevenenee. 50
3.4.2 Detektion der SEC20 mRNA unter PCK1p-reprimierenden Bedingungen.......... 51
3.4.3 Wachstumsanalyse der konditionalen MET3p-SEC20 Mutante.............cceeeveenee. 52
3.5  EXPRESSION VON CASEC20 INS CEREVISIAE ....cooueeiuieieereesteeresteesreesesseessessesseesseensenns 54
3.5.1 Komplementation einer S. cerevisiae sec20-Mutante durch CaSEC20................ 54
3.5.2 Disruption des SCSEC200 N-TEIMINUS ......cccueeeiieeeieeecceeeeeeeeerreeesreeeereeeereeeenneas 55
3.6  ANTIMYKOTIKA-SENSITIVITAT IN KONDITIONALEN SEC20-MUTANTEN ...ccveeeveeenveenenns 57
3.6.1 Sengitivitdt von SEC20-Mutanten gegen AntimyKotiKa.........cccvevveeicieeiieciieennnn, 57
3.6.2 Sengitivitdt von sec20-Mutanten gegeniber verschiedenen Substanzen.............. 58
3.7  EINFLURDER SEC20-EXPRESSION AUF DIE ULTRASTRUKTURELLE ZELLMORPHOLOGIE 60
3.8  EINFLURDER SEC20 EXPRESSION AUF DIE HYPHENINDUKTION ...cveeeuveereeireesreeenreesens 62
3.9  ANALYSE DER SEC20P- FUNKTION IN DER SEKRETION. ...ccvteiteeireeireeereesseesreessesssseessenss 63
3.9.1 Untersuchungen zur Sap2-SEKIEtioN...........ccveieeeieeieeciree st eeree e e sreesare e 63
3.9.2 Untersuchungen zur Chitinase-SEKIelion..........cccoieieeeeieeceeesee e 65
3.10 NACHWEISVON SEC20P IM IMMUNOBLOT.....ceeivueereeireeesteesreeeresssessssesssessssesssesessessnesenns 66
3.11 UNTERSUCHUNG VON SEC20P AUF POSTTRANSLATIONALE MODIFIKATIONEN............... 67
3.11.1 Nachweis der Glykosylierung VON SEC20D........cccevueeeireeeiieeeeieeeeireeesireeesreeesreeens 67
3.11.2  Untersuchung von Sec20p auf potentielle N-Glykosylierung..........ccoceeecvveeennenn. 69
3.11.3 Das Sec20p in DPME-MULANTEN.........ccorieieeeree et ettt sreesree e e ereeeanes 69
3114  Stabilitdl VON SEC20D.....cccceeirieireeiieeireesreeireesreessteesaeesreesseesreesaeesreesressnreesreesnnes 71
3.11.4.1 Pulse-Chase-Experimente mit SEC20D ....cccveeeeveeiiieeeiiee et 71
3.11.4.2 Stabilitdt von Sec20p in Glykosylierungsmutanten..........ccceeeeeeeeeeecveeeeveeenne 72
3.11.5 Mutationen in potentiellen Glykosylierungsstellen von Sec20p........ccceecveeeenvenn. 73

3.12  LOKALISATION VON SECZ0P......ccccueiirerisiterssressssesssssesssssesssssesssssssssseesssssssssesssssessssens 75




vi

3.13 ANALYSE DER LOSLICHKEIT VON SEC20P......c.cccovieitieeeeteeiteeeesseesreeeesseessesseessesssesseessens 76
3.14 INTERAKTIONSPARTNER VON SEC20P........ccoieeieeitieirieeesteenseseesseesseeeesseessesseessesssessesssens 77
3.14.1  Isolierung und Klonierung VON UFEL.........cccoooiiiieiie e 78
3.14.2 Analyse der funktionellen HOMOIOGIE........ccceevieiiiieiii e 79
3.14.3 Isolierung und Klonierung VON TIP20..........ccooeiieiieiieeeesieesiesee e see e enas 79
3.14.4  Funktionsanalyse VON CaTiP20D ......ceceeeererrerrreesreesseseesseessessessseessesssesseessesssesees 80
3.14.5 Interaktionsanalyse von CaSec20p und CaTip20p.......ccocevveerireerereireereesineesseeennes 80
3.14.6 Homodimerbildung vON CaTip20D.......cccueeireereeeiieeseeereeseesreesseesreesseesseessessnnes 83
3.14.7 Anayse der Tip20p/Sec20p Interaktion in C. albicans..........ccccoveceeveeccieecieenee. 85
3Ny R 1 (= = o) I Y710 85
I oy A 111 0= = o) o I 1Yo 87
4 DISKUSSION....couitiueuiirerieieieeseses et se sttt s se b b et e bbbt se b b et e b b e et b e s 88
4.1  CASEC20PIST GEGENUBER SCSEC20P N-TERMINAL VERKURZT ....vvviuveeieerieesienseenseens 89
4.2  CASEC20PIST EIN INTEGRALESMEMBRANPROTEINDES ERS.......ccveiiciectece e, 90
4.3  CASEC20IST ESSENTIELL FUR DASWACHSTUM ....ccitiiiiirieteetesreesreenesseesseesesseesseennens 91
4.4  EINEVERRINGERTE EXPRESSION VON SEC20 FUHRT ZUR SUPERSENSITIVITAT GEGEN
VERSCHIEDENE SUBSTANZEN ....ceitteteiueesseesesseesseessssseesseessssseessessssssesssessssssessssssssseessenns 92
45  CASEC20HAT EINFLURAUF DIE ULTRASTRUKTURELLE ZELLMORPHOLOGIE................. 9
4.6  EINFLURVON CASEC20P AUF SEKRETIERTE ,, INDIKATOR-PROTEINE' ......ccoecevrireerreennene 95
4.7  DASCASEC20-PROTEIN WIRD O- GLYKOSYLIERT ....ccutetiereesreetesreesseesesseesseesessessseensenns 96
4.8  SEC20PWIRD DURCH O-GLYKOSYLIERUNG STABILISIERT ...cuvveteeteeireereereesteeresreesseennenns 98
4.9  INTERAKTIONSPARTNER VON CASECZ0P......cccciteiuieiteeteereesreeseesseessesssesseessesnsessessseesenns 99
4.9.1 (072 (1 11T 99
4.9.2 (O 1 07240 o SRS 101
4.10 MODELL ZUM RETROGRADEN PROTEINTRANSPORT IN C. ALBICANS ......ceeeerreererreennins 103
S ZUSBAMMENTASSUNG .evveeeeereereieesesesre e ss s r s e s s 105
6  LiteraturVer ZEBIChNIS ...t 106




Abkiir zungsver zeichnis

°C

VI
Abb.
Ac
Amp
AP
APS
ARS
AS
ATP

b (bp)
bidest.
BSA
bzw.
Ca
CASA
cDNA
CEN
C-Quelle
DAPI
DIG
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
Fa
FOA
g

Gd
gof.

h
HEPES
IPTG

K. lactis
kb

kDa
LAC4

LacZ
LB
log
M
mA

Grad Celsius

mikro

Abbildung

Acetat

Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
Autonom replizierende Sequenz
Aminosaure

Adenosin-5' -triphosphat
Basen (Basenpaare)
bidestilliert
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Candida albicans
Casaminosauren
komplementare DNA
Centromer

Kohlenstoffquelle

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol
Digoxigenin
Dimethylformanid
Demethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsédure
Desoxinukleotid
1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Firma

Fluoruracil

Gramm

Galaktose

gegebenenfalls

Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-
N'-2-ethansulfonsaure

| sopropyl-3-D-
Thiogalaktopyranosid
Kluyveromyces lactis
Kilobasenpaare

Kilodalton

(3-Gal aktosidase-Gen aus K.
lactis

[3-Galaktosidase-Gen aus E. coli
Nahrmedium nach Luria-Bertani
logarithmisch

Molar

Milliampere

MCS
min

mM
MOPS
MRNA
NBT
nm
NSF

ODx
ONPG

ORF
PAA
PBS
PCK1p
PCR
PEG
pH

PMSF
POD
PVDF
RNA
RNase
rRNA
RT
RT-PCR

SDS
SNAP
SNARE

-G
SSPE
STET
Tab.
TAE
TBE
TCA
TE
TEMED

Vil

multiple cloning site

Minuten

Milliliter

Millimolar
4-Morpholinopropansulfonsdure
messenger RNA
Nitroblau-Tetrazoliumsalz
Nanometer

N-ethylmaleimide sensitive
fusion protein

optische Dichtebei | =x nm
o-Nitrophenyl 3-D-
Galactopyranosid

offener Leserahmen
Polyacrylamid

Phosphate buffered saline
PCK1-Promotor

‘polymerase chain reaction’
Polyethylenglycol

negativer dekadischer
Logarithmus der
Wasserstoffionen-konzentration
Phenylmethyl-Sulfonyl Fluorid
Peroxidase

Polyvinyliden Fluorid
Ribonukleinsdure
Ribonuklease

ribosomale RNA
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR
Sekunde

Svedberg-Einheiten
Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat

soluble NSF attachment Protein
SNAP receptor

Einzelstrang

standard saline citrate
[3-Galaktosidase

saline sodiumphosphat-EDTA
Saccharose-TrissEDTA-Triton
Tabelle

Tris-Acetat-EDTA
Tris-Borat-EDTA
Trichloressigséure

TrisEDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-
diamin



TMD
Tris

tRNA

ua
Upm
v/iv
vgl.
Val.

Transmembrandomane
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-
1,3-propandiol

transfer RNA

units

unter anderem

Umdrehungen pro Minute
Volumen/V olumen
vergleiche

Volumenanteil(e)

w/v
X-Gal

YNB
YPD

WT
Z A.
Z B.

Ein- und Dreibuchstabencodes fir Aminosauren

<s<A40TVOTVZZIr AT IOTMMOO>

Ade
Cys

Glu

Gly
His
Iso

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg

Thr
Va
Trp
Tyr

Adenin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylaanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Vdin
Tryptophan
Tyrosin

Gewicht/Volumen
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-
galactopyranosid

Y east nitrogen base

Y east extract-Pepton-Dextrose
(Vollmedium)

Wildtyp

zur Analyse

zum Beispiel



Einleitung 1

1 Einleitung

Die Sekretion von Proteinen ist sowohl in Pro- as auch in Eukaryoten ein essentieller Prozess
fur die Interaktion des Organismus mit seiner Umwelt. Der Sekretionsweg beginnt am Ort der
Proteinsynthese und endet an der Zelloberflache (Abb. 1). In Eukaryoten ist der Zellinnenraum
in eine Anzahl membranumgebener Kompartimente unterteilt, die zu ihrer Funktion ein
bestimmte Zusammensetzung von Proteinen bendttigen. Diese Reaktionsraume ermdglichen der
Z€elle, unabhangige, spezialisierte physiologische Reaktionen durchzufihren. Wahrend sie durch
ihre spezifische Proteinzusammensetzung determiniert werden, bestent doch ein standiger,
dynamischer Austausch zwischen den Organellen. Der selektive Transport von Proteinen
zwischen den Organellen wird durch Transportvesikel vermittelt, die mit ,Protein-Coats’
ummantelt sind. Dieser Vorgang ist der zentrale Prozess in der Organisation der Organellen
sowie der Sekretion von Proteinen (Palade, 1975; Mellamn und Warren, 2000). Um die
spezifische Lokalisation der Proteine sicherzustellen, besitzen viele Proteine spezifische
Sortierungssignale, die sie fir den Transport in die entsprechenden Organellen ausweisen. Einige
dieser Sortierungssignale sind inzwischen identifiziert, so ist z. B. ein Signal fir den Transport in
den Zellkern (Dingwall und Laskey, 1991), in die Mitochondrien (Roise und Schatz, 1988;
Bedwell et al., 1989; Glick et al., 1992), in die Chloroplasten (Knight et al., 1993) und in die
Peroxisomen (Subramani, 1992; Gould et al. 1989) bekannt.

Abb. 1 Ubersicht  des
Proteintransports in der
Hefezelle. Proteine werden an
freien oder membrangebundenen
Ribosomen  hergestellt.  Ins
Zytosol abgegebene Proteine
konnen Signale enthalten, die
ihren Transport z. B. in den
Nukleus oder die Mitochondrien
auslésen. Ins ER transportierte
Proteine kdnnen in den Golgi
Uber COPI Vesikel gelangen und
von dort entweder zuriick ins ER
mit COPIl Vesikeln oder weiter
transportiert werden. Vom Golgi
kommen Clathrin-Vesikeln zur
Plasmamembran ~ oder  zum
prévakuolaren Kompartiment
(PVC).

@ é

"I Mitochondnum {:} Gﬂ"""
1 M COPI ,,/"" O Clathrin
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Einleitung 2

Neben dem gezielten (unidirektionalen) Transport von Proteinen in bestimmte Kompartimente
ist die Zelle auch in der Lage, den Verbleib der Proteine an ihrem Bestimmungsort zu sichern
und sogar weitergeleitete  Proteine zurickzutransportieren. Dies macht das Beispiel der
Retention im endoplasmatischen Retikulum (ER) deutlich. Spezifische Signale bedingen den
Transport ins ER (von Heljne, 1985), den Verbleib im ER und den Riicktransport von Proteinen
ins ER, die zur Modifikation in den Golgi transportiert wurden (Abb. 1; Pelham, 1990; Gaynor et
al., 1994). Neben den spezifischen Aminosduresequenzen innerhalb eines Proteins as
Lokalisationssignal sind auch andere Faktoren, z. B. bei Transmembranproteinen die Lange ihrer
Trarsmembrandoméne (TMD), bekannt, die den Bestimmungsort der Proteine festlegen
(Chapman und Munro, 1994; Schwientek et al., 1995).

1.1 Grundprinzipien desveskularen Proteintransports

Beim vesikuldren Transport gelangen Proteine mit Hilfe von Transportvesikeln von einem
Kompartiment der Zelle zum anderen. Nach der Synthese und dem Import der Proteine ins ER
erfolgt eine Abspaltung von Vesikeln mit ihrer Molekilfracht vom ER. Sie werden fur den
Transport mit einer Hllle umgeben. Nach dieser Vesikelbildung mul? die Identifizierung der
Zielmembran folgen. Es kommt zu einer Entladung der Fracht durch die Verschmelzung mit
dem Kompartiment, wodurch die Weitergabe der Proteine erfolgt. Diese in ihrer Gesamtheit den
vesikuléaren Proteintransport darstellenden Schritte sollen im folgenden néher betrachtet werden.

ER-Import

Die Voraussetztung fur die Sekretion von Proteinen ist die Trangokation neusynthetisierter
Proteine durch die ER-Membran in das Endoplasmatische Retikulum. Man unterscheidet dabel
den cotrandationalen und posttrandationalen ER-Import (Abb. 1). Beim cotranslationalen
Import in das ER bindet das,, signal r ecognition particle” (SRP), ein Ribonukleoproteinkomplex,
an die N-terminale Signalsequenz des synthetisierten Proteins und verursacht einen
Trangdationsarrest (Walter und Johnson, 1994; Lutcke, 1995; Ogg und Walter, 1995). Diese
Signalsequenz ist keine definierte Aminosduresequenz, sondern ein aus 7-20 hydrophoben
Aminosauren bestehender Bereich (Schatz und Dobberstein, 1996; Ng et al., 1996). Der SRP-
Ribosom-Komplex diffundiert zur ER-Membran, wo er an die GTP-gebundene Form des ,SRP
Rezeptors* (SR) bindet und der Precursor auf den Porenkomplex (Translokon) Ubertragen wird.
Durch Hydrolyse des GTP wird die SRP-SR Bindung aufgehoben, und der freigesetzte SRP
gelangt wieder ins Zytoplasma (Connolly und Gilmore, 1993; Miller et al., 1993). Bei dem
posttrandationalen ER-Import wird kein SRP bendtigt (Perara et al., 1986; Schlenstedt et al.,
1990). Chaperone der HSP70-Klasse (heat shock protein), in der Hefe die Proteine Ssal-4p und
Ydj2, binden das vollstdndig synthetisierte Protein im Zytoplasma und halten es bis zur
Translokation im entfalteten Zustand (Cyr et al., 1994).
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Fur den eigentlichen Durchtritt von Proteinen ins ER ist eine Trand okationspore notwendig. Das
bekannteste Protein, das an der Bildung einer Translokationspore beteiligt ist, ist Sec6lp
(Stirling et al., 1992; Hanein et al., 1996). Diese Untereinheit der Translokationspore ist je nach
Importmodus mit verschiedenen anderen Proteinen assoziiert. So wird der Sshl-Komplex fir
den cotrangdlatioralen Import in Hefe aus dem Sec61p, Sbhlp und dem Sshilp gebildet (Finke et
al.,, 1996). Der Sec62p-Sec63p-Komplex hingegen wird fir den posttrangationalen Import
benttigt und besteht aus den Proteinen Sec61p, Sec62p, Sec63p, Sec71p und Sec72p in der Hefe
(Panzner et al., 1995).

Hullproteine
Nach der Trandokation ins ER werden Proteine weiter durch den Golgi-Apparat bis hin zur

Zytoplasmamembran transportiert. Der Transport zwischen ER und Golgi, genauso wie der
Transport zwischen Golgi und Plasmamembran, wird durch ummantelte Vesikel vermittelt. Es
werden drei Klassen von Hullproteinen unterschieden (Kirchhausen, 2000), die an die
zytoplasmatische Seite der Spendermembran binden und dort eine Vesikel abschniirung aus dsen.
Die an den frihen Transportschritten des Sekretionsweges beteiligten Mantelporteine, d. h. bei
den Transportschritten zwischen ER und Golgi bzw. Golgi und ER werden als
»coating proteins [1* (COPII) bzw. COPI bezeichnet (Orci et al., 1986; Cosson und Letourneur,
1997; Malhotra et al., 1989; Barlowe et al., 1994; Barlowe, 2000). Die dritte Klasse von
Hullproteinen, die Clathrine, werden beim Transportschritt vom Golgi zur Plasmamembran und
von der Plasmamembran zum pravakuol&ren Kompartiment/Endosom verwendet (Abb. 1)
(Pearse und Robinson, 1990; Pishvaee und Payne, 1998; Schmid, 1997; Baggett und Wendland,
2001).

Vesikelbildung

Durch den ersten genetischen Screen nach Sekretionsmutanten (sec-Mutanten) konnte eine Reihe
von Mutanten isoliert werden, die anhand ihres Phénotpyes in unterschiedliche Klassen unterteilt
wurden, z. B. Mutanten mit Defekten im ER-Golgi-Transport oder Golgi-Plasmamembran-
Transport (Novick et al., 1980). Die Klasse der ER-Golgi Transport-Mutanten wurde wiederum
in zwel Klassen unterteilt: zum einen Proteine, die an der Vesikelbildung beteiligt sind und zum
anderen Proteine, die an der Vesikelverschmelzung beteiligt sind (Kaiser und Schekman, 1990).
Der Vesikeltransport kann daher in zwei Schritte unterteilt werden. Die Vesikel-Abschnirung
von der Spendermembran (Abb. 2) und die Vesikel-Verschmelzung mit der Zielmembran. Die
Vesikelformation keginnt, wenn eine inaktive, 16diche ,, Guanosin Triphosphatase® (GTPase)
aktiviert wird. Der ,ADP-ribosylation factor* (ARF) wird fir die Bildung von COPI Vesikeln
und das ,secretion-associated Ras-related-protein® (SAR) wird fir die Formation von COPII
Veskeln aktiviert (Serafini et al., 1991; Barlowe et al., 1994). Die Aktivierung wird vom
,GDP/GTP exchange factor* (GEF) oder vom ,guanine-nucleotide-r eleasing protein® (GNRP),
welche in der Spendermembran lokalisiert sind, katalysiert (Barlowe und Schekman, 1993).
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GEF verursacht den Austausch von GDP gegen GTP, so dal3 die aktivierte GTPase eine
Konformationsanderung durchlduft und dadurch an die Spendermembran gebunden wird. Die
gebundene GTPase vermittelt die Bindung von Hullproteinen, bzw. Untereinheiten der
Hullproteine (Salama und Schekman, 1995; Waters et al., 1991). Nach abgeschlossener
Rekrutierung wird ein umhilltes Vesikel abgespalten (Abb. 2).

iél " & H,_:..,. Abb. 2. Vesikelbildung. Durch den von GEF
o ausgel dsten Austausch von GDP zu GTP wird das
ARF Protein an die Membran gebunden. Es kommt
——— Hullproeine zur Rekrutierung von Huillprotein-Untereinheiten,
die sich an die Membran anlagern und die
Abschniirung eines Vesikels auslésen.  GEF:

<
i
» GDP/GTP  exchange factor; ARF. ADP-
) O ribosylation factor
NP
I

| dentifizierung der Zielmembran

Den né&chsten Schritt im Vesikeltransport stellt die Identifizierung des Zielkompartiments dar. Es
ist bekannt, dal3 sowohl Vesikel as auch Zielmembran spezielle Membranproteine exponieren,
von denen ein Tell ins Zytosol ragt. Diese Proteine werden als SNARE's (SNAP receptor;
SNAP: soluble NSF attachment Protein; NSF: N-ethylmaleimide sensitive fusion protein)
bezeichnet. v-SNARE's sind auf den Vesikeln und t-SNARE's auf der Zielmembran lokalisiert
(SOllner et al., 1993). Diese zwei Proteinkomplexe sind in der Lage, mit ihren zytoplasmatischen
Anteilen, die meist eine 50-60 Aminosauren umfassende , coiled coil“-Region enthalten, zu
interagieren (Chapman und Munro, 1994; Rothman, 1994; Sogaard et al., 1994). Die Meinungen
Uber die Aufgabe dieser Interaktion gehen allerdings auseinander. Es wird von einigen Autoren
angenommen, dal3 durch die SNARE -Proteine eine spezifische Identifikation des Vesikels und
der Zielmembran moglich ist (Abb. 3A) (Rothman, 1994; McNew et al., 2000).




Einleitung 5

A:
SMAL ligy n ,
—>
: SNARE-Komplex
L
3 ==
. ‘ .
colled conl” 5
Bindeprotein :;g
b4 el SHARE Bindeprotem
", x +
Gt \ _... St
[RAPP >~ _J o]
1-SMNARE-Komplex = )5
Fvtosn] K ) ) o ) _C:) e
Giolm

Abb. 3: Identifizierung der Zielmembran durch Vesikel

A: Schematische Darstellung der “SNARE-Hypothese*. Die Formation des SNARE-Komplexes ist durch ein
t-SNARE Bindeprotein geregelt, welches an freie t-SNAREs gebunden ist. Der t-SNARE-Komplex des Golgi
besteht aus drei in der Membran verankerten Proteinen, die eine ,coiled coil“-Region im Zytosol haben. Nach
Abldsung des t-SNARE hindenden Proteins kommt es zu einer t/v-SNARE Komplexbildung aus vier , coiled coil“-
Regionen.

B: Schematische Darstellung der , TRAPP-Hypothese". Die spezifische Interaktion wird durch den an der Golgi-
Membran gebundenen TRAPP-Komplex bedingt. Ein , coiled coil* Bindeprotein wird an die Zielmenbran rekrutiert
und dadurch eine Verbindung zwischen Zielmembran und Vesikel hergestellt. Dies |6st dann die Dissoziation des t-
SNARE Bindeproteins aus, was erst dann eine Paarung der SNARE Proteine erméglicht. COP: Coatomer-coated
vesicle; SNARE: SNAP receptor (SNAP: soluble NSF attachment Protein; NSF: N-ethylmaleimide sensitive fusion
protein); TRAPP: transport protein particle

Von anderen wird aber angenommen, dal3 ,tr ansport protein particle® (TRAPPs) noch vor der
SNARE-Paarung interagieren (Cao et al., 1998; Jones et al., 2000; Lowe, 2000; Sacher et al.,
2000) und die spezifische Interaktion und lIdentifizierung von Veskel und Zielmembran
vermitteln (Abb. 3B; Pfeffer, 1999; Yang, et al., 1999). Be den TRAPP's des ER-Golgi-
Transports handelt es sich um einen Konplex aus zehn Untereinheiten (u. a. Bet3p und Bet5p),
die essentiell fur die Bindung der Vesikd an den Golgi sind. (Barrowman et al., 2000).
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Aul¥erdem ist noch das zytoplasmatische Protein Usolp beteiligt, das an die Golgi-Membran
durch Rab-GTP (siehe unten) rekrutiert wird (Cao et al., 1998).

Die Rolle der oben beschriebenen SNARE-Proteine und deren Komplexbildung in den frihen
Schritten der Sekretion wird sait langem untersucht. Ihre Unterteilung in t- und v-SNARES ist
umstritten (Nichols und Pelham, 1998; Pelham, 1999; Pelham, 2001). In Hefe sind sieben
Mitglieder der Syntaxin-ghnlichen Familie, der t-SNARES, bekannt (Vam3p, SedSp, Ufelp,
Pepl2p, TIg2p/Tlglp, Ssolp/2p; http://itsa.ucsf.edu/~mostov/supplementary). SedSp als
t-SNARE des Golgi interagiert mit den Proteinen Betlp (blocked early in transport), Boslp (bet
one suppressor) und Sec22p (Lian und Ferro-Novick, 1993; Sacher et al., 1997). Diese Proteine
gdten lange Zeit as v-SNARES, wohingegen ihnen heute, zumindest Sec22p eine Funktion in
verschiednen SNARE-Komplexen zuschrieben wird (Lewis et al., 1997; Parlati et al., 2000; Tsui
et al., 2001). Man geht heute davon aus, dal3 immer vier Helices an der Bildung eines
v-/t-SNARE Komplexes beteiligt sind, allerdings gebildet aus einem v-SNARE und drei
charakteristischen t-SNAREs. Im Fall des frihen Golgi bt Betlp als v-SNARE seine Funktion
in den COPIl Veskeln aus, wohingegen Boslp und Sec22p mit Sed5p die charakteristische
Struktur der intrazelluléren t-SNARES aushilden. Diese setzen sich aus zwel leichten Ketten und
einer schweren Kette, dem Syntaxin (Sed5p), zusammen (Fukuda et al., 2000). Diese
topologische Zusammensetzung ist sehr stringent und &3t sich ohne Aufhebung der Funktion
nicht &ndern (Parlati et al., 2000). Eine &hnliche topologische Zusammensetzung ist auch bei den
SNARE-Proteinen an der Plasmamembran zu finden. Allerdings werden die vier Helices aus
einem V-SNARE und einem Syntaxin in Verbindung mit einem Membranprotein mit zwei
Helices auf zytosolischer Seite gebildet.

Sowohl die , SNARE-Hypothese* als auch die , TRAPP-Hypothese" postulieren eine, auf dem
Veske lokalisierte, zur Ras-Grof¥familie gehorende GTPase (Rab/Ypt) (Lupashin und Waters,
1997). Dies ist z. B. das hefespezifische Y ptlp fur den ER-Golgi-Transport oder das Secdp fur
sekretorische Vesikel. Eine weitere Gemeinsamkeit der Maschinerien der Identifizierung ist, dal3
sie zwischen den Spezies konserviert sind. So kann z. B. auch aus Sdugern ein stabiler Komplex
aus dem synaptischen v-SNARE, Synaptrobrevin (auch VAMP, vesicle associated membrane
protein, genannt), und dem t-SNARE, Syntaxin, mit einem dritten membranassoziierten Protein
SNAP25 isoliert werden (Sollner et al., 1993; Hayashi et al., 1994). Wenn Syntaxin nicht mit
einem anderen SNARE assoziiert vorliegt, ist der |6sliche Faktor, nSeclp, gebunden. Auch
hierzu gibt es homologe Proteine in Hefe, sowohl Seclp as Bindungspartner vom t-SNARE
Ssolp an der Plasmamembran als auch Slylp als Bindungspartner des t-SNARES Sed5p am cis-
Golgi sind aus der Hefe bekannt (Pevsner et al., 1994; Cao et al., 1998).

Vesikelver schmel zung

Wie die Fusion von Vesikel mit der Zielmembran erfolgt, ist noch nicht vollsténdig geklart. Es
wird angenommen, dal} die loslichen Faktoren NSF (Sec18p) und SNAP (Secl7p) fur die
entgultige Fusion notwendig sind (Clary et al., 1990; Block, 1988). Sie binden an die SNARE-
Proteine, wobei NSF als ATPase die Hydrolyse von ATP bedingt. Die freiwerdende Energie
wird zur Trennung des v-SNARE/t-SNARE Komplexes bendtigt (Nichols et al., 1997,
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Ungerman et al., 1998). Die Membranfusion beginnt vor dieser Resktion und zwar mit der
Bildung des SNARE-Komplexes (Weber et al., 1998; Weber, 2000). NSF und SNAP sind fur die
Kontinuitdt von Veskelformation und Veskelfuson notwendig, alerdings nicht direkt an der
Membranverschmel zung beteiligt (Mayer et al., 1994; Bock und Scheller, 1999).

1.2 Protein Transport zwischen ER und Golgi

Es soll nun auf den anterograden sowie den retrograden Transport zwischen ER und Golgi
eingegangen werden. Lange Zeit wurde angenommen, dal3 Proteine, die in das ER gelangt sind,
weiter Uber den sogenannten ,Bulk flow* Mechanismus in den Golgi-Apparat transportiert
werden. Als ,Bulk flow" bezeichnet man einen unspezifischen Vorwéartstransport ohne
Ricksicht auf den eigentlichen Bestimmungsort der Proteine (Rothman, 1987; Wieland et al.,
1987). Neuerdings ist bekannt, dal3 zumindest ein Teil des Vorwértstransports gerichtet ablauft
und sekretorische Proteine in den vom ER abspaltenden Vesikeln angereichert werden (Bednarek
et al., 1995). Fur l6dliche, sekretierte Proteine wurde ein Sequenzmotiv identifiziert, welches von
integralen Membranproteinen im Golgi erkannt wird und so in die COPIl ummantelten Vesikel
eingebaut wird (Campbell und Schekman, 1997; Nishimura und Balch, 1997). Aber auch ein
direkter Zusammenhang zwischen dem Einbau in COPII-Veskel, ohne integrae
Membranproteine und 16slichen ER Proteinen wurde hergestellt (Kuehn et al., 1998).

Allerdings ist trotz der beschriebenen Erkenntnisse Uber den selektiven anterograden Transport
nicht die Bedeutung des retrograden Proteintransports vom Golgi zum ER geschmélert worden.
Nicht nur fir Proteine, die dem ER , entkommen“ sind, sondern auch fur ER-Proteine, die einer
golgispezifischen Proteinmodifikation (z. B. Glykosylierung) unterzogen werden, sowie fur das
Recycling der anterograden ,, Proteinmaschinerie” ist ein reterograder Transport von essentieller
Bedeutung (Pelham, 1995; Pelham, 1996; Teasdae und Jackson, 1996). Es sind unterschiedliche
Proteintypen bekannt, die mit Hilfe von COPI-Vesikeln vom Golgi zuriick ins ER transportiert
werden. Typl-Membranproteine (in Sdugern und Hefe) konnen ein Dilysinmotiv an ihrem
zytoplasmatischen C-Terminus enthalten und Untereinheiten der COPI-Vesikel direkt binden
(Towndey und Pelham, 1994; Cosson und Letourneur, 1994; Letourneur et al., 2001). In
|6slichen ER-Proteinen fungiert ein HDEL-Motiv an ihrem C-Terminus als Ricktransportsignal,
in sehr seltenen Féllen wird dieses Motiv auch in den Membranproteinen (Sec20p und Sed4p:
suppressor of the erd2 deletion) gefunden (Pelham, 1996; Sweet und Pelham, 1992; Hardwick,
1992). Der Erd2p-Rezeptor (ER retention defect) im Golgi bindet Proteine mit diesem Signd
und vermittelt Gber eine Oligomerisierung des Rezeptors den Rucktransport des Komplexes mit
Hilfe von COPI Vesikeln ins ER (Abb. 4). Die pH-Differenz zwischen Golgi- und ER-Lumen ist
essentiell fur die Freisetzung des Proteins vom Erd2p-Rezeptor (Mgjoul et al., 2001). Vor alem
aus Saugern ist bekannt, dal3 zum einen die Dicke der unterschiedlichen Membranen und ihre
Cholesterol- und Sphingomyelin-Konzentration (Orci et al., 1981; Bretscher und Munro, 1993;
Munro, 1995), zum anderen die Formation von Komplexen mit Lipiden oder Proteinen in den
einzelnen Kompartimenten (Nilsson et al., 1993; Weisz et al., 1993) die Lokalisation von
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Transmembranproteinen bedingen. Ein Beispiel aus Hefe fur diese Arte der Lokalisation ist die
ER-Lokalisation des Membranproteins Ufelp (unknown function-essential). Seine TMD ist
ausreichend, um eine ER-Lokalisation auch von Golgi-Proteinen, auszulésen. Bel einer
Fehllokalisation des Proteins ist die Lange der TMD entscheidend fur den weiteren Transport
von Ufelp. Eine langere TMD bewirkt eine Lokalisation an der Plasmamembran, wohingegen
eine kirzere TMD den Transport zur Vakuole auddst (Rayner und Pelham, 1997; Sato et al.,
2001). Ahnliches ist auch fur den Ricktransport des Typll ER-Membranproteins Secl2p
bekannt. Hier ist die TMD des Proteins fur seinen Ricktransport verantwortlich, und zwar durch
eine Interaktion mit dem Golgi-Membranportein Rerlp (retention in the ER), welches selnerseits
wiederum in COPI Vesikel gepackt wird (Abb. 4) (Boehm et al., 1997; Sato et al., 2001). Es &3
sich aso sagen, dald COPI Vesikel auf jeden Fall an dem rtrograden Transport von Proteinen
vom Golgi zum ER beteiligt sind.

1.3 Transport durch den Golgi

Der Golgi-Apparat spielt eine fundamentale Rolle in der posttrandationalen Modifikation (z. B.
Glykosylierung) von Proteinen sowie fur den Transport und die Sortierung neu synthetisierter
Proteine. Die distinkten Subkompartimente, die in cis- und trans-Golgi (bei Hefe friher- und
gpater-Golgi) unterteilt werden, enthalten eine Relhe spezifischer Proteine. Der fundamentale
Mechanismus des Proteintransports durch den Golgi hat in den letzten Jahren eine erhebliche
Kontroverse ausgel0st. Zwei unterschiedliche Modelle stehen zur Diskussion (Glick, 2000). Das
»Modell der stabilen Kompartimente® geht davon aus, dal3 sich die unterschiedlichen Proteine in
den einzelnen Kompartimenten anreichern und der Transport durch den Golgi mit Hilfe von
anterograden Transportvesikeln stattfindet (Rothman und Wieland, 1996). Im ,Modell der
cisternalen Reifung hingegen wird davon ausgegangen, dal3 sich das cis-Golgi Kompartiment
durch die Fusion von Transportvesikeln des ER immer neu formt. Das Subkompartiment
wandert weiter, und die Reifung kommt durch den stéandigen Rucktransport von Golgi-Proteinen
mittels retrograder Vesikel zustande (Bannykh et al., 1998; Glick und Malhortra, 1998). Bei
diesem Model ist der Rulcktransport von wesentlicher Bedeutung. IThm wird die eigentliche
Aufgabe der Proteinsortierung zugeschrieben.

1.4 Sec20p und seineRollein der Sekretion bel Hefe S. cerevisiae

Wie oben erwdhnt, kdnnen Sekretionsmutanten in zwel Gruppen unterteilt werden. Sie betreffen
zum einen Proteine, die fur die Formation von Transportvesikel verantwortlich sind (Sec12p,
13p, 16p, 21p und 23p) und zum anderen Proteine, die fur die Fusion der Vesikel mit dem cis-
Golgi bendtigt werden (Secl7p, 18p, 22p und Boslp) (Novick et al., 1980; Kaiser und
Schekman, 1990; Shim et al., 1991). Schon morphologisch lassen sich diese beiden Gruppen
unterscheiden. Bei einem gestérten Fusionsmechanismus kommt es zur Anreicherung von
Veskeln. Im Gegensatz dazu kommt es zu einer ER-Anreicherung in Mutanten, deren
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Veskelformation gestort ist. Es war alerdings nicht moglich, alle gefundenen Mutanten der
einen oder anderen Gruppe zuzuordnen. Ein Beispiel stellt die temperatursensitive sec20-1
Mutante dar. Bel reduzierter SEC20-Expression kommt es zur Membrananreicherung und zur
Anreicherung von 50 nm Vesken. Es werden aber weniger Veske beobachtet als bei
Veskelfusonsmutanten (z. B. secl8) (Kaiser und Schekman, 1990). In S. cerevisiae konnte
gezeigt werden, dal’3 Sec20p ein essentielles Typll integrales Membranprotein des ER ist, das
seinen C-Terminus im ER-Lumen und seinen N-Terminus im Zytosol hat (Sweet und Pelham,
1992). An seinem C-Terminus befindet sich ein HDEL-Motiv, welches von der
Rucktransportmaschinerie erkannt wird (Abb. 4). Obwohl dieses Signal nicht essentiell fur die
Funktion von Sec20p ist, wurde doch gezeigt, dal3 Sec20p vom Golgi zum ER mit Hilfe des
HDEL-Signals transportiert wird (Sweet und Pelham, 1992). Die Uberexpression des
zytosolischen Teils von Sec20p ist toxisch, wobel dieser Effekt durch eine gleichzeitige
Uberexpression von dem zytosolischen Protein Tip20p (Sec twenty interaction protein)
aufgehoben werden kann (Sweet und Pelham, 1993). Durch Koimmunpréazipitation konnte eine
direkte Interaktion von Sec20p und Tip20p nachgewiesen werden, welche eine
L okalisationsverschiebung von Tip20p vom Zytosol zur ER-Membran zur Folge hat (Abb. 4)
(Sweet und Pelham, 1993). Auch Tip20p ist essentiell und Deletionsmutanten zeigten wie bei
Sec20p eine Membrananreicherung. Im Gegensatz zu Seclp und Slylp, die zu einer
Proteingruppe gehdren, die mit freien Syntaxinen interagiert und bei spezifischer Interaktion der
SNAREs abdiffundiert, ist Tip20p auch in dem unten beschriebenen Komplex von Sec20p,
Ufelp und Sec22 assoziiert (Pevsner et al., 1994, Lewis et al., 1997). Tip20p ist nicht der
einzige Interaktionspartner von Sec20p. Auch Ufelp, ein in der ER-Membran lokalisiertes
Protein, interagiert mit Sec20p in S cerevisiae. Ufelp ist mit der Syntaxin Familie der
t-SNARES verwandt, vor alem mit dem im cis-Golgi lokalisierten t-SNARE Sed5p (Lewis und
Pelham, 1996). Da es weder fur die Vesikelformation vom ER noch fir die Veskelfuson mit
dem Golgi notwendig ist, geht man auch hier, wie bei Sec20p und Tip20p davon aus, dal3 es fir
den retrograden Transport benttigt wird. In dem essentiellen Ufelp ist eine geladene
Aminosaure direkt hinter der TMD auf Seiten des ER-Lumens fir die Interaktion mit Sec20p
verantwortlich. Auch bel Sec20p befindet sich an dieser Stelle (direkt hinter der TMD, auf Seiten
des ER-Lumens) eine entgegengesetzt geladene Aminosaure, deren Austausch eine Interaktion
mit Ufelp verhindert (Kapitel 3.14.1, Abb. 33) (Downing und Storms, 1996; Lewis et al., 1997).
Ufelp ist neben seiner wahrscheinlichen Funktion als tSNARE im retrograden Transport auch
fir die homotypische ER-Membran-Fusion notwendig. Hierbel werden im Gegensatz zur
Vesikelverschmelzung Sec18p und Secl7p nicht kenétigt, alerdings ist die peripher am ER
lokalisierte NSF-verwandte ATPase Cdc48p an dieser Fusion beteiligt (Latterich et al., 1995;
Latterich und Schekman, 1994; Patel et al., 1998).
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Abb. 4: Vesikel-Modell des anterograden und retrograden Proteintransports zwischen ER und Golgi in Hefe.

COPIl Vesikel transportieren Proteine vom ER zum Golgi, und COPI Vesikel transportieren retrograde Proteine
vom Golgi zum ER. Jeder Vesikel enthét ein fur die Vesikel-Fusion notwendiges v-SNARE Protein und in den
Zielmembranen sind die entsprechenden t-SNARE Proteine verankert. Losliche ER-Proteine, die ein HDEL Motiv
enthalten, werden vom Erd2p Rezeptor im Golgi gebunden und wieder zuriick ins ER transportiert.
Membrangebundene ER-Proteine mit einem KKXX Motiv werden in COPI Vesikel verpackt und ins ER
zurlickgebracht. Membrangebundene ER-Proteine wie z. B. Sec12p werden durch Bindung an Rerlp im Golgi
zuriick ins ER transportiert. Anterograd zu transportierende Proteine werden mit Hilfe des anterograden Rezeptors
in den Golgi transportiert. Ein sténdiges Recycling von Proteinen mit Hilfe der COPI Vesikel findet statt. Dabei
werden SNAREs und z. B. anterograde Rezeptoren fiir erneute Transportrunden zurtick ins ER transportiert.
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Durch Koimmunoprezipitationen konnte weiterhin eine Interaktion von Ufelp aber auch von
Sec20p, mit Sec22p festgestellt werden (Lewis et al., 1997). Man hat spekuliert, dal3 Sec22p als
v-SNARE auf COPI Veskeln eine Rolle spielt. Heute mufl3 man hingegen von einer duaen
Funktion von Sec22p ausgehen. Man weil3 heute, dal’3 Sec22p auch as tSNARE im Komplex
mit Sed5p und Boslp im Golgi lokaisiert ist (Parlati et al., 2000).

1.5 Der humanpathogene Pilz Candida albicans

Eine kleine Gruppe der bis heute beschriebenen 200.000 Pilzarten hat sich als Parasit auf
Warmbliter speziaisiert. Diese Pilze verursachen bel Mensch und Tier Krankheiten aller
Schweregrade, die als Mykosen bezeichnet werden. Die durch Pilzinfektionen verursachten
Krankheiten, werden beim Menschen durch weniger als 300 Arten ausgel6st (Perfect, 1996).
Unter diesen pathogenen Arten verursachen weniger as ein Dutzend weit Uber 90 % aller
Infektionen (Edmond et al., 1999).

Candida albicans ist der bedeutendste Erreger humaner Mykosen. Mindestens 80 % aller
humanen Mykosen in Deutschland werden durch Candida-Arten hervorgerufen, wobei
C. albicans in 50 bis 70 % der Félle als Haupterreger systemischer Infektionen isoliert wird
(Pfaller, 1996). C. albicans besiedelt im gesunden Menschen als Kommensale verschiedene
Korperregionen. Er wird bei ca. 30 bis 40 % aller Menschen im Darm und bei Uber 50 % auf den
Mundschleimh&uten gefunden (McCullogh et al., 1996). Eine Kolonisation ist nicht mit einer
Infektion gleichzusetzen. Vielmehr sind Candida-Infektionen meist als endogen und nur selten
als von aul3en hervorgerufen zu betrachten. Durch die weite Verbreitung im Koérper sind auch
Infektionen weliter verbreitet als bei anderen Kommensalen, wie z. B. bel Escherichia coli, das
haupsachlich  im Darm zu finden ist, wenn es ene Infektion auddst. Nur
Pseudomonas aeroginosa kann in Bezug auf die weite Verbreitung im Kérper mit C. albicans
konkurrieren. Initiiert durch eine gestorte Immunabwehr, z. B. bei Krankheit oder
immunsupprimierender Therapie, kommt es zu lokalen Infektionen oder auch zu systemischen
Infektionen, bis hin zur Sepsis. Bei Uber 90 % aler HIV-Infizierten findet man orale und im
Laufe der Erkrankung auch lebensbedrohliche, systemische Candidosen (Greenspan, 1994). In
Deutschland gibt es jarlich ca. 8000 bis 10000 Todesfélle, die auf Candida-Infektionen
zurtickgefuhrt werden (Morschhauser et al., 1997). Die erh6hte Zahl von Mykosen in den letzten
Jahren kommt auf Grund der immer héaufigeren Anwendung von Antibiotika und
Immunsuppressiva oder auch auf Grund von Immunmangelsyndromen, wie z. B. AIDS oder
Leukdmie (Bodey, 1993) zustande. Im Zeitraum zwischen 1976 bis 1990 hat sich die Zahl der
systemischen Mykosen mehr as verdoppelt (Pfaller, 1994). Milde Befalsformen wie
Oberflacheninfektionen, z. B. auf Schleimhduten und im Intestinatrakt sowie als
Windeldermatitis und as Vulvovaginitis konnen jahrelang andauern und weitgehend
symptomlos bleiben. Die vielfache und breite Anwendung von Antimykotika hat zum
vermehrten Auftreten von Resistenzen der pathogenen Hefe gegeniber den wenigen zur
Verfligung stehenden, Antimykotika gefthrt (White et al., 1998), was befirchten 183, dal3 die
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klinische Relevanz von C. albicans in den kommenden Jahren weiter steigen wird. Diese
Tatsachen machen C. albicans zum Objekt intensiver Forschung und stellen vor alem die
Identifizierung neuer Angriffspunkte fur Antimykotikain den Vordergrund.

C. albicans zeigt in vidlen Merkmaen eine enge phylogenetische Verwandtschaft zu den
Ascomyceten, besonders zu der Gattung Saccharomyces (Peterson, 2000). Diese macht sich auf
der Ebene der Nukleotidsequenzen, z. B. der 5S-rRNA (Chen et al., 1984), des GC-Gehalts des
Genoms und der geringen Divergenz zwischen Proteinen bemerkbar (Odds, 1988; Herdriks et
al., 1991). Es ist daher moglich, C. albicans-Gene mit Hilfe einer Komplementation von
auxotrophen S. cerevisiae-Stdmmen oder durch ein Screening von Genbank-Bibliotheken unter
Berlicksichtigung der Homologie zu den offenen Leserahmen (ORFs) von S cerevisiae zu
identifizieren und zu isolieren (Scherer und Magee, 1990). Allerdings ist davon auszugehen, dal3
gerade die Unterschiede zwischen Candida-Spezies und S. cerevisiae fur die Pathogenitdt von
C. albicans wichtig sind (Gow, 1997). Das haploide Genom von C. albicansist 15,5 MBp groi3
und auf acht Chromosomen verteilt (Doi et al., 1992), die nach ihrer Grél3e bezeichnet wurden.
Das grofte Chromosomenpaar enthdlt die rRNA Gene und es wurde mit R bezeichnet, die
Ubrigen Chromosomenpaare wurden mit den Ziffern 1-7 durchnummeriert. C. albicans besitzt
en diploides Genom und es konnte noch kein sexueller Vermehrungszyklus nachgewiesen
werden (Odds, 1988). Es gibt alerdings auch haploide Candida-Arten wie C. guilliermondii und
C. glabrata, weshalb Uber einen kryptischen Vermehrungszyklus spekuliert wird (Suzuki et al.,
1986). Es wurden die Gene, deren Homologe in S cerevisiae fur die sexuelle Paarung
verantwortlich sind, auch in C. albicans gefunden (Hull und Johnson, 1999; Tzung et al., 2001),
alerdings konnte lediglich unter experimentellen Bedingungen eine tatsachliche Rolle dieser
Gene bei Paarungsvorgangen gezeigt werden (Hull et al., 2000; Magee und Magee, 2000). Daher
wird C. albicans taxonomisch den Deuteromyceten zugeordnet, der Gruppe der imperfekten
Pilze.

Durch die auffallende Zunahme der Candida-Infektionen in den letzten Jahren hat der Bedarf an
Antimykotika stark zugenommen. Da C. albicans als Eukaryot eine grofRe Ahnlichkeit in seinen
zelluldren Mechanismen zum Patienten aufweist, bereitet es Schwierigkeiten, wirkungsvolle
Medikamente zu finden, die nicht gleichzeitig den Patienten schadigen. Heute stehen wenige
Antimykotika zur Therapie zur Verfigung. Das bei systemischen Infektionen hdufig eingesetzte
Amphotericin B ist mit starken Nebenwirkungen verbunden. Amphotericin B gehért wie
Nystatin zu der Gruppe der Polyene. Polyene interagieren mit der pilzspezifischen
Membrankomponente Ergosterol. Die Integration der Oligomere in die Zellmembran fuhrt zu
einer Permeabilisierung und Uber den Verlust von lonen zum Zelltod (Groll et al., 1998).
Neuderdings wird die Darreichungsform der Wirkstoffe verandert, z. B. durch die Verabreichung
von Amphotericin B in Liposomen (Bennett, 1996). Das Nukleosidanalogon 5’ -Fluorocytosin,
ein weiterer fungizider Wirkstoff, wird von Pilzen zu 5 -Fluoruracil metabolisiert, welches die
RNA-Synthese inhibiert (Hoppe-Tichy, 1997). Die vorwiegend fungistatisch wirkenden Azole
wie Ketoconazol, Itraconazol oder Clotrimazol, interagieren mit Cytochrom P-450 und hemmen
die Demethylierung von Lanosterol, was zu einer Anhdufung toxischer Sterole in der
Zellmembran fuhrt (Tuite, 1992). Allerdings haben sie meist auch einen negativen Einflu® auf
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die gastrointestinalen und hepatischen Funktionen der Patienten. In den letzten zehn Jahren
treten Resistenzen gegentiber den Azolen vermehrt auf (White et al., 1998, van den Bossche
et al., 1998). Als Beispiel hierfir ist Fluconazol-Resistenz zu nennen. Die Resistenz gegen Azole
entsteht haupséchlich durch Anderungen in der Membranstruktur sowie durch einen aktiven
Ausschleusungsmechanismus, an dem sogenannte ,,Multi Drug Transporter* (MDR) beteiligt
snd (van den Bossche et al., 1994; Sanglard et al., 1997; StGeorgiev, 2000). Die Resistenz
gegeniber Antimykotika wird teilweise durch die hohe Variabilitét des Genoms von C. albicans
erkléart. Die Selektion von resistenten Mutanten auf Medien, die Fluconazol enthalten, fihrt z. B.
zu einer veranderten Chromosomenzahl (Janbon et al., 1998). Bei einem lIsolat der nahe
verwandten, pathogenen Spezies C. glabrata basert die Fluconazolresistenz auf der
Amplifikation des Chromosoms, welches das Resistenz-vermittelnde Gen tragt (Marichal et al.,
1997). Fur viele Loci existiert nicht nur eine natlrliche Heterozygotie (Whelan und Magee,
1981; Whelan und Soll, 1982), sondern es kommt auch zu einer relativ haufigen Umordnung des
Genoms (Rutschenko-Bulgac et al., 1994; Janbon et al., 1998). Diese verstarkte Variabilitét des
Genoms konnte die fehlenden sexuellen Rekombinationsvorgdnge von C. albicans
kompensieren.

Das diploide C. albicans-Genom erschwert die genetische Analyse. Die klassischen Methoden
der Ruckkreuzung und der Sporenanadlyse sind ebenso wenig maoglich wie einfache
Mutatiorsanalysen. Erst die Deletion beider Allele erlaubt meist eine Aussage Uber die Funktion
des Gens, da die Deletion eines Allels haufig in einer rezessiven Mutation resultiert, so dal3 kein
Phanotyp ausgeprégt wird. Die Erzeugung von auxotrophen Stammen as Grundlage fir
genetische Untersuchungen stellt also schon ein Problem dar. Auch die Expression heterologer
Gene, z. B. Reportergene anderer Organismen, ist in C. albicans durch den ungewoéhnlichen
Kodongebrauch erschwert, da das bei den meisten Organismen fur Leucin kodierende CUG-
Kodon bei C. albicans die Information fir die Aminosdure, Serin enthélt (Leuker und Ernst,
1994; Santos und Tuite, 1995, White et al., 1995). Heute stellen allerdings schon
kodonoptimierte Varianten, z. B. von GFP, enen wichtigen Beitrag zur in vivo
Lokalisationsanalyse von Proteinen in C. albicans dar (Cormack et al., 1997). Das
[-Galaktosidase kodierende Gen LAC4 aus Kluyveromyces lactis besitzt kein CUG-Kodon
(Leuker et al., 1992) und es ist daher als Reporter geeignet. Kirzlich wurde Uber den Einsatz des
lacZ-Gens aus Streptococcus thermophilus as Reporterprotein berichtet (Uhl und Johnson,
2001). Inzwischen sind trotz der gerade beschriebenen Problematik vielfdtige
molekulargenetische Werkzeuge fur die Arbeit mit C. albicans verflgbar (Pla et al., 1996). Als
wichtige Hilfsmittel fur die Arbeit mit C. albicans sind die abgeschlossene Sequenzierung des
Genoms und der freie Zugriff auf die Sequenzdaten zu nennen (http://www-
sequence.stanford.edu/group/candidal). Die gebrauchlichste Methode zur Gendisruption wurde
1993 von Fonzi und Irwin entwickelt. Die Transformation erfolgt mit Hilfe einer Kassette, die
ein durch den AuxotrophieeMarker URA3 (kodiert fiur Orotidin-5-Monophosphat
Decarboxylase) disruptiertes Wildtyp-Gen enthdlt. Der Marker wird durch identische Bereiche
heterologer DNA (hisG) flankiert, die durch intrachromosomale Rekombination die Deletion des
Markergens bewirken. Diese Rekombination findet auf festem Medium mit Fluoruracil (FOA)
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statt, auf denen Uridinauxotrophie selektioniert wird (Fonzi und Irwin, 1993). Diese
grundiegende Methode ist in den letzten Jahren immer weiter verbessert worden. Eine
Verkleinerung sowohl der homologen Bereiche des Zielgenes (Wilson, et al., 1999), als auch
eine Verkleinerung der homologen Bereiche fir die intrachromosomale Rekombination waren
moglich (Morschhauser et al., 1999). Die konditionale Expression der Flp-Rekombinase
ermdglicht die gezielte Rekombination der Zielsequenzen dieses Proteins. Fur die
Transformation von C. albicans stehen die rezessiven Marker, URA3 (Kélly et al., 1987), ADE2
(Kurtz et al., 1987) und LEU2 (Kelly et al., 1988), zur Verfugung. Darlber hinaus ermdglicht
der dominante Marker IMH3 die Transformation von prototrophen Stdmmen und verleiht diesen
eine Resistenz gegentber Mycophenolsdure (Beckerman et al., 2001). Neben der Disruption ist
auch der Einsatz von regulierbaren Promotoren fir genetische Untersuchungen von Bedeutung.
Diese vermitteln eine unterschiedlich starke Genexpression. Beispiele fir derartige Promotoren
snd der PCK1-Promotor, der eine starke Genexpresson in nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen oder Casaminosduren induziert (Leuker et al., 1997). Auch der MAL2-
Promotor wird durch die vorhandene Kohlenstoffquelle reguliert (Backen et al., 2000; Brown et
al., 1996). Als ein relativ stark reprimierbarer Promotor wurde der MET3-Promotor von Care et
al. (1999) beschrieben. Dieser ist in Anwesenheit von Methionin und Cystein reprimiert. Vor
kurzem wurde ein Tetracyclin-regulierter Promoter beschrieben (Nakayama et al., 2000), der in
Anwesenheit von Doxycyclin inhibiert ist. Er ist sowohl fir in vitro- als auch in vivo-Situationen
geeignet, da gezeigt werden konnte, dal3 auch im Mausmodel eine Inhibierung des Promotors
moglich ist.

1.6 Virulenzfaktoren von C. albicans

Eine Candidose ist durch eine dynamische Interaktion zwischen der Wirtsabwehr und Candida-
Virulenzfaktoren charakterisiert. Es ist wahrscheinlich, dal3 C. albicans keinen einzelnen
dominanten Virulenzfaktor hat, sondern dal3 mehrere miteinander wechselwirkende Faktoren fur
die Auddsung einer Infektion von Bedeutung sind (Pla et al., 2001). Folgende Virulenzfaktoren
werden diskutiert:

1.6.1 Dimorphismus

Als dimorpher Filz ist C. albicans in der Lage, vegetativ in einer Hefe-Form oder in einer
filamentdsen Form zu wachsen (Odds, 1988). Die kugeligen Hefezellen, auch Blastosporen
genannt, vermehren sich durch Knospung. Unter bestimmten Bedingungen kann diese Form
entweder zum filamentdsen Wachstum tibergehen oder Chlamydosporen bilden. Im Gegensatz
zu S cerevisiae hildet C. albicans zwe unterschiedliche filamenttse Formen aus und wéchst
sowohl als Pseudohyphe als auch as echte Hyphe. Bel pseudohyphalem Wachstum kommt es
nicht zu einer Trennung der Mutter- und Tochterzelle nach der Tellung, so dal3 sich Zellketten
bilden und die einzelnen Zellen sind elongiert. Im Gegensatz dazu entsteht eine echte Hyphe
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durch kontinuierliches apikales Wachstum eines Keimschlauches, in den Septen eingezogen
werden. Die einzelnen Hyphenabschnitte sind durch Poren in den Septen verbunden, in deren
Nahe neue Hefen abknospen konnen (Odds, 1988; Ernst, 2000). Das filamentése Wachstum
kann durch verschiedene Bedingungen, wie durch Serum, N-Acetylglukosamin oder Prolin
(Gopa et al., 1982; Cassone et al., 1985 Land et al., 1975) be gleichzeitiger
Temperaturerhdhung auf 37°C vorgerufen werden. Durch diese positiven Stimuli lassen sich
demgegentiber bei S. cerevisiae keine Pseudohyphenbildungen auslsen (Kobayashi und Cuitler,
1998). Wie bei S cerevisiae (Gimeno et al., 1992) fuhren allerdings auch Hungerbedingungen
auf festen Medien zu filamentésem Wachstum. Hierbel wird z. B. Stickstoffmangelmedium
(SLADH-Medium) oder ein Medium mit komplexer Stickstoffquelle und Mannitol als C-Quelle
(Spider-Medium) zur Induktion der Hyphenbildung eingesetzt (Csank et al., 1998; Liu et al.,
1994). Auch Sauerstofflimitierung (Riggle et al., 1999) und ein neutraler pH-Wert (Buffo et al.,
1984) induzieren filamentdses Wachstum.

Trotz vider Untersuchungen zum Dimorphismus konnte seine exakte Bedeutung fir die
Pathogenitdt von C. albicans noch nicht geklat werden. Die oben genannten
Induktionsbedingungen legen einen Zusammenhang zwischen Wirtsbefall und filamenttsem
Wachstum nahe. Der Dimorphismus ist alerdings keine zwingende Voraussetzung fur die
Pathogenitét von Pilzen im allgemeinen. Es sind sowohl eine Reihe von dimorphen apathogenen
Pilzen bekannt (z. B. S. cerevisiae), als auch eine Reihe von filamentdsen Spezies der Gattung
Aspergillus mit apathogenen und pathogenen Arten. C. glabrata und Cryptococcus neoformans
gdten lange Zeit as afilamentdse pathogene Pilze. Es konnten alerdings inzwischen auch
filamentdse Formen nachgewiesen werden (Csank und Haynes, 2000; Wickes et al., 1996).

Fur C. albicans wird angenommen, da3 die Myzelform die invasive und parasitdre Form
darstellt, wahrend die Hefeform vor allem fir die Besiedlung und Verbreitung im Wirt benttigt
wird (Odds, 1988). Bei fast allen Infektionsarten wurden beide morphologischen Formen
nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dal3 Hyphen und Pseudohyphen besser an Endo- und
Epithelien adhérieren als Hefen (Cutler, 1991; Hostetter, 1994), wéahrend Hefen der schnellen
Vermehrung und Vebreitung im Blutstrom dienen. Die filamentdse Form von C. albicans weist
mehr hydrophobe Zellwandbestandteile auf, die die Adhésion begiinstigen und die Penetration in
tieferliegende Zellschichten ermdglichen (Odds, 1994). AulRerdem kann C. albicans nach der
Phagozytose aus den Makrophagen in Form von Hyphen herauswachsen (Vazquez-Torres und
Balisch, 1997).

1.6.2 Adhasion an Wirtszellen

Die Adhasion an Wirtszellen ist als weiterer Virulenzfaktor von C. albicans fir eine erfolgreiche
Kolonisation und Infektion des Wirtsgewebes von Bedeutung (Odds, 1994; Pendrak und Klotz,
1995). Die Bedeutung der Adh&sion und der damit verbundenen Oberflachenhydrophobizitét
wird dadurch unterstrichen, dal3 bei den pathogenen Hefen C. albicans und C. tropicalis eine
erhohte Oberflachenhydrophobizitét und dadurch wesentlich bessere Adhdrenz an epitheliale
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Wirtszellen, im Vergleich zu den harmlosen Arten C. krusei und C. guilliermondii, festgestellt
wurde (McCullogh et al., 1996). C. albicansist in der Lage, an Endothelzellen, Blutpl&ttchen,
Bakterien und sogar Kunststoffoberflachen zu adhérieren (Douglas, 1995). Die Adhéasion stellt
die Voraussetzung fir die transepitheliale Migration von C. albicans dar (Weide und Erngt,
1999).

Man unterscheidet unspezifische und spezifische Adhasion. Die unspezifische Adhésion wird
durch hydrophobe Zelloberflachen und die spezifische Adhasion durch spezielle Rezeptoren
(Adhésine) vermittelt. Die letztere wird in drel Kategorien unterteilt, wobei Adhasine den
Kontakt zwischen C. albicans und dem Wirt vermitteln (Calderone und Braun, 1991). Die erste
Kategorie umfaldt Molekile, die an der Interaktion zwischen einem mannosylierten Protein von
C. albicans und dem Proteinanteil eines Glykoproteins der Wirtszelle betelligt sind. Dazu
gehdren Integrin-anliche Molekiile (Calderone und Braun, 1991), mit deren Hilfe der Filz auch
an Fibrinogen- (Casanova et al., 1992), Fibronektin- (Skerl et al., 1984; Klotz, 1990; Klotz und
Smith, 1991; Negre et al., 1994) sowie Laminin- Bestandteile (Bouchara et al., 1990; Lopez-
Ribot et al., 1996) der Wirtszelloberflachen binden kann. Die zweite Kategorie ermoglicht eine
Bindung an die Zuckerreste von Glykoproteinen auf der Oberflache der Wirtszelle. Hierbel
bindet der Proteinanteil der Glykoproteine an der Zelloberflache von C. albicans Lektin-ghnlich
an die Zuckerreste von Glykoproteinen auf der Wirtszelle. Hierbei werden Zuckerstrukturen, wie
z. B. Fukose und N-Acetylglukosamin erkannt (Brassart et al., 1991; Douglas et al., 1995;
Cameron und Douwglas, 1996). Die dritte Kategorie von Adh&sinen wird aus solchen
Mannoproteinen von C. albicans zusammengesetzt, die Zielrezeptoren in der Wirtszelle binden,
die noch nicht ndher charakterisiert sind (Calderone und Braun, 1991; Odds, 1994). Das
einheitliche Prinzip aler drel Kategorien beruht auf einer Interaktion von glykosylierten
C. albicans-Proteinen mit der Wirtszelloberflache. Diese Tatsache verdeutlicht die Bedeutung
der Glykosylierung fur die Virulenz. Es konnte am Beispiel der Mannosyltransferasen Pmtlp
und Mntlp gezeigt werden, dal3 Stamme mit O-Glykosylierungsdefekten eine eingeschrankte
Adhésion an humane Darmepithelzellen haben und im Mausmodell weniger virulent sind
(Timpel et al., 1998; 2000; Buurman et al., 1998).

1.6.3 Sekretion als Virulenzeigenschaft

Neben den oben erwahnten Virulenzfaktoren wird auch die Sekretion einer Rethe von Enzymen
in C. albicans fir Pathogenitdt und Virulenz verantwortlich gemacht. Dazu gehdren
Phospholipasen (Ibrahim et al., 1995; Ledich et al., 1998; Ghannoum et al., 2000),
N-Acetylglucosaminidasen (Molloy et al., 1994), Phosphatasen (Csank et al., 1997),
Siderophore (Sweet und Douglas, 1991) und die gut untersuchte Genfamilie der sauren
Aspartatproteasen (Magee et al., 1993; Hube et al., 1994; Hube, 1997). Den hydrolytischen
Enzymen wird eine Funktion bei Ernghrung des Pilzes innerhalb des Wirts zugesprochen. Durch
sie bestent die Mdglichkeit, neben Glukose auch andere C-Quellen nutzbar zu machen.
AulRerdem wird ihnen eine entscheidende Rolle bel der Zerstérung von Zellwandproteinen, bei
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der Adhésion an Epithelzellen und der I nvasion des Wirts zugeschrieben. So konnte z. B. gezeigt
werden, dal3 die Sekretion von N-Acetylglucosaminidasen und sauren Aspartatproteasen dem
Pilz einen verbesserten Zugang zur Wirtsoberflache verschafft, um ein schnelles Eindringen der
Hyphen in die tiefer gelegenen Gewebeschichten zu ermdglichen (Matthew, 1994). Bisher
wurden in C. albicans zehn Gene fir Aspartatproteasen (SAP) isoliert (Hube, pers. Mitteilung),
die teilweise im dimorphen Wachstum differentiell exprimiert werden. Die Transkripte von
SAP4-6 konnten lediglich wahrend der Hyphenbildung und SAP2 konnte nur in der Hefeform
von C. albicans nachgewiesen werden (Hube et al., 1994). Eine weitere Zelltyp-spezifische
Transkription findet in ,opaque’-Zellen des Stammes WO-1 dtatt (siehe 1.6.4). Es wurde
gezeigt, dald SAP1, SAP3 und SAP8 spezifisch in diesen Zellen exprimiert werden (Hube et al.,
1994). Diese komplizierte differentielle Expression der SAP-Gene wird in Anpassung an die
verschiedenen Habitate von C. albicans durch den pH-Wert reguliert. Darliber hinaus werden im
zeitlichen Verlauf der Gewebeinvasion unterschiedliche SAP-Gene exprimiert (Schaller et al.,
2000; Schaller et al., 2001). Nach der friihen Phase der Invasion mit der Expression von SAP1
und SAP2 folgt die Expression von SAPS, die wiederum von der SAP6 Expression in der Phase
der intensiven Hyphenbildung abgel6st wird. SAP-Mutanten zeigen eine veranderte Adhdsion an
humane epitheliale Mundschleimhautzellen (Watts et al., 1998). Eine verminderte Adhasion
konnte in sapl-, sap2- oder sap3-Deletionsstammen gezeigt werden. Diese zeigen ebenso wie
eine sap4-6 Tripelmutante eine verminderte Virulenz (Hube et al., 1997; Sanglard et al., 1997).
Allerdings wurde bel der sap4-6 Tripelmutante eine verstarkte Adhésion festgestellt, trotz ihrer
verminderten Virulenz (Watts et al., 1998).

C. albicans verfugt extrazellulédr neben den Asparatproteasen auch Uber lipolytische Enzyme,
wie die Phospholipasen (Fu et al., 1997). Diese Genfamilie stellt einen weiteren potentiellen
Virulenzfaktor dar. Allerdings konnte bisher nur fir C. albicans-Stamme mit einer plb1-Deletion
eine verminderte Virulenz bei unveranderter Adhdsion gezeigt werde (Leidich et al., 1998;
Ghannoum et al., 2000). Daher geht man auch hier wie bei den SAP’s davon aus, daf3 das
sekretierte Enzym zur Schédigung der Wirtszellmembran dient und dadurch die Penetration
ermoglicht (Fu et al., 1997). Zusétzlich kdnnten diese Abbauprodukte der Wirtszellmembran
auch as Kohlenstoffquellen von C. albicans genutzt werden. Die grof3e Zahl der sezernierten
Proteine und insbesondere ihre differentielle Expression verleiht C. albicans eine hohe
metabolische Flexibilitét, welche durch den reversiblen Wechsel zwischen Blastosporen und
Filamenten noch verstarkt wird.

1.6.4 Andere Virulenzfaktoren

Unter dem Begriff “Phenotypic-Switching” versteht man einen spontan auftretenden Wechsel
des Phanotyps, der sich durch die Anderung der Zellmorphologie und die Anderung
physiologischer Eigenschaften &uffert. Der C. albicans Stamm WO-1 ist z. B. in der Lage, in
zwei unterschiedlichen Koloniephanotypen aufzutreten (Slutsky et al., 1987). Wéahrend die
Zdllen des ,white"-Phanotyps in der Hefeform vorliegen und auf festen Nahrbdden weil3e



Einleitung 18

Kolonien formen, bilden die stdbchenférmigen Zellen des ,, opaque”-Phanotyps dunkle Kolonien.
Dieser Phéanotypwechsel wird durch die differentielle Expression phasenspezifischer Gene
begleitet, die neben der Zellmorphologie auch die Zellphysiologie determinieren. Dieses hat
auch Auswirkungen auf physiologischer Ebene, z. B. veradnderte Antigene des Pilzes, die seine
Adhasion an Wirtszelloberflachen erhdhen (Soll et al., 1993). Auch die Sensitivitat gegentber
Antimykotika (Soll et al., 1993) oder die Sekretion von sauren Aspartatproteasen ist
phasenspezifisch verandert (Morrow et al., 1992).

Der Thigmotropismus ist eine weitere mogliche Virulenzeigenschaft (Sherwood et al., 1992).
Hiermit wird das Wachstum eines Organismus als Antwort auf mechanische Reize oder direkte
Berlhrung mit festen Koérpern entlang einer Oberflache bezeichnet (Nultsch, 1991). Diese
Eigenschaft wurde auch bei C. albicans beobachtet und mit der Virulenz in Zusammenhang
gebracht (Sherwood et al., 1992). Auch molekulare Mimikry, d. h. die Tarnung des Pilzes durch
die Umhillung seiner Zellen mit Bestandteilen des Wirtes oder die Expression wirtsdhnlicher
Oberflachenproteine, wird diskutiert. Diese Strategie ermoglicht es C. albicans, sowohl der
zelluldren als auch der humoralen Immunabwehr des Wirtes besser zu entkommen und damit
seine Invasion und Verbreitung im Korper fortzusetzen (Sherwood et al., 1992).

1.6.5 Sekretionswegin Candida albicans

Dem Sekretionsweg bei C. albicans ist bisher kaum Beachtung geschenkt worden, obwohl die
Bedeutung von Ausschleusungsprozessen fur extrazelluléare Hydrolasen und andere Proteine und
somit fur die Virulenz von C. albicans aul3er Zweifel steht (siehe oben). Von allen bisher
bekannten Proteinen des Sekretionsweges von C. albicans konnte gezeigt werden, dal3 sie in
S cerevisiae Defekte in homologen Proteinen komplementieren kénnen. Dieses gilt fur die
Genprodukte der essentiellen C. albicans-Gene SEC18, SEC14, SEC4 und YPTL (Nieto et al.,
1993; Mao et al., 1999; Monteoliva et al., 1996; Riggle et al., 1997 Lee et al., 2001). Bisher ist
allerdings wenig Uber die Funktion von Sec18p und Sec14p in C. albicans bekannt. Von Sec4p
und Yptlp wurde gezeigt, da3 dominant-negative Mutanten dieser Ras-dhnlichen GTPasen in
C. albicans, a@hnlich wie bei den homologen Proteinen von S cerevisiae, sekretorische Vesikel in
der Zelle anreichern und dal? die Sekretion von Sap-Proteinen beeintrachtigt ist (Mao et al.,
1999; Lee et al., 2001).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Die nahe genetische Verwandtschaft zwischen Sdugerzellen und Pilzen erschwert die
Entwicklung neuer Antimykotika. Daher stellt die Identifikation pilzspezifischer Proteine und
Proteinreaktionen einen sinnvollen Ansatz zur ldentifkation potentieller antimykotischer
»targets‘dar. Dies gilt besonderes, wenn die betreffenden Proteine an Virulenzeigenschaften von
C. albicans beteiligt sind. Wahrend die meisten Proteine des Sekretionsweges in alen
Eukaryoten vertreten sind, stellt Sec20p eine Ausnahme dar. Zu Sec20p aus S. cerevisiae konnte
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in Saugern bisher kein homologes Protein gefunden werden (Sweet und Pelham, 1992). Daraus
ergab sich die Frage, ob Sec20p ein spezifisches Protein fir S cerevisiae darstellt oder ob es
auch in anderen Hefen existiert.

Fir diese Arbeit stand ein cDNA Fragment von C. albicans SEC20 zur Verfligung, mit dessen
Hilfe SEC20 von C. albicans aus einer genomischen Genbank isoliert werden sollte (Swoboda et
al., 1993). Nach Disruption von SEC20 sollten die erhaltenen Mutanten-Stdmme eingehend
analysiert werden. Im Verlauf der Arbeit war ein Phanotypisierung der Mutanten angestrebt. Zu
den zu untersuchenden Phanotypen gehorten Wachstum, Empfindlichkeit gegentiber
verschiedenen Antimykotika und anderen Substanzen, sowie morphologische Verdnderungen.
Weiterhin sollte Sec20p auf posttrarslationale Modifikation und deren Einflul® untersucht
werden. Anhand von Computeranalyse sollten Interaktionspartner von Sec20p identifiziert und
anschlief3end im , Two-Hybrid-System” analysiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien und Enzyme

Die Laborchemikalien und Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: Acros
(Gelnhausen), Amersham (Braunschweig), Biorad (Minchen), JT. Baker (Deventer,
Niederlande), Calbiochem (Bad Soden), Dianova (Hamburg), Difco (Michigan), Fluka (Buchs,
Schweiz), Gibco BRL (Eggenstein), Kodak (New Haven), Merck AG (Darmstadt), MBI
Fermentas (St. Leon Rot), Millipore (Eschborn), New England Biolabs (Schwalbach), Oxoid
(Wesdl), Pharmacia (Freiburg), Pierce (Rockford), Promega (Madison), Qiagen (Hilden), Riedel-
De Haen (Hannover), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva Feinbiochemica
(Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), Whatman (Maidstone, GB). Soweit nicht anders vermerkt
wurden Chemikalien der Guteklasse reinst oder p.a verwendet. Radioisotope wurden von
Amersham (Braunschweig) und ICN (Kdln) erworben.

2.2 Stamme und M edien
2.2.1 Bakterienstamme

Die verwendeten Bakterienstdmme (E.coli) sind in der Tabelle 1 dargestellt.
Tabelle 1. Escherichia coli Stmme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DH5aF  F[F 80 (Dlacz) M15] D(lacZYA-argF) U169 recAl Gibco BRL,
endAl hsdR17 ry” my” supE44 thi-1 gyrArelA Gaithersburg MD, USA

(Woodcock et al., 1987)
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 lac[F' proAB (Bullock et al., 1987)

lacl%ZDM15 Tn10(Tet)]

2.2.2 Medien und Anzucht von E. coli

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

Zur Selektion plasmidhaltiger Zellen wurden dem N&hrmedium nach dem Autoklavieren
Antibiotika zugesetzt. Ampicillin wurde in einer Konzentration von 100 pg/ml, Kanamycin in
einer Konzentration von 50 pg/ml zugegeben. Feste Nahrmedien wurden durch Zugabe von
1,5 % Agar hergestellt. Die Anzucht erfolgte bei 37°C.

2.2.3 Hefestdmme

Die verwendeten Hefestdmme sind in Tabelle 2 (S cerevisiae) bzw. Tabelle 3 (C. albicans)
dargestellt.

Tabelle 2: Saccharomyces cerevisiae Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

PJ69-4A MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 (James et al., 1996)
gal4D gal80D LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-
ADE2 met2::GAL7-lacZ
RSY275 MATa sec20-1 ura3-52 his4-619 (Kaiser und Schekman, 1990)
SEY6210 MATa leu2,3-112 ura3-52 his3-D200 trpl- (Robinson et al., 1988)
D901 lys2-801 suc2-D9 GAL+
MLY101 MATa ura3-52 trpl-1 Dufel:: TRP1 mit pUT1  (Lewisund Pelham, 1996)
(CENS6, LEU2, ufel-1)
11 MATa/a  wie SEY 6210 diese Arbeit
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Stamm Genotyp Quelle/Referenz

31 MATa/a wiell diese Arbeit

11T12 MATa/a wie 11, aber SEC20/SEC20::TRP1- diese Arbeit
GAL1p-DN-SEC20

11K5 MATa/a wie 11, SEC20/SEC20::KANMX6- diese Arbeit
GAL1p-DN-SEC20

31T2 MATa/a wiellT12 diese Arbeit

31K7 MATa/a wie 11K5 diese Arbeit

Tabelle 3: Candida albicans Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

SC5314 Prototroph (Fonzi und Irwin, 1993)

CAl4 ura3D::imm434/ura3D::imm434 (Fonzi und Irwin, 1993)

CAP1-3121 wie CAl4, aber pmtl/pmtl (Timpel et al., 1998)

CAP4-2164 wie CAl4, aber pmtd/pmt4 von S. Prill

CAP2-1341 wie CAl4, aber pmt6/pmt6 (Timpel et al., 1998)

PP46-4286 wie CAl4, aber pmt4/pmt4 und pmt6/pmt6 von S. Prill

CPP112 wie CAl4, aber pmt1l/pmtl und pmt6/pmt6 (Timpel et al., 1998)

CA2 wie CAl4, aber SEC20/sec20D::hisG-URA3-hisG diese Arbeit

CA10 wie CA2 diese Arbeit

CA2d wie CAl4, aber SEC20/sec20D::hisG diese Arbeit

CA10a wie CA2d diese Arbeit

CAr2d110 wie CAl4, aber sec20D::hisG/PCK1p-SEC20 diese Arbeit

CArl10a3 wie CAr2d110 diese Arbeit

CA2dim  wie CAl4, aber sec20D::hisG/MET3p-SEC20 diese Arbeit

CA2d2m wie CA2d1m diese Arbeit

CA2d6m wie CA2d1m diese Arbeit

2.2.4 Medien und Anzucht von Hefe

Vollmedium (Y PD)

Y PGal
YPAD
YPCAA

:1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Glukose

:1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 0,2 % Glukose, 2 % Gaaktose
: 1% Hefeextrakt, 2 % Pepton, 4 % Glukose

: 1% Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Casaminosauren

Minimalmedium (SD): 0,67% YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosauren aber mit

SCAA
SDMC

Na-Laktat-Medium

Ammoniumsulfat), 2 % Glukose; pH 6,9 mit NaOH eingestellt

0,67% YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosauren aber mit
Ammoniumsulfat), 2 % Casaminosauren; pH 6,9 mit NaOH eingestellt
:067% YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosauren aber mit
Ammoniumsulfat), 2 % Glukose, 2,5 mM Methionin, 25 mM Cystein;
pH 6,9 mit NaOH eingestel It

:067% YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosauren aber mit
Ammoniumsulfat), 0,04 % Arginin, 0,08% Asparaginsaure, 0,26 %
Glutaminsaure, 0,02 % Glycin, 0,03 % Histidin, 0,06 % Isoleucin, 0,08 %
Leucin, 0,09% Lysin, 0,04 % Phenylaanin, 0,05% Threonin, 0,01 %
Tyrosin, 0,08 % Vdin, 2 % Na-L aktat

Aminosauren wurden wie bei Zimmermann (1975) beschrieben zugegeben.
FOA-Medium

:0,02 % FOA, 0,001 % Uridin, 2% Glukose, 0,17 % YNB, 0,1 % Prolin
(McCusker und Davis, 1991)

Das FOA-Medium dient zur Selektion von C. albicans Stammen, die das URA3-Gen durch
Rekombination verloren haben.
Die Platten wurden mit 1,5 % Agar hergestellt. Die Anzucht der Hefen erfolgte bei 30°C.
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2.2.5 Hypheninduktion bei C. albicansin flissigem Medium

Fur die Hypheninduktion in Flissigmedien wurden Uber Nacht bis zu einer ODgpp=1 angezogene
Zellen nach Waschen in 2 %iger Glukose auf eine ODgp=0,1 Uberfihrt. Nach Zugabe von 5%
Serum wurden die Zellen bei 37°C inkubiert und Hyphen in 20 minttigen Absténden unter dem
Mikroskop ausgezahit.

2.2.6 Hypheninduktion in C. albicans auf festem Medium

Zur Hypheninduktion auf festen Medien wurden Serumplatten angefertigt. Diese enthielten
1,35 % Agar, 0,5 % Ammoniumsulfat und 5,10 oder 20 % Pferdeserum. Die Hypheninduktion
konnte auch in Anwesenheit von Glukose stattfinden. Dann enthielten die Serumplatten
zusétzlich 2 % Glukose. Die Hyphenbildung wurde bei 37°C induziert und wurde Uber mehrere
Stunden beobachtet.

Die Hypheninduktion konnte auch auf ,Mangelmedium® erfolgen. Hierzu wurden , Spider-
Platten” hergestellt (Liu et al., 1994). Sie bestanden aus 1% Nutrient Broth, 1 % Mannitol,
0,2 % KyHPO4 und 1,35 % Agar. Die Inkubation der Stamme erfolgte fir 2-5 Tage bei 30°C
oder 37°C.

2.2.7 Medien mit Antimykotika

Zur Phanotypisierung der C. albicans Stémme wurde deren Sensitivitét gegen unterschiedliche
Substanzen getestet. Es wurden Vollmedium-Platten mit 4% Glukose oder mit 2%
Casaminosduren angefertigt, denen nach dem Autoklavieren die entsprechende Chemikalie
(Tabelle 4) zusetzt wurde. Vor der Zugabe der zu testenden Substanz wurde der Agar auf
mindestens 50°C abgekuhlt.

Tabelle 4: Verwendete Testsubstanzen mit ihren jewellig eingesetzten Konzentrationen.

Testsubstanz Firma Stammldsung  Losungsmittel  Konzentration im Agar
Calcofluor Sigma 25 mg/mi dH,O 10-100 pg/mi
Clotrimazol Sigma 5 mg/ml DMF 0,5-2 pg/mi
(G418 Calbiochem 50 mg/mi dH,O 600-1200 pg/mi
Hygromycin B Calbiochem 385 mg/ml dH,O 100-400 pg/mi
Koffein Sigma 100 mM dH,O 520 mM

SDS Serva 10 % dH.O 0,03-0,06 %
Vanadat Aldrich 500 mM dH.O 2,0-50mM
Nystatin Sarva 10 mg/ml PBS 1,5-3 pg/ml
Neomycin Sigma 500 mM dH,O 10-100 mM
Congo Red Sigma 20 mg/mi dH,O 200-1000 pg/mi

2.3 Plasmide und Primer
2.3.1 Basisplasmide

Zur Klonierung wurden sowohl reine E. coli — Plasmide (Tabelle 5), as auch S cerevisiae —
(Tabelle 6) bzw. C. albicans — Vektoren (Tabelle 7) verwendet.
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Tabelle 5: Verwendete Bakterienplasmide

Plasmid Beschreibung Quelle/Referenz

p5921 pUC18 mit hisG-URA3-hisG-K assette (Gow et al., 1994)

puUC18 E. coli Klonierungsvektor (Yanisch-Perron et al., 1985)

puUC19 E. coli Klonierungsvektor (Yanisch-Perron et al., 1985)

Klonel-8-1 cDNA Klone aus C. albicans Stamm 3153 in (Swobodaet al., 1993)
puUC18

p1367/1 pUC18 mit CaURAS3 Gen (Losberger und Ernst, 1989)

Tabdlle 6: Verwendete S. cerevisiae Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle/Referenz
pJIHA461r SURA3 markierter 2u/ARS-V ektor mit PFK2 (Raben et al., 1995)
Promotor
pJJH70 SCURA3 markierter CEN/ARS-V ektor mit PFK2 (Raben et al., 1995)
Promotor
YCplac33  SCURA3 markierter CEN-V ektor (Gietz und Sugino, 1988)
YCpHO Y Cp50-Derivat, das fur die HO-Endonuklease (Russll et al., 1986)
kodiert
STM20 SURA3 markierter 2u Vektor mit TPI1-ScSEC20 (Sweet und Pelham, 1992)
pGBD-C(x) Two-Hybrid-Vektor mit GAL4-Bindedoméne (James et al., 1996)
pGAD-C(x) Two-Hybrid-Vektor mit GAL4-Aktivierungsdomane (James et al., 1996)
pFA6a Plasmid, das ein Modul enthélt zur Platzierung eines (Longtine et al., 1998)
TRP1- Gens unter die Kontrolle des GAL1- Promotors. Als
PGAL1 selektiver Marker ist das S cerevisiae TRP1-Gen
enthalten.
pFA6a Plasmid, das ein Modul enthélt zur Platzierung eines (Longtine et al., 1998)

kanM X 6- Gens unter die Kontrolle des GAL1- Promotors. Als
PAGL1 selektiver Marker ist das kanMX6-Modul enthalten.

Tabdle 7: Verwendete C. albicans Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle/Referenz
pRC2312  CaURA3 markierter CaARS-V ektor (Cannon et al., 1992)
pRC18 wie pRC2312, aber mit dem Polylinker aus pUC18 (Stoldt et al., 1997)
pBI-1 PCK1 Promotor in pRC2312 (Stoldt et al., 1997)
pCaDis CaURA3 markierter Vektor mit MET3 Promotor (Careet al., 1999)

pBT 44 wie pBI-1, nur mit CaADE markiert und nicht CaURA3  (Tebarth, 2001)

2.3.2 S. cerevisiae Plasmide mit CaSEC20

Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide zur genetischen Manipulation von
S cerevisiae bzw. C. albicans sind in Tabelle 8 bzw. Tabelle 9 dargestellt.

Tabdle 8: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte S. cerevisiae Plasmide und deren ,, Vorlaufer”
(vergleiche hierfir auch Tabelle 9)

Name Vektor Insert

pYW 9 pJJH70 (BamHI) 1,1 kb BamHI-Fragment (mit CaSEC20)
aus pYW1

pYW 10  pJJH461r (BamHI) 1,1 kb BamHI-Fragment (mit CaSEC20)
aus pYW1

pYW 11  YCplac33 (BamHI/EcoRl) 2,5 kb BamHI/EcoRI-Fragment aus pY W2

pYW 19 pGBD-C3 (BamHI) 2,5 kb BamHI-Fragment aus pY W80
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Name Vektor Insert

pYW 19 pGBD-C(3) (BamHI 2,5 kb BamHI-Fragment aus pY W80

pYW 24 pGBD-Cgsg §BamHIg 0,6 kb BamHI-Fragment aus pY W66

pYW 25 pGAD-C(3) (BamHI) 0,6 kb BamHI-Fragment aus pY W66

pYW 29 pGAD-C(3) (BamHI) 2,5 kb BamHI-Fragment aus pY W80

pYW 66 pUCI18 (Smal) 0,6 kb PCR-Fragment, Primer #341+#344
auf pyw1i

pYW 80 pUC18 (Smal) 2,5 kb PCR-Fragment, Primer #421+#423
auf WT SC5314

pYW 30 pUC18 (Smal) 1 kb PCR-Fragment, Primer #349+#350

pYW 33  pJJH70 (BamHI) 1 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus pY W30

pYW103 pJJH461r (BamHI) 2,5 kb BamHI-Fragment aus pY W80

pYW104 pJJH70 (BamHI) 2,5 kb BamHI-Fragment aus pY W80

2.3.3 C. albicans Plasmide mit CaSEC20

Tabelle 9: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte C. albicans Plasmide und deren ,, VVorlaufer”

Name Vektor Insert

pYW C3 pUCI18 (Xbal) 4,3 kb Xbal-Fragment aus Fosmid 7B11

pYW S10 puUC18 (Sphl) 2,9 kb Spohl-Fragment aus pY W2/8

pYW 2/8 pRC18 (HindlIl) 4,2 kb HindI11-Fragment aus Fosmid 7B11

pYW 1 pUC18 (Smal) 1,1 kb PCR-Fragment (mit CaSEC20), Primer #341+
342 auf pYW2/8

pYW 1S puUC19 (Sall) 2,3 kb Sall-Fragment aus pYW2/8 bzw. pYW1411

pYWO01 pYW2(Bglll) 4 kb Bglll/BamHI-Fragment aus p5921

pYW 2 pYW1S (Hindl11/Xhol) 0,9 kb Hindll1/Xhol-Fragment aus pY W2/8

pYW 02 pYW2 (Hpal/Bglll) 4 kb Sacl (aufgefullt)/BamHI-Fragment aus p5921

pYW 3 p1367/1 (BamHI) 1,8 kb Bglll/BamHI-Fragment aus pY W2

pYW 4 pYW®6 (Hindlll 3,2 kb Smal/PstI-Fragment aus pY W3

aufgefullt/Pstl)

pYW 04 pUCI18 (Sacl/Hincll) 3,4 kb Hpal/Sacl-Fragment aus pYW2/8

pYW 05 pUC18 (Xbal/HindIll) 3,2 kb Xbal/HindlIl1-Fragment aus pY W2/8

pYW 6 pUC18 (BamHI/EcoRl) 2,6 kb BamHI/EcoRI-Fragment aus pY W7

pYW 06 puUC21 (Bglll) 3,3 kb BgllI-Fragment aus pY W2/8 bzw pYW1411

pYW 7 pBI-1 (Bglll) 1,1 kb BamHI-Fragment aus pY W1

pYW 07 puUC21 (Bglll) 1,0 kb Bglll/BamHI-Fragment aus pY W2

pYW 08 pUC19 (Sall/Hindll) 0,9 kb Xhol/HindlIl1-Fragment aus pY W2/8

pYW 09 pUCI18 (Hindlll) 4,0 kb HindIl1-Fragment aus Fosmid 14H1

pYW 20 pCaDis(BamHlI) 0,5 kb BamHI-Fragment aus pY W21

pYW 21 pUCI18 (Smal) 0,5 kb PCR-Fragment, Primer #341+ #343 auf
pYW1

pYW 69 pBI-1 (Bglll) 1,1 kb BamHI-Fragment (CaSEC20) aus pY W61

pYW 61 Religation PCR auf pY W1 mit Primer #357 + #346

pYW101 pBI-1 (Bglll) 2,4 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus pY W89
(CaTlP20)

pYW102 pBT 44 (Bglll) 2,4 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus pY W89
(CaTlP20)

pYW 89 puUC18 (Smal) 2,4 kb PCR-Fragment (CaTlP20), Primer #421 +
#464

pYW 9l pYW 69 (197/1N® A) PCR auf pYW 69 (pBl-SEC20)mit Primer #424 +
#425

pYW 92  pYW 69 (284/1 TT® AA) PCR auf pYW 69 (pBl-SEC20)mit Primer #426 +

H#A27
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Name Vektor I nsert

pYW 93 pYW 69 (320/1 PCR auf pYW 69 (pBI-SEC20)mit Primer #428 +
TTSS® AAAA) #429

pYW 94  pYW 69 (277/1 SS® AA) PCR auf pYW 69 (pBI-SEC20)mit Primer #430 +

#431

pYW 95  pYW 69 (300/1 TxS® AxA) PCR auf pYW 69 (pBl-SEC20)mit Primer #432 +
#433

pYW 96 pYW 69 (267/1S® A PCR auf pYW 69 (pBI-SEC20)mit Primer #434 +
#435

PYW 97  pYW 69 (204/1 TXT® AxA)  PCR auf pYW 69 (pBl-SEC20)mit Primer #436 +

#437

PYW 98  pYW 69 (270/2 SXxS® AxA)  PCR auf pYW 69 (pBI-SEC20)mit Primer #438 +
#439

2.3.4 Synthetische Oligonukleotide

Tabelle 10: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo  Sequenz (5'-3')

Beschreibung

M13 AACAGCTATGACCATG

rev.

M13 GTAAAACGAGGCCAGT

U-40

341 CAGCGGATCCAATGTCAACAG

342 AACAACGGATCCAATGTCAAAG

343 GTTGTCAGGATCCAATTCACTCTG
C

344  AATGGATCCCTAACGTTGACGGTC

349 CTCACGGATCCAATGACCGACTTA
ACACC

350 GACTTGAGATCTAAACCAGGGTCG

CCAGTG
351 CGAAATCCAGTTCTTCGACC

352 GTAAGATCGGATCACGCTGC

353 TCCTGAAACGCAGATGTGCC

355 CAAGTATACGTAATCTCCCC

"Downstream"-Primer zur Sequenzierung von
Inserts in pUC-V ektoren
"Upstream”-Primer zur Sequenzierung von
Inserts in pUC-Vektoren
“Upstream*-Primer zur PCR-Amplifikation
von CaSEC20 mit BamHI-Schnittstelle
"Downstream”-Primer zur PCR-
Amplifikation von CaSEC20 mit BamHI-
Schnittstelle

"Downstream"-Primer zur PCR-
Amplifikation, der ersten 530 bp von
CaSEC20 mit BamHI-Schnittstelle
"Upstream”-Primer zur PCR-Amplifikation,
der ersten 530 bp von CaSEC20 mit BamHI-
Schnittstelle

"Upstream™-Primer® zu PCR-Amplifikation
von CaUFE1 ausC. albicans
"Downstream”-Primer zu PCR-Amplifikation
von CaUFE1 ausC. albicans
“Downstream”-Primer (ScCSEC20, +371 bp)
zur PCR-Uberprifung der N-terminalen
ScSec20p Deletion in S. cerevisiae.
“Upstream”-Primer (ScSEC20 Promotor,
-56 bp) zur PCR-Uberprifung der
N-terminalen ScSec20p Deletion in

S cerevisiae

“Upstream”-Primer (GAL1-Promotor, -

200 bp) zur PCR-Uberprifung der N-
terminalen ScSec20p Deletion in S, cerevisiae
"Upstream"-Primer (MET3-Promotor, -116
bp) zur PCR-Uberprifung der richtigen
Integration von MET3p-CaSEC20
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Oligo Sequenz (5'-3') Beschreibung
356 CCGTTTATACCATCCAAATC "Downstream”-Primer (CaSEC20, +578 bp)
zur PCR-Uberprifung der richtigen
Integration von MET3p-CaSEC20
359 GTGACATTTTTGCAGGACCTGGAA Oligonukleotid zur Herstellung einer Deletion
GTTTTGCAAGATGCATTATTAAAT  der 95 N-terminalen Aminoséuren von
AAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC ScSec20pin S cervisae
360 AGCTTCACAATATGCAACTTATCG Oligonukleotid zur Herstellung einer Deletion
CATTGATCGTATCTAGGGCTTTTTT der 95 N-terminalen Aminoséuren von
CCATTTTGAGATCCGGGTTTT SCSEC20pin S cerevisiae, mit Start-ATG
421 CAATAGGATCCTATTACAATGGAT "Upstream"-Primer zu PCR-
GACAAC Amplifikation(mit CaSEC20) von CaTIP20
aus C. albicans
423 TTAAGGATCCTGCATGGTCTTGCA "Downstream"-Primer zu PCR-Amplifikation
TGTG von CaTlP20 aus C. albicans
443 ATTGAACGAATTCTTGGCTGAC “Upstream”-Primer zum Nachweis von
CaEFB1 c-DNA durch RT-PCR
444  CATCTTCAACAGCAGCTTG “Downstream” -Primer zum Nachweis von
CaEFB1 c-DNA durch RT-PCR
445 CTGTCTACAAGGCCAGCTTTG "Upstream”-Primer zum Nachweis von
CaSEC20 c-DNA durch RT-PCR
446 CTGCAATATACCTGCTGATAAC “Downstream” -Primer zum Nachweis von
CaSEC20 c-DNA durch RT-PCR
346 AGATAAGAATGCGGCCGCTTCCAT Primer mit Notl-Schnittstelle fur die
TGATGATGTCG Integration des c-myc-Epitops in das
CaSEC20-Gen
357 AGATAAGAATGCGGCCGCAATGG  Primer mit c-myc-Tag und Notl-Schnittstelle
AACAGAAGTTGATTTCCGAAGAAG fir c-myc-Epitop Integration in das
ACCTCCATATTGTAGATGAACTAT CaSEC20-Gen
AGG
424  CAACGATTTGTTAGCTAGATCTAA Mutagenese Primer197/1 N® A
GAAAATTGTC
425 GACAATTTTCTTAGATCTAGCTAA Mutagenese Primer 197/2 N® A
CAAATCGTTG
426 CTGTGATTGCTGCTGCCGCGGAAA Mutagenese Primer 284/1 TT® AA
TCGTCGACTATGAGGC
427 GCCTCATAGTCGACGATTTCCGCG Mutagenese Primer 284/2 TT® AA
GCAGCAGCAATCACAG
428 GGTAGTGGAATCTCTTGCGGCAGC Mutagenese Primer 321/1 TTSS® AAAA
AGCAATGGAAGCGGCCGC
429 GCGGCCGCTTCCATTGCTGCTGCC Mutagenese Primer 321/2 TTSS® AAAA
GCAAGAGATTCCACTACC
430 CTGCAAGTGATATGATAGTTGCAG Mutagenese Primer 278/1 SS® AA
CTGTGATTGCTGCTACCACGG
431 CCGTGGTAGCAGCAATCACAGCTG Mutagenese Primer 278/2 SS® AA

CAACTATCATATCACTTGCAG
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Oligo Sequenz (5'-3') Beschreibung

432 CGAAAACTTTGTTGGATGCCTTGG Mutagenese Primer 299/1 TxS® AXA
CCAACGCTGTGGACTC

433 GAGTCCACAGCGTTCGCCAAGGCA Mutagenese Primer 299/2 TXS® AXA
TCCAACAAAGTTTTCG

434  GCTTGGAGGTGGTAGAGCTAAAG Mutagenese Primer 267/1 S® A
GGTTATCTGC

435 GCAGATAACCCTTTAGCTCTACCA Mutagenese Primer 267/2 S® A
CCTCCAAGC

436 CGTCGACTATGAGGCAGCGAAAA  Mutagenese Primer 293/1 TXT® AxA
GCTTTGTTGGATACCTTGTCG

437 CGACAAGGTATCCAACAAAGCTTT Mutagenese Primer 293/2 TXT® AxA
CGCTGCCTCATAGTCGACG

438 GGTAGAAGTAAAGGGTTAGCTGC  Mutagenese Primer 271/1 SxS® AxA
AGCTGATATGATAGTTTCATC

439 GATGAAACTATCATATCAGCTGCA Mutagenese Primer 271/2 SxS® AxA
GCTAACCCTTTACTTCTACC

464 AATAGATCTCACTTGTCATCGTCA Primer mit 3xflag-Tag und Bgll1-Schnittstelle
TCCTTGTAATCGATGTCATGATCTT fur 3xflag-Epitop Erstellung am C-Terminus
TATAATCACCGTCATGGTCTTTGT  das CaTlP20-Gen
AGTCCATATACATTACTCTACTTA
ATAAATTCTG

PCR-Produkte Wurden Uber die Smal-Schnittstelle in den Vektor pUC18 (Fa. Pharmacia,
SureClone Kit™) kloniert. Dieser ein 2686 bp groRer Vektor enthdt ein Gen, das eine
Ampicillinresistenz vermittelt.

2.4 Molekularbiologische M ethoden

Alle Arbeiten wurden, soweit nicht anders beschrieben, nach Standardmethoden durchgefhrt
(Sambrook et al., 1989).

2.4.1 Restriktionsendonukleolyse

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

2.4.2 Préaparation von RNase (DNase-frel)

RNase A (Fa. Boehringer Mannheim) wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) gel6st und 30 min bei 100°C inkubiert. Nach Abkuhlen
auf RT wurde die L6sung aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.4.3 Auffullen von 5 -tiber hangenden Enden

Um kohésive geschnittene DNA-Enden nach einer Restriktionsendonukleolyse (0,5 pg DNA) in
stumpfe Enden umzuwandeln, wurde eine Auffullreaktion durchgefihrt. Hierzu wurden 5'-
Uberhdngende DNA-Enden durch zugegebene dNTP (0,5 pl einer 25 mM Losung) und Klenow-
Fragment (3 U) in 30 min bel 37°C zu Doppelstrangen ergéanzt. Nach Inkubation von 15 min bel
72°C und anschlief?ender Phenol-/Chloroformextraktion wurde die DNA mit Ethanol geféllt und
in TE-Puffer aufgenommen.
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2.4.4 Entfernen von 3 -Uberhangenden Enden

Die zu behandelnden Fragmente wurden mit 2,5 U T4-Polymerase (Boehringer), je 0,5 mM
dATP, dCTP, dGTP und dTTP in Anwesenheit des entspreichenden Puffers, 20 min bei 16°C
inkubiert. Nach Zugabe von 20 mM EDTA wurde eine Phenol-/Chloroformextraktion
durchgefihrt, die DNA mit Ethanol geféllt und in TE-Puffer aufgenommen.

2.4.5 Phosphatasereaktion

Plasmid-DNA wurde fur Klonierungszwecke am 5-Ende dephosphoryliert, um eine
Rezirkularisierung des Plasmides ohne inserierte Fremd-DNA zu verhindern. Dazu wurde nach
der Restriktionsendonukleolyse ein Uberschul? an alkalischer Phosphatase zugegeben und fur 15
min bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Proben Uber ein Agarosegel aufgereinigt.

2.4.6 Ligation

Ligationsreaktionen zur Verknipfung verschiedener DNA-Molekile (Insert + Vektor in
aguimolaren Konzentrationen) wurden in einem moglichst kleinen Volumen (ca. 10 pl) mit
Ligationspuffer (66 mM Tris-HCI pH 7,6, 5 mM MgCh, 5 mM DTT, 05 mM ATP) und T4
DNA-Ligase (bei kohasiven Enden 0,1 U oder bei stumpfen Enden 1 U) mind. 5h bei 16°C
inkubiert. Die Rezirkularisierung von Plasmiden erfolgte in einem Volumen von 30 m fir 2 h bel
RT. Zur Kontrolle wurde immer eine Ligation ohne I nsertzugabe angesetzt.

2.4.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

DNA wurde fur die Absorptionsmessung bei 260 nm in unvergdlitem Ethanol gefdllt, da
Vergdllungsmittel ebenso wie Phenol, RNA und Nukleotide bel 260 nm absorbieren.
Nukleoproteine absorbieren bei 260 nm. Die Extinktion Eyxsp = 1 entspricht 50 pg/ml
doppelstréngiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA sowie 33 pg/ml ssDNA (Mdiller et al., 1993)

2.5 PCR (Polymerase-K ettenr eaktion)

Die zur Amplifizierung von DNA dienende Polymerase-K ettenreaktion (PCR) von Mullis und
Falona (1987) wurde in einem Thermozykler der Firma Biometra druchgefiihrt. Die
Annealingtemperaturen, sowie die Elongationszeit wurde den eingesetzten Primern, bzw. dem
erwarteten PCR-Fragment angepaldt. PCR-Fragmente wurden mit dem , QlAquick PCR-
Purification-Kit* der Firma Qiagen aufgereinigt.

2.5.1 Kolonie-PCR

Zur Verifizierung von S. cerevisiae oder C. albicans Disruptanten wurde eine PCR auf ganzen
Zellen durchgefihrt. Es wurde etwas Kolonie in 15 pl 0,02 M NaOH-L 6sung resuspendiert, fur
10 min bei 95°C inkubiert und anschlief3end auf Eis aufbewahrt. In die folgende PCR wurden
2 ul der Suspension bei einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt. Es wurde die von Roche
bezogene HighFidelity-Polymerase eingesetzt und fur die PCR den Angaben des Herstellers

gefolgt.
2.5.2 Mutagenese-PCR

Punktmutationen wurden mit Hilfe des , QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit* der Fa.
Stratagene generiert.
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2.5.3 Konstruktion einesc-myc Epitop markierten Sec20-Proteins

Zur EinfUhrung eines c-myc-Epitops in das CaSEC20-Gen wurde eine PCR mit den Primern
#346 und #357 (Tabelle 10) auf dem Plasmid pY W1 durchgefiihrt (94°C, 45 s; 50°C, 45s; 68°C,
1 min; 35 Zyklen). Beide Primer enthalten eine Notl-Schnittstelle sowie Homologien zum
CaSEC20-Gen. Der Primer #357 beinhaltet zusétzlich die 33 Basenpaare umfassende Sequenz
fur das c-myc-Epitop. Das erhaltene PCR-Produkt wurde durch Gelelution aufgereinigt und
anschlief3end Uber Nacht mit Notl geschnitten. Das lineare PCR-Fragment wurde zur Entfernung
des Ausgangsplasmids aus dem PCR-Ansatz eine Stunde mit 2 U Dpnl geschnitten und
anschlief3end wieder durch Gelelution aufgereinigt. Nach Religation und Transformation in
E. coli wurde das erhaltene Plasmid (pY W61, siehe Abb. 5) sequenziert, um die Integration des
Epitops zu Uberpriifen. Anschlief3end wurde der offene Leserahmen von CaSEC20 einschliefdlich
des Epitops BamHI aus pY W61 herausgeschnitten und in pBI-1 unter die Kontrolle des PCK1-
Promotors gestellt. Das generierte Plasmid wurde mit pY W69 bezeichnet.

%, Abb. 5. Schematische Darstellung zur
EinfUhrung eines c-myc Epitops in das
CaSEC24 CaSEC20 CaSEC20-Gen zur Konstruktion des
Plasmids pYW®61. Durch die
synthetischen Oligonukleotide, die beide
eine Notl-Schnittstelle enthalten, wurde
----- =iy c-Epitop das c-myc-Epitop in das leseraster des
CaSEC20-Gens direkt N-termina vor
dem moglichen ER-Retentionssignal
VDEL kloniert.

& Newl-Bchnitisielle

2.5.4 RT-PCR

Gesamt-RNA  wurde wie unter 2.11.2 beschrieben hergestellt und anschlief?end die
Konzentration ( vergleiche 2.4.7) abgeschétzt. Die Hefe-RNA wurde nach den Angaben des
Herstellers mit DNasel (Gibco BRL) behandelt. Die reverse Transkription und die anschlief3ende
PCR (RT-PCR) wurde in einer Ein-Schritt-Reaktion durchgefihrt. Reverse Transkriptase (RT
von Sigma), spezifische Primer sowie dNTP's wurden den Angaben des Herstellers folgend in
einem Volumen von 50 pl zusammengegeben. Die cDNA Synthese erfolgte bei 45°C fir
45 Minuten. Zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurde das Reaktionsgemisch 3 min
auf 95°C erhitzt. Es folgte eine PCR mit 30 Zyklen (94°C, 45 s, 56°C, 40s, 72°C, 45s).

2.6 Transformation

2.6.1 Transformation von E. coli

Transformation ist zur Amplifikation klonierter Gene notwendig, sowie zur Herstellung von
genomischen oder cDNA-Bibliotheken. Thr Erfolg ist abhéngig von der DNA (Struktur), der Art
der Transformationsmethode und dem Kompetenzgrad der als Empfanger eingesetzten
Bakterien. Die Transformation von E. coli erfolgt nach der Rubidiumchlorid-Methode von
Hanahan (1983) oder durch Elektroporation (Dower et al., 1988; Wirth et al., 1989).
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2.6.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von Plasmiden in S. cerevisiae wurde in Anlehnung an die Methode von
Klebe et al. (1983), modifiziert nach Dohmen et al. (1991), durchgefihrt.

Zur Konstruktion von Deletionsstémmen und fur Transformationen von Genbanken wurden die
Zellen mittels der Lithiumacetat-Methode (Gietz et al., 1992) transformiert.

2.6.3 Herstellung von S. cerevisiae-Deletionsstammen

Die Ddetion von Genen in S cerevisiae wurde nach der ,One-Step-Gene-Replacement”-
Methode (Rothstein, 1983) durchgefiihrt. Die Deletionskonstrukte wurden Uber PCR in
Anlehnung an die von Wach (1996) entwickelte Methode konstruiert. Dabei wurden PCR-
Produkte von den Plasmiden pFA6a-kanMX6-PGAL1 oder pFA6aTRP1-PGAL1 (Longtine
et al., 1998) mit den, unter 2.3.4 angegebenen, Oligonukleotiden erzeugt. Zur Herstellung von
Deletionstammen wurden Stdmme mit 10-20 ug DNA des PCR-Produkts mit der Lithiumacetat-
Methode transformiert. Transformanden wurden nach einer 8-stiindigen Regeneration in
Vollmedium auf Geneticin-haltigem Vollmedium (G418 200 mg/l) oder direkt auf Tryptophan-
frelem Minimalmedium selektioniert. Die Uberprifung der korrekten Deletion erfolgte mittels
PCR.

2.6.4 Transformation von C. albicans

Die Transformation von C. albicans Zellen erfolgte in Anlehnung an die Methode von Sherman
et al. (1986) in der von Srikantha et al. (1995) modifizierten Form. Die Zellen wurden
gphéroplastiert. 3 pg Plasmid DNA und 10 pg Fragment (fir eine Integration ins Genom)
wurden fir die folgende Transformation eingesetzt. Alternativ wurde fur die Transformation von
Plasmiden eine ,, Schnell-Trafo-Methode" verwendet. Hierbei wurden 200 ul einer tber Nacht
Kultur abzentrifugiert und in 100 pl 10 x OSB-Mix ( 0,2 ml 1 M LiAc, 0,8 ml 50 % PEG 8000,
15mg DTT, 250 pg ssDNA) aufgenommen. Nach Zugabe der zu transformierenden DNA
wurden die Zellen gemischt und 60 min bei 43°C inkubiert. Anschlief3end wurden sie auf
Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C drel Tage inkubiert.

2.7 Hergtellung diploider S. cerevisae-Stamme

2.7.1 Induzierter Paarungstyp-Wechsel bel S. cerevisiae

Ein haploider Stamm wurde mit dem Plasmid Y CpHO transformiert (Russell et al., 1986)und auf
Uracil-freiem Medium selektioniert. Durch die auf dem Plasmid kodierte HO-Endonuklease
kommt es zum Paarungstypwechsel und anschlief3end zur Paarung der Hefen. Nach der Paarung
erhdt man diploide Zellen, die wieder ihr Plasmid verlieren sollen, damit der Paarungstyp, der
haploiden Nachkommen, konstant bleibt. Hierfir wurden Transformanden in Vollmedium bis
zur stationdren Wachstumsphase angezogen und anschlief3end 1:1000 in frischem Vollmedium
verdinnt. Die Anzucht in Vollmedium erfolgte Uber 4 Tage. Dann wurden die Zellen auf
Vollmedium plattiert und nach Wachstum auf Uracil-Mangelmedium gestempelt, um Plasmid-
freie diploide Kolonien zu identifizieren.
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2.7.2 Sporulation und Tetradenpraparation

Zur Tetradenpréparation wurden die diploiden Zellen in 5 ml YPD-Medium bis zur stationéren
Wachstumsphase angezogen, 5min bei 3000 Upm abzentrifugiert und auf 1 %igen
Kaliumacetat-Platten zur Sporulation aufgetropft. Nach erfolgter Tetraden Bildung (ca. 4-6 Tage
bei 30°C) wurden die sporulierten Zellen in 500 pl HO suspendiert. Durch eine Inkubation bei
RT (7 min), nach Zugabe von 5 ul b-Glucuronidase/Arylsulfatase (Roche, Mannheim) wurde die
Ascuswand teilweise abgebaut. Auf Eis konnten die Zellen ca. 2 h aufbewahrt werden. Die
Trennung der einzelnen Sporen erfolgte mittels eines Mikromanipulators (Bachhofer Typ 4086)
auf einem HO-Agarosepléttchen (2,5 %). Nach der Beimpfung mit Sporen wurde dieses auf
Vollmedium (0,1 % Glucose; 2 % Galactose) gegeben und bei 30°C fir zwel Tage inkubiert.

2.8 Analysevon Proteinen
2.8.1 Antikorper

Die Analyse von Proteinen erfolgte unter anderem mit Hilfe von den in Tabelle 11 angegebenen
Antikorpern.  Zum Nachweis der Peroxidase des Sekundarantikérpers wurde der ein
Chemilumineszenz Essay (PIERCE, Super-Signal® Ultra) eingesetzt.

Tabelle 11: Verwendete Antikorperkombinationen

Priméarantikorper Sekundéarantikorper

Anti-c-myc, Maus, 1:500 (9E10; Roche) Anti-Maus, polyklonal aus Ziege, konjugiert
mit Peroxidase, 1:60000 (Jackson Immunologie
Research Lab. Inc.)

Anti-c-myc, Maus, 1:1000 (9E10, Babco) Anti-Maus, polyklonal aus Ziege, konjugiert
mit FITC, 1:3000 (Molecular Probes)

Anti-c-myc, Maus, konjugiert mit Peroxidase,
1:1000 (9E10, Boehringer Mannheim)

Anti-flag, Maus, konjugiert mit Peroxidase,
1:1000 (Sigma)

Anti- SAP2, Maus, 1: 2000 (freundlicher Weise Anti-Maus, polyklonal aus Ziege, konjugiert
von Frau Borg-von Zepelin zur Verfligung mit Peroxidase, 1:60000 (Jackson Immunologie
gestellt) Research Lab. Inc.)

2.8.2 Herstellung von Hefe-Rohextrakten

Zur Herstellung von Rohextrakten wurden 20 ml SCAA Medium aus einer Ubernachtkultur auf
ODeoo = 0,1 angeimpft und mehrer Stunden bel 30°C inkubiert. Diese Kultur wurde dann bei
einer ODgpo= 1-4 abzentrifugiert (5 min, 3500 Upm) und das Pellet in 2 ml dH,O gewaschen und
Uber Nacht bei —20°C gelagert. FUr den Zellaufschlufd wurde das Pellet in 500 ul RE-Puffer (50
mM HEPES-KOH, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 pg/ml Antipain (Sigma
A6191) und PepstatinA (Sigma P4262) und Leupeptin (Sigma L2884), pH 7,5 aufgenommen
und mit einem Volumen Glasperlen versetzt. Nach 10 min Schitteln auf einem Vibrax (VX 2E,

Janke & Kunkel) auf héchster Stufe bei 4°C erfolgte eine Abtrennung der Zelltrimmer und der
Glasperlen von dem klaren Uberstand durch Zentrifugation (3 min, 3500 Upm). Nach
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Bestimmung der Proteinkonzentration (2.8.4) wurden die Rohextrakte (= Uberstand) bei —70°C
gelagert.

2.8.3 Herstellung von Membranextrakten

Zur Herstellung von Membranextrakten wurden 20 ml logarithmisch wachsende Zellen geerntet.
In Anlehnung an die von Sherman et al. (1986) in der von Srikantha et al. (1995) beschriebenen
Methode wurden sphéaroplastierte Zellen hergestellt. Diese wurden mit 1 M Sorbitol gewaschen
und in 1,2 ml Lysis-Puffer (0,4 M Sorbitol; 150 mM KAc; 20 mM HEPES pH 6,8; 2 mM MgAc;
0,5 mM EGTA) aufgenommen um in 200 ul Aliquots bei —70°C gelagert zu werden. Nach dem
Auftauen wurden die Zellen in 10 ml unterschiedliche Puffer Uberfhrt. Es wurde Lysis-Puffer,
Lysis-Puffer mit 1 % Triton-X-100, Natriumcarbonat (0,5 M, pH 11,5), Natriumchlorid (1 M)
oder Harnstoff (5 M) verwendet. Allen Ansdtzen wurde 10 pl DTT (1 M) und Proteaseinhibitor
zugesetzt. Nach 1 h auf Eisund 1 h bei RT erfolgte eine Zentrifugation mit 1200000 g fir 30 min.
Das Pellet wurde in 50 pl Laemmli-Puffer aufgenommen und fir 10 min bei 95°C aufgekocht.
Die Proteine des Uberstands wurden mit 10 % TCA gefallt und anschliefend auch in Laemmli-
Puffer aufgenommen. Auf das Gel wurden jeweils 10 pl des Pellets und die gesamten Proteine
des Uberstands aufgetragen.

2.8.4 Bestimmungder Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteingehaltsbestimmung nach Bradford (1976) beruht darauf, dai? 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
verdunnt und mit 0,2 ml ,BioRad Protein Assay Dye Reagent* (BioRad) versetzt. Das Gemisch
wurde 15 min bel RT inkubiert und die Messung erfolgte in einem Spektrometer bei 595 nm. Als
Standard wurde eine Eichkurve mit 1-15 pg BSA erstellt.

2.8.5 Two-Hybrid-Analyse

FUr den Test auf Interaktion zwischen zwel Proteinen wird das eine Protein an die Gal4p-DNA-
Bindedomane (=Gal4p-BD) und das andere an die Gal4p-Aktivierungsdomane (=Gal4p-AD)
fusioniert bzw. umgekehrt. Fir die Expression dieser Hybrid-Proteine werden 2u-Vektoren
verwendet mit der Gal4p-BD bzw. AD unter der Kontrolle des ADH1-Promotors. Die Proteine
wurden in dem Stamm PJ69-4A (James et al., 1996) auf Interaktion getestet. Dieser Stamm
enthdlt die Reporter-Gene lacZ, HIS3 und ADE3 unter Kontrolle von Gal4p-abhéngigen
Promotoren. Als Positivkontrollen werden Proteine verwendet, von denen eine Interaktion
bekannt ist. In dieser Arbeit wurden drei unterschiedlich stark interagierende Proteinpaare
eingesetzt. Die starkste Aktivierung wird durch das Gal4-Protein ausgelost (+++), gefolgt von
der Aktivierung durch die Interaktion des zelluléaren p53-Proteins und des ,large T-Antigen®
vom SV40-Virus (++) (Li und Fields, 1993). Als Positivkontrolle einer schwachen Interaktion
wurde die Interaktion von SNF1 und SNF4 (+) (Celenza und Carlson, 1989) eingesetzt.

2.8.6 Bestimmungen enzymatischer Aktivitaten
2.8.6.1 Qualitative Bestimmung der b-Galaktosidase-Aktivitét (, Overlay-Assay")

Zur groben und schnellen Abschétzung der b-Galaktosidase-Aktivitdt wurde der , Overlay-
Assay* verwendet (Suckow und Hollenberg, 1998). Dazu wurden Zellen auf Platten
ausgestrichen oder ,, gefroggert” und tUber Nacht inkubiert. 1 % Agarose wurde mit 10 ml H,O
aufgekocht und danach mit 10ml 1M Natrium-Phosphat-Puffer pH 7,0, versetzt. Nach
Abkuhlen wurden diesem Gemisch 50 pul SDS-Lésung (10 %) und 400 pl  X-Gal-Losung
(5 mg/ml in DMF gelost) zugesetzt. Jede Platte wurde mit 10 ml dieser Losung Uberschichtet.
Die Platten wurden nach dem Uberschichten noch 10 min — 2 h bei 30°C inkubiert und die
Blaufarbung tberpruft.
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2.8.6.2 Quantitative Bestimmung der b-Galaktosidase-Aktivitét

Die genaue Bestimmung der [Gaaktosidase-Aktivitdét der Zellen, die in der
» TwWo-Hybrid“-Analyse verwendet bzw. gefunden wurden, erfolgte mittels einer
Endpunktbestimmung. Die ODgoo €iner Ubernachtkultur wurde gemessen und 1 ml dieser Kultur
abzentrifugiert (2 min, 13000 Upm). Das Pellet wurde in 100 ul Lysis-Puffer (0,1 M Tris’/HCI
pH 7,5; 0,05 % Triton X-100) aufgenommen und bei —70°C mindestens zwei Stunden gelagert.
Die Proben wurden bei 30°C aufgetaut und mit 750 pl Z-Puffer mit frischem ONPG (60 mM
NaHPO4, 40 mM NaH;PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSOs, 1 mg/ml O-Nitrophenyl-3-D-
Galactopyranosid, pH 7,0) bis zur Gelbféarbung inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
500 pl 1 M Natriumcarbonat-L 6sung gestoppt und die Inkubationszeit (t) ermittelt. Nach kurzem
Abzentrifugieren wurde die Extinktion bel 420 nm photometrisch bestimmt, wobel die
Extinktion 1,0 nicht Uberschreiten sollte. Die Enzymaktivitdt wurde mit der folgenden Formel
ermittelt (Golemis und Khaha, 1994; Miller, 1992):

(1000/t) X (ODa420/ODggo) =y Miller-Units.

Fir den Test wurden jeweils doppelte Ubernachtkulturen angesetzt, von denen wiederum
Doppelproben untersucht wurden. Es wurden bel jedem Testansatz Positivkontrollen sowie
Negativkontrollen eingesetzt.

2.8.7 Messungder Chitinase-Aktivitat

Die Herstellung der Extrakte und die Durchfiihrung des Enzymtests erfolgte in Anlehnung an die
Methode von McCreath et al. (1995). Von einer in YPD (4 % Glukose) stationdr gewachsenen
Kultur wurde 1 ml abgenommen und zentrifugiert. Der Kulturiberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefal? tberfiihrt und das Pellet wurde zweimal mit 100 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,0 gewaschen und anschlief?end in 1 ml Mcllvaine-Puffer (39 ml 0,2 M NaHPO4, 61 ml
0,1 M Citronensaure, pH 4,0) resuspendiert. Je 20 pl des Kulturiberstands bzw. der Zellen
wurden mit 20 pl 250 pM MUF-Chitotetraose (Sigma; gelost in Mcllvaine-Puffer, pH 4,0) und
60 pl Mcllvaine-Puffer versetzt und 60 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 100 ul 0,5 M Natriumcarbonat-Ldsung abgestoppt und anschlief?end wurde die
relative Fluoreszenz der Proben in einem Fluorometer (Fluoroskan Ascent FL von Labsystems)
gemessen. Als Negativkontrolle diente Mcllvaine-Puffer, als Positivkontrolle diente ein Domt1-
Stamm (Timpel et al., 1998), von dem bekannt ist, dal3 er eine veranderte Chitinase-Aktivitét hat.

2.8.8 BSA Metabolisierung und SAP Sekretion

Die Untersuchungen zur BSA (bovin serum abumin) Metabolisierung und SAP (secreted
aspartyl protease) Sekretion in C. albicans erfolgte in Anlehnung an die von Moa et al. (1999)
beschriebene Methode. 5 ml einer SD-Ubernachtkultur wurden 5 min bei 5000 Upm
abzentrifugiert und in Promotor-inhibierendem Medium aufgenommen. Der Stamm CA2d2m
(sec20D::hisG/MET3p-SEC20) wurde in Minimalmedium mit 0,5 M Methionin und 0,5 M
Cystein aufgenommen. Bel Versuchen mit dem Stamm CAr10a3 (sec20D::hisG/PCK1p-SEC20)
wurde Minimalmedium mit 4 % Glukose eingesetzt. Nach einer Inkubation von weiteren acht
Stunden wurden die Zellen 5 min bei 5000 Upm abzentrifugiert und in BSA Medium [1,17 %
Y CB (yeast carbon base) pH 4,4; 0,01 % YE (yeast extract); 1 % BSA und 4 % Glukose bzw. 2

% Glukose und 0,5 M Methionin/Cystein] aufgenommen. Es wurde eine ODgoo VOn zehn
eingestellt. Die Zellen wurden weiterhin bei 30°C inkubiert und zu den Zeitpunkten null, zweli,
vier usw. Stunden wurden 100 pl Kultur entnommen. Die entnommene Probe wurde 3 min bel
13000 Upm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit 3xLaemmli (siehe 2.8.9) versetzt.
Anschlieffend wurden die Proben tiber eine SDS-PA GE aufgetrennt.



Material und Methoden A

2.8.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Herstellung der Gele:

Zur Auftrennung von Proteinen wurden denaturierende SDS-Gele verwendet, deren
Polyacrylamidkonzentration zwischen 8 und 16 % fur Proteine mit einer molekularen Masse
zwischen 150 und 14 kDa variierte. Zunéchst wurde das untere Trenngel mit folgender
Zusammensetzung gegossen (hier exemplarisch fir ein 10 % iges Gel angegeben):

1,56 ml  Trenngelpuffer [1,5M Tris-HCI; 1,0 % (w/v) SDS; pH 8,8]

20ml Acrylamidlésung [30 %iges Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1); Fa. BioRad]
2,44 ml aqua bidest.

6 mg Ammoniumpersulfat

6 ul TEMED

Das Trenngel wurde sofort nach dem Gief3en mit 0,5 %iger (w/v) SDS-Losung Uberschichtet.
Nach erfolgter Polymerisation (ca. 1 h) wurde die SDS-L6sung mit Wasser herausgesptilt und
das Sammelgel mit folgender Zusammensetzung gegossen:

0,25 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCI; 1,0 % (w/v) SDS; pH 6,8)

0,26 ml  Acrylamidiésung (30 %iges Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1); Fa. BioRad)
1,22 ml aqua bidest.

2mg Ammoniumpersulfat

2ul TEMED

Zum Gieflen der Gele wurde eine Apparatur von Hoefer Scientific (San Francisco, USA)
verwendet.

Vorbereitung der Proben:

Die aufzutrennenden Proteine wurden sofort nach der Prdparation im Verhdtnis 2:1 mit 3x
Laemmli-Puffer (30 % Glycerin, 6 % SDS, 188 mM Tris/HCI pH 6,8, 15 % 3-Mercaptoethanal,
0,006 % Bromphenolblau; Laemmli, 1970) vermischt und 10 min bei 95°C denaturiert. Die
Proteine im Gel wurden ggf. mit Coomassie (0,3 g Coomassie-Brilliantblue G250, 1,5 ml
Methanol, 30 g TCA, ad 30 ml aqua bidest., filtrieren, 180 ml 50 % (w/v) TCA) angeféarbt und
anschlief?end wurde das Gel bis zur gewilnschten Blaufarbung wieder entfarbt (15 % (v/iv)
Methanol, 7,6 % (w/v) Essigsaure).

2.8.10 Immunologischer Nachweis spezifischer Proteine ber Western Blot-Analyse

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel (siehe
2.8.7) auf eine Immobilon-P-Membran (PVDF-Membran von Millipore, Eschborn) erfolgte im
Tankblot-Verfahren (Towbin et al., 1979). Die Membran wurde wie vom Hersteller empfohlen
vorbehandelt.

Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte im Transferpuffer (25 mM Tris,
192 mM Glycin, 20 % Methanol) Gber Nacht bei 150 mA. Eine reversible Anfarbung der
Ubertragenen Proteine wurde ggf. mit Ponceau S-Lésung (250 mg Ponceau S, 40 ml Methanol,
15 ml Essigsaure, ad 100 ml aqua bidest.) durchgefihrt.

Zur Séttigung freier Bindungsstellen fir anschlief3ende Versuche wurde die Membran Uber
Nacht bei RT mit ,, Blocking“-L6sung (Roche) geblockt.

2.9 Nachwesvon Proteinmodifikationen

2.9.1.1 Glykosylierung

Die Glykosylierung sollte durch die Verwendung von Concanavalin A (ConA) detektiert
werden. ConA hat eine relativ geringe Spezifitédt und bindet eine Reihe von Zuckerstrukturen.
Hier wurde, angelehnt an eine Vorschrift von Sweet und Pelham (1992), verfahren. Abweichend
von der oben beschriebenen Methode zur Herstellung von Zell-Rohextrakten (2.8.2) erfolgte der
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Zellaufschlu® mit ConA-Prézipitations-Puffer (1,6 % TritonX-100, 0,1 % SDS, 0,5 M NaCl,
20 mM Natriumphosphat-Puffer pH 7,6) und Glasperlen. Nach Zellaufschlufd wurde die Probe
geteilt und in zwel Parallelansdtzen weiter bearbeitet (Abb. 6). 150 pg Protein wurden 1:18 in
ConA-Sepharose (Pharmacia) und ConA-Préazipitations-Puffer verdinnt und fir vier Stunden bei
4°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde die ungebundene Fraktion durch zwei Vol. Aceton
gefdlt und in 2xLaemmli-Puffer (siehe 2.8.7) aufgenommen. Die Sepharose-Matrix wurde in
ConA-Prézipitations-Puffer resuspendiert und mit bzw. ohne 10 % Methyla D-Mannopyranosid
(Sigma) fur 45 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit zwei Vol.

Aceton versetzt und die Proteine wurden geféllt. Das Prézipitat wurde vierma mit 250 pl ConA-
Bindepuffer (0,05 % SDS, 20 mM TrisHCI pH 7,4, 0,5 M NaCl) gewaschen und anschlie3end in
2x Laemmli aufgenommen. Es wurden jeweils 30 pg Protein Uber ein SDS-Gel aufgetrennt und
wie oben beschrieben (siehe 2.8.10) detektiert. Die 30 pg entsprachen 10 pl P1, 60 pl U1, 60 pl
U2, 10 pl P3 und 60 pl U3 (vergleiche Abb. 6).

10 ml Zellen ernten (05, = 0.6
B0 il Cond-Privzip -Puffer
Bt ul Glasperlen

il B8 pl Cond-Priazip -Pufler waschen
1 mun, 2004 Lipm

120k ul Rohextrakt
(2.5 pg'pl Protein)

/N

i) ul Rohextrakt ) ul Rohextrakt
(150 pg {i-.'ri:||||||.~ri-|n..'|r'.,- (150 pg Gesamtprotein)
00k pl Cond Sepharose 100wl Cond Sepharose
= 900 pl ConA-Prizip.-Pulter 900 il Cond-Priizip. -Puffer

5, 13000 TTpam

Priizipatat Uberstand (U1) Priizipitz !I :
1 ml ConA=Priizip -Puffer | |1|] Cond-Prézp - Puffer
1 mil MethvloD-Mannoy pranosid

l 43 min. Rl l-li min. B

455, 13N Upm
45 5. 1300) II|'||1'|

Priizipitat Uberstand her o
[ b2 Vol (Zml) Aceton i ztn.l_-::“.:”:tl,m 1 Acelon Fricipitat
d mal waschen
mit 250 ul 4 h.-20°C 4 mal aschen
ConA-BindepufTer 2 ml, 30 min, 13000 Upm mif ::1',' ul :
ConA-Bindepuffer
Priizipitat (P1) Prizipitat (112) Prizipitat (U3) Priizipirat (P3)

200 ul 2% Laemmli £ 200 ul 2% Laemmls 200 pl 2x Laemuml F Wl 2% Laemmli
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Abb. 6: FluRschema zur Bindung von Glykoproteinen an Concanavalin A
Die Versuchsdurchfihrung erfolgte auf Eis in Gegenwart von Proteaseinhibitoren (1 ug/ml Antipain, Pepstatin und
L eupeptin).

2.9.1.2 N-Glykosylierung

Zum Nachweis der Art der Glykosylierung wurde eine PNGaseF (Peptid:N-glycosidase F aus
Flavobacterium meningosepticum, Roche) Behandlung der Rohextrakte durchgeftihrt. PNGase F
ist eéine Amidase, die zwischen dem Asparagin und dem ersten GIcNAc (N-Acetylglukosamin)
der Glykosylketten in N-glykosylierten Proteinen spaltet. Rohextrakte (50 pug Protein) wurden
mit 1/10 Volumen Denaturierungspuffer (5 % SDS, 10 % R-Mercaptoethanol) versetzt und fir
10 min auf 95°C erhitzt. Nach Zugabe von 1/10 Volumen Reaktionspuffer (0,5 M Na-Citrat
pH7,5), /10 Volumen 10 %igem Detergenz NP-40 (hebt aus unbekannten Grinden die
Hemmung der PNGase durch SDS auf) und 1 pl PNGase F (10 U) wurde der Ansatz fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Der Ansatiz wurde mit 3x Laemmli versetzt und es folgte en
immunologischer Nachweis der Proteine (siehe 2.8.10).

2.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente wurden aus dem Gel herausgeschnitten und
dann entweder bel -20°C gelagert oder mit dem JET-SORB-Kit (Fa. Genomed) aus dem Gel
isoliert. Die Isolation erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.11 Préparation und Analyse von Nukleinsduren
2.11.1 Isolierungvon Plasmid-DNA auskE. cali

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte in Anlehnung an die Methode der
alkalischen Lyse nach Sambrook et al. (1989). Fur préparative Zwecke wurde die Plasmid-DNA
Uber Saulen der Firma Qiagen (Hilden) aufgereinigt. Hierbei wurde dem Protokoll des
Herstellers gefolgt. Die erhaltene Plaamid-DNA wurde in entsprechenden H>O-Mengen
aufgenommen, um eine Endkonzentration von 1 pug/ul zu erhalten.

2.11.2 Isolierungvon Gesamt-RNA ausHefe

Fur die Isolation von Gesamt-RNA wurden 20 ml Hefekultur (ODsp0=0,8 — 1,0) durch
Zentrifugation (3 min, 3500 Upm) geerntet und die RNA nach der Methode von Schmitt et al.
(1990) isoliert. Nach Bedarf erfolgte die Aufreinigung von PolyA-RNA im Anschlufd daran mit
Hilfe von oligo-dT-Saulen nach Vorschrift des ,Oligotex-mRNA“-Kits der Firma Qiagen
(Hilden). Bel Verwendung der RNA fir die RT-PCR wurde die isoliete mRNA noch mit
DNasel behandelt. Der DNA-Abbau erfolgte wie vom Hersteller (GibcoBRL) angegeben.

2.12 Blotting-M ethoden
2.12.1 Southern Blot

Mit Hilfe der von Southern (1975) eingefthrten Methode kann die DNA aus einem Agarosegel
auf eine Membran transferiert werden. Anschlief3end ist die Identifizierung spezifischer DNA-
Fragmente durch die Hybridisierung mit markierten DNA-Sonden méglich. Es wurde jeweils
1 pg DNA (wenn nicht anders beschrieben) Uber Nacht mit dem gewiinschten Restriktionsenzym
geschnitten, danach geféllt, rickgelst und in einem Agarosegel aufgetrennt. Der DNA-Transfer
erfolgte mit Hilfe einer Vakuumblotkammer (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia) nach dem
Protokoll des Herstellers. Die im Gel aufgetrennte DNA wurde hierfir nach Anlegen eines
stabilen Vakuums zuerst 3 min denaturiert, dann 3 min neutralisiert und schliefdich wurde die
DNA mit Transferpuffer auf die Nylonmembran (Hybond N, Amersham) Ubertragen. Nach
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dreimindtiger UV-Fixierung (312 nm) erfolgte die Préhybridisierung und die Hybridisierung mit
der jeweiligen Sonde bel 68°C im Wasserbad. Die Detektion wurde mit Hilfe von polyklonalen
Schaf-anti-Digoxigenin-Fab-Fragmenten von Boehringer (Mannheim) nach mitgeliefertem
Protokoll durchgefiihrt. Fr den Nachweis spezifischer Hybride wurde hierbei die kolorimetrisch
Variante gewahlt, bei der es durch die Zugabe von NBT (0,388 mg/ml) und X-Phosphat
(0,275 mg/ml) zur Blauférbung kommt.

Denaturierungsl6ésung: 1,5M NaCl, 0,5 M NaOH
Neutralisierunglosung: 3 M Na-Acetat, pH 5,5
Transferpuffer: 3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0

2.13 Immunochemische Detektion spezifischer Proteine

Der Nachweis exprimierter Proteine erfolgte mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Assays der Fa.
Boehringer Mannheim (No. 1500708). Es wurden die auf eine Immobilon-P-Membran (PVDF-
Membran von Millipore, Eschborn) fixierten Proteine mit spezifischen Antikorpern inkubiert.
Der resultierende Immunokomplex konnte mit Peroxidase gekoppeltem Antikorper detektiert
werden.

Die PVDF-Membran mit den transferierten Proteinen wurden nach kurzem Anfeuchten in TBS
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) fir 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°Cin 1 % , Blocking”-
Losung (Roche) geblockt. Anschlief3end wurde die Membran mindestens 1 h unter leichtem
Schitteln mit dem ersten Antikorper inkubiert. Zur Entfernung nichtgebundener Antikorper
wurden die Filter zweima mit TBST-Puffer [0,1 % (w/w) Tween 20 in TBS] und zweimal mit
0,5 % ,,Blocking”-L6sung bei RT jewells 10 min gawaschen. Es folgte eine Inkubation (1 h) mit
dem entsprechenden Zweit-Antikorper in 1 % ,, Blocking® -L ésung.

Zur Entfernung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 4-ma mit TBST-Puffer fur
15 min gewaschen. Nach kurzem Waschen in PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM NaHPQ,,
1,8mM, KH»PO4, pH 7,4) efolgte die Detektion durch die Vewendung des
Chemilumineszenzsubstrates ,, Super-Signd ULTRA" (Pierce) entsprechend der Anweisung des
Herstellers.

2.14 Pulse-Chase-Experimente

Fur Pulse-Chase-Experimente wurden Hefezellen in Na-Laktat-Medium tber Nacht vorgezogen
und aus dieser Vorkultur wiederum Uber Nacht eine 40 ml Kultur in Na-Laktat-Medium
angeimpft. Es wurden 20 ODsog-Einheiten logarithmisch wachsender Zellen abzentrifugiert und
in 25 ml frischem Na-Laktat-Medium aufgenommen. Nach 20 min Vorinkubation bei 30°
wurde die radloaktlve Markierung neu synthetisierter Proteine durch Zugabe von 100 pCi [*°S]-
Methionin (,Pulse*) begonnen (TRAN®SLABEL™, ICN). Nach den im Ergebnisteil
angegebenen Zeiten wurde 1/50 Volumen konzentrierter ,, Chase-Ldsung* (0,3 % Cystein; 0,4 %
Methionin) zugegeben (,,chase”). Nach den angegebenen Zeiten wurden Aliquots zu je 500 pl
abgenommen, 1 min bel 13000 Upm zentrifugiert und in 1 ml kalter 10 mM NaN3-Losung
aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 110 pl Lysis-Puffer (0,3 M
Sorbitol; 50 mM HEPES; 10 mM NaNs; pH 7,5) aufgenommen und in ein 2 ml ,Safe-Lock-
Eppendorf-Reaktionsgefald* mit 250 mg Glasperlen (0,25-0,50 mm Glasperlen, ROTH)
Uberfuhrt. Der Aufschlul? erfolgte durch siebenminitiges Schiitteln auf einem Vibrax (VX 2E,
Janke & Kunkel). Nach Zugabe von 100 pl 2x Laemmli-Puffer (siehe 2.8.9) wurden die
Zellextrakte 10 min bei 95°C denaturiert und bis zur weiteren Verarbeitung @.15) auf Eis
gesammelt.

2.15 Immunopr azipitation

Der Zdlaufschlu® erfolgt zunéchst wie in 2.14 beschrieben. Zu 210 pl denaturierter Probe
wurden 800 ul IP-Dilutionspuffer (1,25 % Trition X-100; 6 mM EDTA, 60 mM TrisHCI;
pH 7,6) gegeben. Nach zweiminutiger Zentrifugation bel 13000 Upm wurde unlésliches
Zellmaterial abgetrennt und der Uberstand in 1,5 ml , Safe-Lock* Eppendorf-Reaktionsgefale
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Uberfiihrt. Nach Inkubation mit 5 pl c-myc-Antikorper (Babco, 9E10) bei 4°C, Uber Nacht und
leichtem Invertieren wurden die Proben mit 50 pl 20 %iger ProteinA-Sepharose-L 6sung (20 %
ProteinA-Sepharose in |IP-Puffer, siehe unten) versetzt und weitere 4 h bei 4°C inkubiert.
Anschlieffend wurde dreimal mit IP-Puffer (1 % Trition X-100; 0,2 % SDS, 150 mM NaCl;
50 mM TrigHCl, pH 7,6; 5 mM EDTA) gewaschen. Das Sepharose-Pellet wurde mit 50 pl 1P-
Puffer, 50 pl 2x Laemmli-Puffer (siehe 2.8.9) und 100 mM DTT versetzt und 10 min bel 95°C
inkubiert. Die jeweils im Methodenteil angegebenen Mengen des immunprazipitierten Materials
wurde auf ein 11,5 % SDS-Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.8.9). Das Gel
von Pulse-Chase-Experimenten wurde anschlief?end 30 min in Fixierer (20 % Methanol; 7%
Essigsdure) gegeben, nach weiteren 30 min in Amplify (Amplify Fluorographic Reagent,
Amersham) wurde das Gel fir 2 h bel 80°C getrocknet. Die Proteine wurden durch
Autoradiographie mit einem Rontgenfilm nachgewiesen. Gele ohne vorheriges Pulse-Chase-
Experiment wurden auf eine PVDF-Membran geblottet und diese mit 2 % ,,Blocking* in PBST
(240 mM NaCl, 3mM KCI, 8mM NaHPO4, 1,8 mM, KH,POq4, pH 7,4, 0,05 % Tween20) 2 h
geblockt und einmal mit PBST gewaschen. Die Antikorperkopplung erfolgte mit einem
Peroxidase gekoppelten c-myc-Antikorper (Boehringer Mannheim) in PBST fur 1 h. Nach
viermaligem Waschen mit PBST wurde einmal mit PBS gewaschen (PBST ohne Tween20) und
die Detektion erfolgte mit dem Chemilumineszenzsubstrate , Super-SignalULTRA® (Pierce)
entsprechend der Anweisung des Herstellers.

2.15.1 Koimmunoprazipitation (adaptiert nach Shulewitz et al ., 1999)

Anaog zu 2.8.2 wurden aus zwei Stdmmen, die die entsprechenden Proteine Uberexprimieren,
Rohextrakte gewonnen. Die Herstellung der Rohextrakte erfolgte allerdings mit einem
abgewandelten RE-CO-Puffer (20 mM TrisHCI, pH 7,2; 125 mM KAc; 10 mM MgCh; 5 mM
Na-Bisulfit; 0,5 mM EDTA; 10 % Glycerol; 1 % Tween20). Durch Zugabe von 40 ul Protein-A-
Sepharose zu 200 pl Rohextrakt (je 100 pl der zwei unterschiedlichen Rohextrakte mit einer
Proteinkonzentration von ca. 2 pug/ul) und anschlief3ender Inkubation bei 4°C unter Bewegung
fur eine Stunde wurden unspezifisch an Protein-A bindende Bestandteile des Rohextraktes durch
Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand zu 40 pl neuer Protein-A-Sepharose gegeben. Nach
einer Stunde wurden 5 pl Antikorper (9E10, Babco) zugegeben und weitere drei Stunden unter
Bewegung bei 4°C inkubiert, anschlieffend dreimal mit RE-CO-Puffer gewaschen und
schliefdich in 50 pl SDS-Auftragspuffer mit 5 pl IM DTT for 5 min bei 95°C aufgekocht. Durch
Detektion mit dem Antikorper gegen das zweite Protein kann nach einem SDS-PAGE und einer
Western-Blot-Analyse eine Bindung des zweiten Proteins and das erste Protein nachgewiesen
werden.

2.16 Mikroskopische Untersuchungen

Alle mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Zeiss Axioskop durchgefuhrt. Die
Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Sony) aufgenommen und mit dem Programm ,, Adobe
Photoshop 5.0 nachbearbeitet.

2.16.1 Immunfluoreszenz

Hefezellen einer logarithmisch wachsenden Kultur wurden durch Zugabe von Formaldehyd (5

% Endkonzentration) zum Kulturmedium fir vier Stunden fixiert. Die Sphéroplastierung der
Zellen erfolgte, nach einmaligem Waschen mit Sorbitol-Puffer, durch Zymolyase (100T 10
mg/ml), 30 ul 3-Glucoronidase (Boehringer, Mannheim) und 10 pl 1 M DTT bei 37°C fir 60
min (Pringle et al., 1989). Die Zellen wurden auf einem mit Polylysin (0,1 % in HO)
vorbehandelten ,acht Loch“-Objekttrager fixiert. Zum Nachweis des c-myc-Epitop markierten
Sec20p wurde der anti-c-myc Antikorper 9E10 (BAbCO) verwendet. Zur Farbung der DNA
wurde der DNA-bindende Farbstoff DAPI (4’ ,6-diamidino-2-phenylindole) eingesetzt (Sigma
Chemicals, St. Louis).
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2.17 Elektronenmikroskopie

Die Membranstrukturen innerhalb der Zellen wurden mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
sichtbar gemacht. Die Zellen wurden in selektivem Medium bis zur logarithmischen
Wachstumsphase angezogen und anschlief3end durch Zentrifugation (5 min, 3500 Upm) geerntet
und fixiert. Die Fixierung erfolgte mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Methoden, wie unten
beschrieben.

2.17.1 Zédlfixierungdurch Glutaraldehyd

C. albicans Zellen wurden wahrend ihrer logarithmischen Wachstumsphase geerntet und mit
2,5 % Glutaraldehyd in 200 mM Cacodylatpuffer (pH 7,2) fir 2 h bel 4°C vorfixiert. Nach dem
Waschen mit Cacodylatpuffer wurden die Zellen mit 1,5% Osmiumtetraoxid in 100 mM
Cacodylatpuffer noch einmal fir eine Stunde bel RT fixiert. Es folgte ein stufenweises
Entwéssern der Zellen in Ethanol (15 %ig, 30 %ig, 50 %ig, 70 %ig in 200 MM Cacodylatpuffer),
wobei je 30 min pro Stufe gewaschen wurde. Nach mindestens 8 Stunden in 70 % Ethanol bei
4°C wurden die Zellen in 100 %igem Ethanol vollstandig dehydriert. Nach einer Reihe von
Waschungen mit 1,2-Epoxypropylenoxid (30 %ig, 50 %ig, 70 %ig und 100 %ig in Ethanol)
wurden die Zellen dann in Harz (Epon 812) eingebettet. Die Harzeinbettung wurde wie bei Luft
et al. (1961) angegeben durchgefiihrt. Anschlieffend wurden Schnitte von den Praparaten
angefertigt, die mit 2 %igem wassrigem Uranylacetet und Reynold's Eisencitrat angefarbt
wurden. Fir die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde ein Philips Mode 301
eingesetzt. Die Praparation der Zellen wurde unter Anleitung von Dr. U. J. Santore (Universitét,
Dusseldorf) durchgefihrt.

2.17.2 Zdlfixierung durch Kaliumper manganat

Fur eine Fixierung mit Kaliumpermanganat wurden die C. albicans Zellen wahrend ihrer
logarithmischen Wachstumsphase fir 10 min bel RT mit Glutaraldehyd (0,6 %) versetzt und
anschlief3end geerntet und mit dH,O gewaschen. Durch Rucklésen in Kaliumpermanganat
(4 %ig in dH20) und wenigstens 4 Stunden Schiitteln bei 4°C wurden die Zellen vollstandig
fixiert. Anschlieffend wurden die Zellen funfmal mit dH,O gewaschen und in Uranylacetat
(2 %ig in dH,0) Uber Nacht bel 4°C gelagert. Anschlief3end wurde dem in 2.17.1 beschriebenen
Protokoll der Entwésserung und Einbettung gefolgt.
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3 Ergebnisse

Fur die Pathogenitét von C. albicans werden hauptsachlich drei Virulenzfaktoren verantwortlich
gemacht, die sich gegenseitig beeinflussen. Hierzu zdhlen der Dimorphismus, die Adhésion an
Wirtszellen und die Sekretion von Enzymen, im besonderen die Sekretion von extrazelluléren
Hydrolasen. Proteine des Sekretionsweges sind neben der Ausschleusung von Enzymen auch am
Dimorphismus beteiligt (Nieto et al., 1993).

Der Sekretionsweg bei einem Eukaryoten wurde sehr genau an der apathogenen Hefe
S cerevisae untersucht. Es konnte gezeigt werden, da3 die Mechanismen des vesikuldren
Transports in Hefen und héheren Eukaryoten ahnlich sind. Bel diesen Untersuchungen wurde
auch das essentielle ER-Membranprotein Sec20p gefunden. Dieses Transmembranprotein ist
einzigartig unter den Komponenten der Sekretion bei Hefen und es konnte kein Struktur-
Homolog in Sdugern gefunden werden (Sweet und Pelham, 1992).

Trotz seiner Bedeutung fur die Virulenz ist dem sekretorischen Weg von Proteinen bel
C. albicans bisher kaum Beachtung geschenkt worden. Von C. albicanssind erst drei SEC-Gene
kloniert und ndher charakterisiert worden. Bei diesen Genen handelt es sich um Homologe zu
essentiellen S cerevisiae-Genen SEC14, SEC18, SEC4 und neuerdings auch YPT1 (Monteolivia
et al., 1996; Nieto et al., 1993; Clement et al., 1998; Lee et al., 2001). Ein homologes Protein in
C. albicans zu dem essentiellen, pilzspezifischen ScCSEC20-Gen war zu Beginn dieser Arbeit
noch nicht charakterisiert worden (Swoboda et al., 1993). Seine Pilzspezifitdt macht das Sec20-
Protein von C. albicans zu einem potentiellen Zielprotein zukinftiger Antimykotika. Daher
wurde im Rahmen dieser Arbeit das SEC20-Gen aus C. albicans isoliert und charakterisiert.

3.1 Isolierung und Sequenzierung von CaSEC20

3.1.1 Screeningder Fosmide

In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dal3 eine Reihe von cDNA-Klonen des C. albicans Stammes
3153, die C. albicans Proteine kodieren, mit menschlichem Serum reagieren (Swoboda et al.,
1993). Einer dieser Klone, Klon 1-8-1, zeigte Homologie zu dem S. cerevisiae-Gen SEC20 und
wurde zum Screening einer Fosmid-Bibliothek des C. albicans-Stammes 1161 (Chibana et al.,
1998) eingesetzt. Es konnten drei mogliche Kandidaten aus der Fosmid-Bibliothek ermittelt
werden, die CaSEC20 enthaten (R. Swoboda, personliche Mitteilung).

Fir die vorliegende Arbeit standen der 1018-bp cDNA-Klon (1-8-1) sowie die drei Fosmide
(14H1, 7B11 und 17B7 ) der Fosmid-Bibliothek zur Verfligung.
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Zur Isolierung des vollstandigen CaSEC20 Genes wurden Restriktionsschnitte der Fosmide
14H1, 7B11 und 17B7 mit BamHI, Hindlll und Xbal durchgefiihrt und anschlief3end Southern-
Blots angefertigt. Diese drei Restriktionsenzyme wurden gewahit, da sie den Klon 1-8-1 nicht
schneiden und somit mit einer vollstandigen Isolierung von CaSEC20 gerechnet werden konnte.
Als CaSEC20-Sonde diente ein 660 bp grofies Xhol/EcoRI-Fragment aus dem Klon 1-8-1. Wie
in Abb. 7 gezeigt, konnten ein 8,2 kb BamHI-, ein 4,2 kb Hindl1l- und ein 4,3 kb Xbal-Fragment
von Fosmid 7B11 detektiert werden. Bel der Restriktionsanalyse von Fosmid 14H1 mit Hindll|
ergab sich ein anderes Bandenmuster, wie in Spur 5 zu sehen ist Abb. 7). Es schien eine
zusétzliche Schnittstelle vorhanden zu sein, wodurch sich ein kleineres Fragment (4,1 kb) zeigte.
Allerdings sind auch die aus Fosmid 7B11 bekannten 4,3 kb Xbal-Bande sowie eine 8,2 kb
BamHI-Bande zu sehen. Die zusétzliche Hindlll-Schnittstelle in Fosmid 14H1 wurde spéter
durch Sequenzierung bestétigt (Daten nicht gezeigt). Es handelt sich um eine Punktmutation in
diesem Fosmid. Das dritte Fosmid zeigte kein Signal mit der eingesetzten SEC20 Sonde und
wurde daher nicht weiter untersucht.
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Das HindllI- sowie das Xbal-Fragment von Fosmid 7B11 wurde aus dem Agarosegel isoliert und
in die Vektoren pRC18 bzw. pUC18 kloniert. Die spéter isolierten Plasmide wurden as pYW2/8
bzw. pYWC3 bezeichnet. Auch das kleinere Hindll1-Fragment aus Fosmid 14H1 wurde isoliert
und in pUC18 inseriert; das erhaltene Plasmid wurde als pY W1411 bezeichnet (siehe Tabelle 9).

3.1.2 Subklonierung von CaSEC20 und Sequenzierung

Um CaSEC20 vollstandig sequenzieren zu koénnen, wurden aus den oben beschriebenen
Vektoren verschiedene Subklone hergestellt. Die in Abb. 8 angegebenen Klone wurden
beidseitig ansequenziert. So konnte das CaSEC20-Gen vollstandig doppelstrangig sequenziert
werden.

| 1 kb |
I I
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EcoRN ypa Xhol & ] ;
Hindlll Bglll ~ Sphl er“ Bbsl | iH,r:-;.aI Belly: BoST L i
| |
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doppelstréingig
sequenzierter Bereich

Abb. 8 Subklone von CaSEC20. Es ist ein 4,2 kb-DNA-Fragment mit dem CaSEC20-Gen sowie dem vom
Gegenstrang kodierten CaYMR285C-Gen dargestellt. Die durch Restriktionsanalyse erhaltenen DNA-Fragmente
wurden jeweils in pUC18, pUC19, pUC21 oder pRC18 kloniert und mit dem ,U-40" und dem ,reverse”-Primer
sequenziert (siehe 2.3.4). Dadurch wurden CaSEC20 sowie 260 bp am 3'-Ende und 555 bp am 5’ -Ende vollsténdig
doppelstrangig sequenziert. Die mit a bezeichneten Sequenzen sind vom Fosmid 7B11 abgeleitet, wohingegen die
mit b bezeichneten Sequenzen von Fosmid 14H1 abgeleitet wurden. Die in grau eingezeichnete HindlI1-Schnittstelle
ist nur in Fosmid 14H1 zu finden. Die Klonierung der einzelnen Plasmideist in der Tabelle 9 beschrieben.

Das sequenzierte 1,8-kb Fosmid-Fragment und die davon abgeleitete Proteinsequenz von
C. albicans SEC20 sind in Abb. 9 dargestellt. Die Sequenz ist unter DDBJEMBL/GenBank
»nucleotide sequence accession No.“ AJ272499 in der EMBL Datenbank zu finden.
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Abb. 9: Nukleinsdure- und Aminosduresequenz von CaSEC20. Zusétzlich zu der kodierenden Region sind
138 Nukleotide des Promotors und 260 Nukleotide der 3'-untranslatierten Region abgebildet. Die fettgedruckten
Nukleotide kodieren fur das C. albicans Homolog zu ScYMR285 bzw. ScYML118W, ein Protein, welches vom
Gegenstrang kodiert wird. Grau unterlegt sind die TATA Sequenzen im 5’ -untranslatierten Bereich, kursiv und
unterstrichen geschrieben sind die mdglichen Terminationssequenzen TTTTATA im 3’-untranslatierten Bereich. Im
Promotorbereich sind die Transkriptionsstartpunkte fur Starts in beide Richtungen angegeben (http://www-
hgc.Ibl.gov/cgi-bin/promoter.pl). Schwarz fir SCYMR285, weil3 auf schwarz fir CaSEC20. Schwarz unterlegt sind
die Candida spezifischen Kodons.

Der offene Leserahmen von 996 Nukleotiden zwischen dem Nukleotid an Position 556 und 1551
kodiert 332 Aminosauren, die einem errechneten Molekulargewicht des Proteins von 36,5 kDa
entsprechen. An den Aminosduren an Position 47 und 111 (in Abb. 9 weil3 auf schwarz
dargestellt) befinden sich CUG-Kodons, diein C. albicans nicht fur Leucin, sondern fir Serin
kodieren (Leuker und Ernst, 1994; Santos und Tuite, 1995; White et al., 1995).

Der 5 -untrandlatierte Bereich von SEC20 enthalt 3 mdgliche TATA-Box-Sequenzen an Position
-531 bis 527, -325 bis —-321 und —265 bis —261, bezogen auf das ATG des Translationsstarts (in
Abb. 9 schwarz auf grau dargestellt). Es wurde noch ein zusdtzlicher ORF (in Abb. 9 fett
dargestellt) in der hier angegebenen Sequenz, gefunden. Dieser beginnt nur 138 bp
stromaufwaérts der trandatierten Region von SEC20 und ist von dem complementéren Strang
kodiert. Das wahrscheinliche Produkt dieses ORFs umfalit 519 Aminosauren mit 39 % bzw.
34 % Identitét zu den S cerevisae Genen YMR285 bzw. YML118W, mit bisher unbekannter
Funktion. Eine Funktion als DNAse/RNAse wird vermutet (http:www.proteome.com/databases/
Y PD/reports/NGL2.html). Der 3'-untrandatierte Bereich enthdt Sequenzen, die identisch sind
zu den aus S cerevisae bekannten Konsensussequenzen fur den effizienten Trandlationsstop.
Mogliche TTTTTATA-Terminationssequenzen sind an Rosition +2, +41 und +144 nach dem
SEC20 Stopkodon lokalisiert (in Abb. 9 kursiv, unterstrichen dargestellt).

3.2 Vergleich von CaSec20p mit ScSec20p

Bel einem Vergleich der Proteinsequenzen von C. albicans Sec20p und S. cerevisiae Sec20p
zeigte sich eine ldentitdt von 27 %. In Abb. 10 ist der Sequenzvergleich auf Proteinebene
dargestellt. Im Vergleich zu ScSec20p ist das Candida-Homologe im N-terminalen Bereich
95 Aminosduren kirzer. Das C. albicans Sec20-Protein ist vermutlich ein Typ Il integrales
Membranprotein mit einer Transmembrandoméne. Dies wurde von dem TMpred Programm
vorhergesagt  (http:ulrec3.unil.ch/software/ TMPRED_from.html). Die Transmembranregion
befindet sich zwischen Aminoséaure 220 und 234 (in Abb. 10 fett dargestellt). Fir den
zytoplasmatischen Bereich wird eine ,coiled coil* Region vorhergesagt (in Abb. 10 grau
hinterlegt dargestellt) sowie eine N-Glykosylierungsstelle (in Abb. 10 kursiv dargestellt).
Aufgrund der wahrscheinlich zytoplasmatischen Lokalisation dieser Konsensussequenz ist eine
Glykosylierung an diesem Asparagin sehr unwahrscheinlich. Die C-terminale VDEL Sequenz
hat eine auffalige Ahnlichkeit zu der HDEL Sequenz in S cerevisiae, welche als ER-
Retentionssignal in Hefe bekannt ist (Pelham, 1989).
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Das fur C. albicans laufende Sequenzierungsprojekt (http://www-sequence.standford.edu/group
/candida/search.html) zeigte zwei Nukleotidaustausche im Vergleich zu der hier ermittelten
Fosmidsequenz, allerdings fuhren diese nicht zu einer Anderung in der Aminosiuresquenz des
Proteins (Abweichungen nicht gezeigt). Bel den Fosmiden handelte es sich um Sequenzen von
C. albicans Stamm 1161, wohingegen beim Sequenzierungsprojekt der C. albicans Stamm
SC5314 eingesetzt wurde. Die cDNA-Sequenz 1-8-1, die auf den C. albicans Stamm 3153
zurlckzufUhren ist, zeigt 17 Nukleotidaustausche, die zu 5 Aminosaureaustauschen fihren (in
Abb. 10 Uber die Sequenz geschrieben).
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Abb. 10: Sequenzvergleich zwischen CaSec20p (Stamm 1161) und ScSec20p auf Proteinebene. Die mit (*)
gekennzeichneten Aminosduren sind identisch, wahrend es sich bei den mit (°) gekennzeichneten um &hnliche (z.B.
hydrophobe) Aminoséduren handelt. Grau hinterlegt sind vorhergesagte , coiled coil* Regionen. Fett gedruckt sind
die vorhergesagten Transmembranregionen. Oberhalb der Sequenz sind die im Stamm 3153 abweichenden,
Aminosduren angegeben. Dick und unterstrichen sind in der S. cerevisiae Sequenz die Aminosauren, die in den
temperatursensitiven Mutanten mit den Allelen sec20-2, sec20-3 (Aminosdure 216) und sec20-1 (Aminosaure 234)
mutiert sind. Die Konsensusequenz HDEL ist ein aus Hefe bekanntes ER-Retentionssignal und hier, wie die
dhnliche VDEL-Sequenz in CaSec20p, schwarz hinterlegt.
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3.3 Disruption von CaSEC20

Um die Funktion von CaSec20p in C. albicans ndher zu charakterisieren, sollten beide Allele des
Gens im Stamm CAI4 disruptiert werden. Das Disruptionsschemaiist in Abb. 11 dargestellt. Fur
die Disruption des ersten Allels wurden zwel unterschiedliche Vektoren bzw. Fragmente
eingesetzt. Der Grund fiUr die zwei unterschiedlichen Konstrukte ist (wie in 3.1.2 beschrieben)
der nur 138 bp vom CaSEC20-ATG entfernte Startpunkt fUr einen auf dem Gegenstrang
kodierten weiteren offenen Leserahmen, der als CaYMR285 bezeichnet wird.

Die Vektoren pYWOL1 und pYWO02 wurden zur Isolation des Disruptionsfragmentes eingesetzt.
Aus den Vektoren wurde ein 6,0 kb bzw. 5,7 kb grof3es Bbsl/HindllI- Fragment (sec20-D2 bzw
sec20-D10, in Abb. 11 beschrieben) isoliert und in den Stamm CAI4 transformiert. Die beiden
Fragmente unterscheiden sich in ihrem 5'-Bereich. Das Fragment aus Vektor pY WOL1 enthdlt die
gesamte Promotorregion von CaSEC20 einschliefdlich der ersten 330bp des offenen
Leserahmens. Hiermit sollte sichergestellt werden, dal3 auch nach Integration ins C. albicans
Genom die Promotorregion des CaYMR285 intakt ist. In Vektor pYWO02 hingegen fehlen der
gesamte CaSEC20 offene Leserahmen sowie 40 bp der Promotorregion. Es besteht also die
Moglichkeit, dal3 nach der Integration ins Genom der Promotor von CaYMR285 verdndert ist und
damit auch die Expressionsrate von CaYMR285 unterschiedlich im Vergleich zum Wildtyp wére.
In beiden Fragmenten folgt dem 5’ -Bereich der sogenannte ,, URA-Blaster”. Die 3'-Region der
eingesetzten Fragmente besteht jeweils aus 240 bp des 3'-Endes des ORF von CaSEC20 mit
anschlieffendem 250 bp-groffem 3 -untrandlatierten Bereich. Die Verwendung der 1,2 kb
(pYWO02) bzw. 1,6 kb (pYWO01) langen homologen Sequenz am Anfang und der 500 bp langen
homologen Sequenz am Ende des Integrationsfragmentes erméglichte eine homologe
Rekombination. Diese wurde in einer Southern Blot-Anayse in acht von zehn der getesteten
Transformanten nachgewiesen. Drei Halbdisruptanten mit dem sec20-D2 Fragment aus pY W01
und funf Halbdisruptanten mit dem sec20-D10 Fragment aus pY W02 wurden erhalten.
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Abb. 11: Disruptionsschema fir CaSEC20. Angegeben sind die genomischen Strukturen des Wildtyp SEC20-Allels
und der unterschiedlichen mutierten Allele. Die,, URA-Blaster“-Modul e (hisG-URA3-hisG) wurden benutzt, um das
erste SEC20-Allel zu disruptieren (sec20-2 und sec20-10). Zusétzlich wurde die kodierende SEC20 Region auch
unter die transkriptionale Kontrolle des PCK1-Promotors PCK1p-SEC20) oder des MET3-Promotors MET3p-
SEC20) gestellt. Die in MET3p-SEC20 angegebenen grauen Pfeile stellen die fur die Kolonie-PCR eingesetzten
Oligonukleotide dar. Die mit * gekennzeichnete Region im WT gibt die im Southern-Blot verwendete genomische
Sonde an.

Reprasentativ fur die von pYWO01 abgeleitete, Habdisruptante ist in Abb. 12 (Spur 2) das
Ergebnis der Analyse von Stamm CA2 (SEC20/sec20-D2::hisG-URA3-hisG) dargestellt. Dieser
Stamm sowie ein mit CA10 bezeichneter Stamm, der sich von dem Fragment aus pY W02
ableitet, wurden ausgewdhlt und auf Medium mit 0,02% FOA ausgestrichen. Auf diesem
Medium konnen nur Stamme ohne URA3-Gen wachsen, da FOA auf Stémme mit dem URA3-
Gen toxisch wirkt (siehe 2.2.4).

Nach der Selektion auf FOA-Medium wurden acht Kolonien, die nicht mehr auf SD-Medium
ohne Uridin wachsen konnten, in einem Southern-Blot untersucht. Sieben dieser acht Kolonien
enthielten den erwarteten Genotyp SEC20/sec20D::hisG. Unter diesen sieben Kolonien befanden
sich drei Kolonien, die vom CAZ2-Stamm abgeleitet waren, und vier Kolonien, die vom
CA10-Stamm abgeleitet waren, mit herausrekombiniertem URA3-Gen. Jeweils einer dieser
Stdmme, CA2d bzw. CA10a (SEC20/sec20-D2:hisG bzw. SEC20/sec20-D10::hisG), wurde fur
eine weitere Transformation mit den Disruptionsfragmenten verwendet. In Abb. 12 igt
exemplarisch die Southern-Blot Anayse fur den Stamm CA2d gezeigt (Spur 3). Trotz
wiederholter Versuche konnte das zweite SEC20-Allel in keinem der beiden Stdmmen deletiert
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werden. Es wurden 56 Transformanten des CA2d Stammes untersucht und 33 Transformanten
des CA10a Stammes, aber in alen Transformanten blieb ein WT SEC20-Allel erhalten. Es war
also nicht moéglich, eine vollstéandige Disruption von SEC20 in C. albicans vorzunehmen. Dies
legt nahe, dal3 CaSEC20 ein essentielles Gen in C. albicans ist und wie SCSEC20 in S. cerevisiae
nicht vollstandig disruptiert werden kann.

Zur weiteren Charakterisierung von CaSEC20 sollten konditionale Mutanten hergestellt werden,
in denen ein SEC20-Allel unter der Kontrolle des regulierbaren PCK1-Promotors steht.

3.3.1 Erzeugung einer konditionalen SEC20-M utante mit dem PCK1-Promotor

Das Gen PCK1 beinhaltet die Sequenzinformation fir die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase,
die as Schlusselenzym wahrend der Glukoneogenese aktiviert wird. Dies bedeutet, dal3 der
PCK1-Promotor in Anwesenheit von Glukose reprimiert und in Abwesenheit von Glukose
induziert ist (Leuker et al., 1997).

Um eine konditionale SEC20-Mutante zu erhalten, wurde, ausgehend von den Stémmen CA2d
und CA10a, das zweite SEC20-Allel unter die Kontrolle des PCK1-Promotors gestellt. Hierzu
wurde das chromosomale Gen durch eine PCK1p-SEC20-Fusion ersetzt. Aus dem Vektor pY W4
wurde ein 4,8 kb grofes Bbsl-Fragment isoliert und in die Stdmme CA2d und CA10a
transformiert. Das Fragment besteht aus einem homologen Bereich zu CaYMR285, dem
CaURA3-Gen as Selektionsmarker und der PCK1p-SEC20-Fusion (Abb. 11). Die Verwendung
der 1,2 kb langen homologen Sequenz am Anfang und der 0,4 kb lange homologen Sequenz am
Ende des Integrationsfragmentes ermdglichte eine homologe Rekombination. Diese wurde in
einer Southern Blot-Analyse in sieben von neun Transformanten nachgewiesen. Reprasentativ
fur die konditionale SEC20-Mutante mit dem PCKZ1-Promotor ist in Abb. 12 (Spur 4) das
Ergebnis der Southern-Analyse von dem Stamm CAr2d110 (sec20D::hisG/PCK1p-SEC20)
dargestellt.

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, waren diese Transformanten auch unter reprimierenden
Promotorbedingungen noch |ebensfahig, daher wurden noch weitere konditionale Mutanten mit
dem CaMET3-Promotor verwendet (Care et al. 1999).
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3.3.2 Erzeugung einer konditionalen SEC20-M utante mit dem MET3-Promotor

Das Gen MET3 beinhaltet die Sequenzinformation fur die ATP-Sulphonylase, die die Produktion
von Adenosin 5'-Phosphosulfat (APS) aus anorganischem Sulfat und ATP katalysiert (Marzluf,
1997; Thomas und Surdin-Kerjan, 1997). Der MET3-Promotor ist ein konditionaler Promotor,
der in Anwesenheit von Methionin und S-Adensyl Methionin (SAM) (Cherest et al., 1985;
Mountain et al., 1991) reprimiert wird.

Um eine konditionale MET3p-SEC20-Mutante zu erhalten, wurde, ausgehend von den Stdmmen
CA2d und CA10a, das zweite SEC20-Allel unter die Kontrolle des MET3-Promotors gestellt.
Hierzu wurde das chromosomale Gen durch eine MET3p-SEC20-Fusion ersetzt. Der Vektor
pYW20 wurde mit Bglll geschnitten und der gesamte lineariserte Vektor in die
Halbdisruptanten transformiert. Das linearisierte DNA-Fragment ist in Abb. 11 (MET3p-SEC20)
dargestellt. Der 5'-Bereich enthdlt 250 bp homologe SEC20-Sequenz gefolgt vom CaURA3-Gen
als Selektionsmarker und der Vektorsequenz. Dahinter befindet sich die MET3p-SEC20 Fusion
(330 bp). Die Integration wurde in 12 erhaltenen Transformanten mittels Kolonie-PCR (siehe
2.5.1) getestet. Es wurden die Primerkombinationen #355 und #356 (siehe 2.3.4) verwendet, die
ein PCR-Produkt von 694 bp ergaben. Auf diese Weise konnten sechs der 12 Klone als positiv
verifiziert werden (Daten nicht gezeigt), von denen vier auch im Southern-Blot die
ortsspezifische Integration des pY W20 Vektors aufwiesen. Exemplarisch ist im Southern-Blot in
Abb. 12 der Stamm CA2d2m (Spur 5) dargestellt.

3.4 Analyseder konditionalen SEC20-M utanten

3.4.1 Wachstumsanalyse der konditionalen PCK1p-SEC20 M utante

Das Wachstum von Zellen ist ein wichtiger Anhaltspunkt fur die Vitalitét eines Stammes. Durch
eine Wachstumsanalyse sollte untersucht werden, ob die Deletion eines Allels von SEC20 oder
die Repression der SEC20-Expression einen Wachstumsdefekt verursacht. Hierzu erfolgte die
Anzucht der Zellen in verschiedenen Medien, wodurch die Expression des SEC20-Gens gezielt
variiert werden konnte. Zellen mit PCK1p-SEC20 (Stamm CAr2d110) wurden aus einer
Ubernachtkultur in S4D-Medium, d.h. Minimalmedium mit 4% Glukose, und in SCAA
Medium, d.h. Minimalmedium mit 2 % Casaminosauren, auf eine ODggp von 0,05 angeimpft.
Halbstindlich wurde die ODgoo der Kultur bestimmt. Durch die Wahl der Medien wurde
einerseits eine Uberexpression von SEC20 erzeugt (SCAA-Medium) und andererseits durch
Anwesenheit von Glukose die SEC20-Expression verhindert (S4D-Medium). Es zeigte sich, dal3
die Repression der SEC20-Expression Auswirkung auf die Wachstumsrate der Zellen hat (Abb.
13). Die Generationszeit ist signifikant von 90 min auf 130 min erhoht. Eine Uberexpression von
Sec20p hatte keinen Einflul} auf die Wachstumsrate der Zellen (Abb. 13). Zum Vergleich
wurden WT C. albicans Zellen sowie SEC20-Halbdisruptanten (Stamm CA2) betrachtet. Es
zeigte sich, dal3 die Disruption des ersten Allels von SEC20 keinen Einflul auf die
Wachstumsrate der Zellen hat (Abb. 13).
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Wie oben beschrieben, ist das Wachstum bei reprimierter SEC20 Expression moglich, aber stark
reduziert. Dies bestétigt die, dal3 SEC20 ein essentielles Gen ist und daher keine vollstéandigen
Disruptanten hergestellt werden konnten.

3.4.2 Detektion der SEC20 mRNA unter PCK1p-reprimierenden Bedingungen

Es sollte nun Uberpriift werden, ob trotz PCK1p Repression noch Sec20p Expression stattfindet.
Da durch Northern Blot-Anayse die Expresson von SEC20 aufgrund zu geringer
Expressionsrate auch im WT nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde
die RT-PCR als sensiblere Methode zum Expressionsnachwels verwendet.

Um zu untersuchen, ob das SEC20 Transkript auch unter PCK1p-reprimierenden Bedingungen
in den konditionalen Mutanten vorhanden ist, wurde die RT-PCR verwendet. Hierzu wurden der
WT-Stamm  sowie der  Stamm  CAr2d110  (sec20D::hisG/PCK1p-SEC20) in
PCK1p-reprimierendem Medium ($4D) und in PCK1lp-induzierendem Medium (SCAA)
angezogen. Zunéchst wurde Gesamt-RNA der Zellen hergestellt. Wie in 2.11.2 beschrieben,
wurde die Gesamt-RNA mit DNase | behandelt, bevor sie in die RT-PCR eingesetzt wurde. Die
reverse Transkription sowie die folgende PCR erfolgten in einer Ein-Schritt Reaktion wie vom
RT-PCR Kit Hersteller (Sigma) beschrieben. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen
von 50 pl mit CaSEC20 spezifischen Primern sowie CaEFB1 spezifischen Primern (siehe
Tabelle 10). Die cDNA Synthese erfolgte bei 45°C fur 45 min und wurde danach durch
Inkubation bei 95°C fur drei Minuten agestoppt. Nach anschlief}ender PCR (94°C 45s, 56°C
40s, 72°C 45s) wurde das Produkt auf ein Agarose Gel aufgetragen. Das Kontrollgen CaEFB1
zeigte hier deutlich, dal? die préparierte RNA auch wirklich DNA-frel vorliegt. Das Gen enthélt
ein Intron, wodurch bel einer Verunreinigung der RNA durch DNA ein grofReres PCR Produkt
entsteht (vergleiche Spur 2 und 3) as bel der PCR mit reiner RNA (Schaller et al., 1998). Die
Ergebnisse sind in der Abb. 14 zu sehen. Keine der mit DNasel behandelten RNA-Préparationen
generiert ein EFB1 RT-PCR Produkt von 0,7 kb, welches charakteristisch fur das ungespleifite
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Gen wére. Alle zeigen das 0,5 kb Produkt, welches auf die gespleil3te mRNA deutet. Es konnte
also gezeigt werden, dal? die RNA Prdparation frei von DNA ist. Das 0,4 kb SEC20 RT-PCR
Produkt konnte in alen RNA Préparationen detektiert werden auch in RNA aus dem PCK1p-

SEC20 Stamm, der unter reprimierenden Bedingungen gewachsen war.

391 bp SEC20/SEC20 Asec20/PCKIp-SEC20
FRH-DN - ¥ i o o
A = sap SCAA | SCAA S4D
iy
2% S = 2 S =
OO Fael fron | sy O |l 8|8 & |8 &
s§5 § 1§ §1§ §1§ &
123 4 5 6 7 8 9 10
16kb
-
0.5 kb - - -
0.4 kb
R ++ -+ =+ -+ -+ -+ -+ -+ -
DNAse — + + + + + + + + + + + + + + + +

Abb. 14: Anayse der RT-PCR Produkte von C. albicans mRNA vom WT (SEC20/SEC20) und CAr2d110
(sec20D: hisG/PCK1p-SEC20). Ein 526 bp Fragment wurde bei der Amplifikation mit EFB1-Primern (als Pfeile im
Schema oben links dargestellt) erhalten, was den cDNA Ursprung dokumentiert (Spur 3, 5, 7, 9). Hingegen wurde
ein 891 bp Fragment erhalten bei der Amplifikation von DNA (Spur 2). Ein 420 bp Fragment wurde bei der
Amplifikation mit SEC20-Primern erhalten, sowohl bei dem WT-Stamm als auch bei der konditionalen Mutante
(Spur 4, 6, 8, 10). Als molekularer Massenstandard wurde pBR322 DNA/Hinfll mit Fragmenten der Groéf3e 1,6 kb;
0,5 kb; 0,4 kb verwendet (Spur 1). Allen Proben bis auf die DNA-Kontrolle (Spur 1) wurde DNAsel zugesetzt. Zu
jeder PCR wurde eine Negativkontrolle ohne die Zugabe von reverser Transkriptase durchgefuhrt.

Die Anwesenheit des SEC20-Transkripts deutet darauf hin, dal3 das langsame Wachstum des
PCK1p-SEC20 Stammes CAr2d110 auf eine minimale Aktivitdt des PCK1-Promotors in
Anwesenheit von Glukose beruht. Daher konnte trotz des Wachstums auf Glukose nicht

ausgeschlossen werden, dal3 SEC20 essentiell ist. Die Intensitét der Signale in Abb. 14 haben
keine quantitative Bedeutung, da es sich nur um eine qualitative RT-PCR handelt.

3.4.3 Wachstumsanalyse der konditionalen MET3p-SEC20 Mutante

Zur Uberprifung der Frage, ob CaSEC20 in C. albicans essentiell ist, wurde die CA2d2m-
Mutante (sec20D::hisG/MET3p-SEC20) verwendet. Wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, wurde eine
konditionale Mutante hergestellt, in der ein SEC20 Allel disruptiert und das andere Allel unter
die Kontrolle des MET3-Promotors gestellt ist. Wie bel Care et al. (1999) beschrieben, ist der
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MET3-Promotor in Anwesenheit von Methionin und Cystein reprimiert und in deren
Abwesenheit induziert. Die Stdmme wurden nun zundchst in selektivem Medium (SD)
angezogen und anschlieffend in dem MET3-Promotor-reprimierenden Medium (SD-MC, SD-
Medium mit 2,5 mM Methionin und Cystein) auf eine ODgoo = 0,05 angeimpft. Die Zellen
wurden bei 30°C inkubiert, und ale 30 min wurde die ODgoo bestimmt. Das Ergebnisist in Abb.
15A gezeigt. Das Wachstum der konditionalen Mutante ist in reprimierendem Medium nach 20 h
beendet, wohingegen der WT durch die Anwesenheit von Methionin und Cystein im Wachstum
nicht beeintréchtigt ist. Auch auf festem Medium konnte die konditionale Mutante unter
reprimierenden Bedingungen nicht mehr wachsen. Es wurden SD-Agarplatten hergestellt, die
jeweils 2,5 mM Methionin und Cystein enthielten. Es wurden der WT, SEC20-Halbdisruptanten
und konditionale Mutanten untersucht. Die zu testenden C. albicans-Stdmme wurden aus einer
frischen SD-Ubernachtkultur entnommen, gleiche Zellzahlen auf die Platten ausgestrichen und
bei 30°C fur zwei Tage inkubiert. Das Ergebnisist in Abb. 15B zu sehen. Die Anwesenheit von
Methionin und Cystein verursacht einen volligen Wachstumsarrest der konditionalen Mutante,
hat aber keinen Einflul3 auf das Wachstum des WT oder der Halbdisruptante. Diese Ergebnisse
sprechen daflr, dal3 es sich bei SEC20 tatséchlich um ein essentielles Gen handelt, wobel ein
Allel fir das Wachstum von C. albicans ausreicht.

A B

Abb. 15: Wachstum der konditionalen MET3p-Mutante. Das Wachstum der konditionalen Mutante CA2d2m
(sec20D::hisG/MET3p-SEC20) wurde verglichen mit CAl4[pBI-1] (SEC20/SEC20) und der heterozygoten Mutante
CA2 (sec20D::hisG/SEC20). (A) Die Stamme wurden in SD-Medium Uber Nacht angezogen und anschlief3end auf
eine ODggp = 0,05 in MET3p reprimierendem SD-Medium mit 2,5 mM Methionin und Cystein verdinnt
(Zeitpunkt 0). Das Wachstum erfolgte bei 30°C. Nach 12 Stunden wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 in demselben
Medium verdinnt, um die Zellen in der logarithmischen Phase zu halten. (B) Die Stdmme wurden in SD-Medium
Uber Nacht angezogen und gleiche Zellzahlen auf Platten mit oder ohne 2,5 mM Methionin und Cystein
ausgestrichen. Die Platten wurden bei 30°C zwei Tage inkubiert.

Der hier beobachtete Wachstumsarrest bedeutet alerdings nicht, dal3 die Zellen nicht mehr
lebensfahig sind. Es konnte beobachtet werden, dal3 nach ca. finf Tagen Inkubation in SDMC-
Medium die Zellen wieder in der Lage waren zu wachsen. PCR-Analyse sowie Southern-Blot
ergaben, dal3 sich die Anordnung im Genom nicht verdndert hatte (Daten nicht gezeigt). Die
Zellen zeigten den Genotyp sec20D::hisG/MET3p-SEC20. Diese adaptierten Zellen behielten
ihren neuen Phénotyp auch nach funftdgigem Wachstum in SD-Medium bei. Es konnte auch
dann keine Repression durch die Anwesenheit von Methionin und Cystein mehr festgestellt
werden. Es scheint sich also bel diesem Phanomen um eine permanente Adaption zu handeln.
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3.5 Expression von CaSEC20 in S. cerevisiae

Dasaus S. cerevisiae bekannte Sec20p ist zu 27 % identisch zu dem C. albicans Sec20p. Es kann
vermutet werden, dal3 beide Proteine dhnliche Funktion haben. Obwohl eine Homologie von
Proteinen nicht immer auf eine @hnliche Funktion schlief3en 18/%. Dieses sollte in den folgenden
Versuchen naher untersucht werden.

3.5.1 Komplementation einer S. cerevisiae sec20-M utante durch CaSEC20

Um zu Uberprifen, ob CaSEC20 in S cerevisiae die Funktion von ScCSEC20 Ubernehmen kann,
wurden die Vektoren pYW9 (CaSEC20 in CEN-Vektor unter der Kontrolle des PFK2-
Promotors), pYW10 CaSEC20 in 2u-Vektor unter der Kontrolle des PFK2-Promotors) und
pYW11 (CaSEC20 in CEN-Vektor unter dem eigenen Promotor) in den S cerevisiae Stamm
RSY 275 transformiert. Dieser Stamm enthélt das temperatursensitive sec20-1 Allel (Sweet und
Pelham, 1992). Als Kontrolle wurde der Vektor STM20 &cSEC20 in 2u-Vektor unter der
Kontrolle des TPI-Promotors) in diesen Stamm transformiert, der das ScCSEC20 Gen trégt. Die
Transformanten wurden bei 25°C in selektivem Medium angezogen und anschlief3end gleiche
Zellzahlen auf Vollmedium plattiert. Wie in Abb. 16 dargestellt, ist nur das ScSEC20 in der
Lage, die temperatursensitive Mutante zu komplementieren. Es konnte also gezeigt werden, dal3
das C. albicans SEC20-Alld in S cerevisiae nicht funktionsfahig ist. Ein mdglicher Grund dafUr
konnte der in 3.2 beschriebene unterschiedliche Kodongebrauch der beiden Hefen sein. Weltaus
walrscheinlicher ist alerdings, dal3 der erhebliche GrofRRenunterschied der beiden Gene im
N-terminalen Bereich der Grund fur die Funktionsunfahigkeit von CaSEC20 in S cerevisiae ist.

o

[+
\ |
k-]
TPL-S8ac20 PFK-CaSecll
CEN

b

YPD 37°C YPD 25°C

Abb. 16: Versuch zur Komplementation der temperatursensitiven Scsec20-1 Mutante durch unterschiedliche
CaSEC20 Vektoren. Der temperatursensitive Scsec20-1 Stamm RSY 275 wurde mit den Vektoren pY W9 (CaSEC20
in einem CEN-Vektor unter der Kontrolle des konstitutiven PFK2-Promotors), pYW10 (CaSEC20 in einem 2u-
Vektor unter der Kontrolle des konstitutiven PFK2-Promotors), pY W11 (CaSEC20 in einem CEN-Vektor unter der
Kontrolle des eigenen Promotors), Vektor ohne Insert und STM20 ScSEC20 in einem 2u Vektor unter der
Kontrolle des konstitutiven TPI1-Promotors) transformiert. Die Transformanten wurden bei 25°C in selektivem
Medium Uber Nacht angezogen und anschlief3end zu gleicher Zellzahl auf Vollmediumplatten plattiert. Diese
wurden dann bei 25°C bzw. bei 37°C fir zwei Tage inkubiert.
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3.5.2 Disruption des ScSec20p N-Terminus

Der Sequenzvergleich zwischen CaSec20p und ScSec20p zeigte, dal3 das CaSec20p am
N-Terminus verkirzt ist. Um eindeutig zu zeigen, dal? das Fehlen der ersten 95 Aminosauren der
Grund dafir ist, dal3 CaSec20p ScSec20p nicht ersetzten kann, wurde ein Stamm konstruiert, der
eine N-terminale Disruption des ScSec20p produziert. Hierflr sollte der regulierbare GAL1-
Promotor vor das N-terminal verkirzte SCSEC20 gesetzt werden. Dieser Promotor wird in
Anwesenheit von Glukose reprimiert und in Anwesenheit von Galaktose induziert.

A:
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Abb. 17: Deletion des N-Terminus von ScCSEC20. A: Schmatische Darstellung der eingesetzten Deletionskonstrukte
sowie des disruptierten Lokus. Angegeben sind die genomischen Strukturen des CaSEC20 und des ScSEC20 zur
Verdeutlichung des GroRRenunterschieds. Es ist jeweils nur ein Allel dargestellt. Die Deletionskonstrukte 1 und 2
wurden mit Hilfe der PCR und der Primer #360 und #359 auf den Plasmiden pFA6a-TRP1-PGAL1 und pFA6a
kanMX6-PGAL1 hergestellt. Die mit * gekennzeichneten Stellen sind fir die Rekombination eingesetzte homologe
Bereiche. Der deletierte Lokus des Stammes 11K5 und 11T1 ist unter dem jeweilig eingesetzten Deletinskonstrukt
angegeben. Die grauen Pfeile stellen die zur Uberpriifung der ortspezifischen Integration des Fragments
eingesetzten, Oligonukleotide dar. TMD steht fiir Transmembrandomane.
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B: Uberprifung der Deletion von ScSEC20. In den Spuren wurden die PCR-Produkte aufgetrennt, die mit den
Oligonukleotiden #351, #352 und #353 von den Stammen WT11, WT31 (diploider SEY 6210), und verschiedenen
potentiellen Deletionsstammen erhalten wurden. Die Stdmme wurden abgeleitet von ihrem diploiden
Ausgangsstamm und, abhéngig von dem Deletionskonstrukt (mittrp- oder kan-Marker ), als 11T1, 31T2, 11K5 und
31K7 bezeichnet. K: Kontrolle

Zur Deletion dienten durch PCR amplifizierte Konstrukte (2.6.3). Es wurde eine PCR auf den
Vektoren pFA6a-TRP1-PGAL1 und pFA6akanMX6-PAGL1 mit den Primern #360 und #359
durchgefihrt. Der haploide S. cerevisiae-Stamm SEY 6210 wurde mit den zwei unterschiedlichen
Deletionskonstrukten transformiert (Abb. 17, Deletionskonstrukte 1 und 2).

Es wurden keine Transformanten erhalten, daher wurde vermutet, dald der N-terminale Bereich
von ScSEC20 essentiell ist. Um diese Hypothese zu Uberprifen wurde ein diploider S cerevisiae
Stamm aus dem Stamm SEY 6210 hergestellt. Der Stamm wurde, wie 2.7.1 beschreiben, mit dem
Vektor YCpHO (kodiert HO-Endenuklease) transformiert und anschlief3end auf Uracil-freiem
Medium selektioniert. Die so erhatenen diploiden Zellen, hier als Stamm 31 und Stamm 11
bezeichnet (2.2.3, Tabelle 2), wurden emneut mit den 2zwe unterschiedlichen
Deletionskonstrukten (Abb. 17A, Deletionskonstrukt 1 und 2) transformiert. Die Richtigkeit der
Integration in den erhaltenen Transformanten wurde mit Hilfe der PCR, wiein 2.5.1 beschrieben,
Uberprift. Die PCR-Ergebnisse sind in Abb. 17B zu sehen. Die Transformanten 1,2,5 und 7
wurden als positiv identifiziert und mit 11T1, 31T2, 11K5 und 31K7 bezeichnet (Tabelle 2). Bei
den vier positiven Transformanten handelt es sich also um diploide Zellen mit einem WT-Allel
und einem N-terminal disruptiertem SEC20-Allel unter der Kontrolle des regulierbaren GAL1-
Promotors.

Um zu untersuchen, ob die Deletion des N-Terminus tatsichlich letal ist, wurden
Tetradenanalysen durchgefiihrt. Hierbel sollte sich zeigen, ob auch haploide Zellen mit dem
verkirzten SEC20-Gen lebensfahig sind. Von den vier positiven Transformanten wurde nach
Sporulation eine Tetradenanalyse durchgefiihrt. Die einzelnen Sporen wurden mittels eines
Mikromanipulators auf HO-Agarosepléttchen gegeben. Das Auskeimen der Sporen erfolgte auf
Vollmedium mit Galaktose. Galaktose induziert den GAL1-Promotor, so dal3 es zu einer
Expression von SEC20-DN kommt.

» s 1l o Abb. 18: Tetradenanalyse nach Sporulation. Die 4 Sporen

x . . '} ' wurden jeweils im gleichen Abstand auf ein H,O-

=y - Agarosepléttchen (2,5% Agarose) untereinander gelegt,

- ., welches anschlieflend auf eine Vollmediumplatte mit 2%

. Galaktose gegeben wurde. Die Platte wurde 2 Tage bei

- 30°C inkubiert. Es sind 10 Tetraden des Stammes 31T7
. dargestellt.

Die ausgekeimten Sporen wurden anschlief?end auf den Resistenzmarker (Kanamycin oder
Tryptophan) getestet, der die SEC20-DN-Deletion markiert. Es zeigte sich bei allen vier
Stdmmen eine 2:0 Segregation (eine Anayse-Platte ist exemplarisch in Abb. 18 dargestellt). Es
wurden von alen vier Stdmmen mindestens 10 Tetraden gelegt, wobel nur 5% nicht einer 2:0



Ergebnisse 57

Segregation entsprachen. Dies bedeutet, dal3 nur jeweils zwei der vier erhaltenen Sporen
lebensfahig sind. Die anschlief3ende Resistenzanalayse ergab, dal3 die lebensfahigen Stamme
keinen Resistenzmarker enthielten. Dies bedeutet, dal3 jeweils die Spore mit dem WT-Allel
lebensfahig ist und nicht die Spore mit dem eingefiihrten Marker. Dies &3t die Schluf3folgerung
zu, da3 CaSEC20 den Stamm sec20-1 aufgrund seines kirzeren N-Terminus nicht
komplementieren kann. Daraus 183t sich schlief3en, dal3 die Deletion der ersten 95 Aminosauren
von ScSec20p zur Letalitét fuhrt.

3.6 Antimykotika-Sengtivitat in konditionalen SEC20-M utanten

Der Transport von Proteinen zur Zellmembran sowie die Sekretion von Proteinen leistet einen
wichtigen Beitrag zu den Abwehrmechanismen der Hefen gegen Antimykotika. Eine
Permeabilisierung der Membran durch einen gestérten Transport oder eine Veranderung der
Proteine (z. B. Unterglykosylierung) fuhren zu einer erhdhten Sensitivitét der Zellen gegen
verschiedene Antimykotika.

Daher sollte mit Hilfe der hier konstruierten konditionalen SEC20-Mutanten getestet werden, ob
es zu ener gestorten Sekretion oder Glykosylierung und zu einer erhdhten Antimykotika-
Sensitivitét kommt.

3.6.1 Sensitivitat von SEC20-M utanten gegen Antimykotika

Zur Phanotypisierung der konditionalen SEC20-Mutante wurden Vollmedium-Platten mit
4% Glukose (SEC20-Expression reprimiert) sowie Platten mit 2% Casaminosauren
(SEC20-Expression induziert) als C-Quelle hergestellt, die definierte Konzertrationen des
jeweiligen Antibiotikums enthielten (Abb. 19, reprimierte SEC20-Expression). Die zu testenden
C. albicans-Stamme wurden einer Ubernachtkultur entnommen und verschiedene Zellzahlen auf
die Antibiotika-haltigen Platten aufgetragen und bei 30°C fir ein bis zwei Tage inkubiert.
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Abb. 19: Sensitivitdt der konditionalen SEC20-Mutanten gegen die Antibiotika. Die Aminoglykosidantibiotika
Hygromycin B (0,25 mg/ml), Neomycin (30 mM) und G418 (0,6 mg/ml) sowie das Polyenantibiotikum Nystatin
(1,5 pg/ml) wurden eingesetzt. 5 pl einer Ubernachtkultur wurden auf Vollmedium-Platten mit 4% Glukose
(YP4D) und den angegebenen Antibiotika-Mengen aufgetragen. Die 5 pl enthielten 5 x 10°, 5 x 10, 5 x 10° oder 5 x
10° Zellen. Es wurden ein WT-Stamm CAl4 [pBI-1] (SEC20/SEC20), die konditionale Mutante, CAr2d110
(sec20D::hisG/PCK1p-SEC20) und eine Halbdisruptante, CA2 (SEC20/sec20D::hisG) aufgetropft. Die Platten
wurden ein bis zwei Tage bei 30°C inkubiert. Als Kontrolle wurden die Stdmme auf Y PAD-Agar aufgetragen.

Die getesteten Aminoglykosidantibiotika verursachten einen Wachstumsdefekt bei verringerter
SEC20-Expression, d.h. wenn die konditionale Mutante auf PCK1-Promotor-reprimierenden
Platten wuchs. Dieses wurde fur die Aminoglykosidantibiotika Hygromycin B (0,25 mg/ml),
Neomycin (30 mM) und G418 (0,6 mg/ml) gezeigt Abb. 19). Kein vermindertes Wachstum
wurde auch in Anwesenheit von Aminoglykosidantibiotika unter PCK1-Promotor-induzierenden
Bedingungen festgestellt (Daten nicht gezeigt). Es war deutlich zu shen, dald in Anwesenheit
von Sec20p die verwendeten Antimykotika in den angegebenen Konzentrationen keinen Einfluld
auf das Wachstum der konditionalen Mutante haben. Die fur die konditionae Mutante
festgestellte erhohte Senditivitdt unter Promotor-reprimierenden Bedingungen war bel
Halbdisruptanten nicht zu beobachten. Neben den Aminoglykosidantibiotika zeigt auch das
Polyen Nystatin (1,5 pg/ml) einen reprimierenden Einfluld auf das Wachstum von Zellen mit
verminderter SEC20-Expression. Auch hier war kein Wachstumsdefekt in Halbdisruptanten
sowie auf Kontrollplatten mit induzierter SEC20-Expression festzustellen. Auf die gleiche Weise
wurden Clotrimazol (0,5 pg/ml) als Beispiel fur die synthetischen Azole sowie Natrium-
Orthovanadat getestet. Hier zeigte sich kein Unterschied in der Sensitivitdt der Zellen gegentiber
diesen Substanzen. In diesen Versuchen wurden die Auswirkungen verschiedener
Konzentrationen der Antibiotika getestet (siehe Tabelle 4, 2.2.4). Geringere Konzentrationen der
Substanzen zeigten eine schwéchere Auspragung des gzeigten Phanotyps, wohingegen hohere
Konzentrationen auch zu vermindertem Wachstum des C. albicans WT-Stammes fihrten (nicht
gezeigt).

Auch in Anwesenheit des Polyenantibiotikums Nystatin fand ein reduziertes Wachstum bei
verminderter SEC20-Expression statt. Auch hier hatte die Disruption eines Allels keinen Einflul3
auf die Sengitivitét der Zellen gegentiber dem Antibiotikum.

3.6.2 Sensitivitat von sec20-M utanten gegenuiber ver schiedenen Substanzen

Neben den oben erwédhnten Antibiotika geben noch weitere Substanzen Aufschluss tber die
durch die sec20-Mutation ausgeltsten Verénderungen in der Zelle. So ist z. B. bekannt, dal3
Calcofluor White bel Zellwanddefekten eine erhthte Sensitivitét hervorruft (Ram et al., 1994).
Aus diesem Grund wurden noch eine Reihe weiterer Substanzen auf ihre wachstumshemmende
Wirkung gegentiber der konditionalen SEC20-Mutante getestet.

Eine Ubernachtkultur wurde so verdinnt, daR auf alle Platten eine Verdinnungsreihe
(sehe 3.6.1), aufgetragen werden konnte. Die Platten wurden nach der Beimpfung ein bis zwel
Tage bel 30°C inkubiert. Es zeigte sich, dal3 die konditionale SEC20-Mutante unter PCK1-
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Promotor-reprimierenden Bedingungen nicht mehr auf YP4D mit 100 pg/ml Calcofluor White
bei einer zu geringen Zelldichte wachsen kann (Abb. 20). Auf das Wachstum der
Halbdisruptante sowie den Wildtyp hatte Calcofluor White in dieser Konzentration keinen
Einfluf3.

Der Farbstoff Congo Red, der an das Glukannetzwerk der Zellwand bindet und die Bildung der
b1,3-Glukanmikrofibrillen verhindert (Kopecka und Gabriel, 1992), sollte auf seinen Einflufd auf
die Sekretionsmutante getestet werden. Die konditionale SEC20-Mutante konnte auf Medium
mit 1 mg/ml Congo Red nicht mehr wachsen.

Fir Proteinkinase C - Mutanten (Pkc) ist aus S cerevisiae eine Sensitivitdt gegeniber SDS
bekannt (Jacoby et al., 1997). Die Aktivierung vieler Proteine, die an der Zellwandbiosynthese
beteiligt sind, wird mal3geblich von der Proteinkinase C beeinflul®t (Igual et al., 1996). Die
Sensitivitdt gegen SDS kann also auch hier auf Defekte in der Zellwand, z. B. durch veranderte
Sekretion, zurtckgefuhrt werden. Aus diesem Grund sollte das Wachstum der konditionalen
C. albicans Mutante auf Medium mit SDS getestet werden.

Die Ubernachtkulturen wurden so verdiinnt, dai3 auf allen Platten einer Versuchsreihe jeweils die
gleichen Zellmengen aufgetragen wurden. Aufgrund der verringerten Oberfléachenspannung von
Platten mit SDS konnten keine ,Tropftests durchgefihrt werden. Es wurden daher jeweils
gleiche Zellzahlen ausgestrichen. Es zeigte sich, dal3 die konditionale Mutante unter PCK1-
Promotor-reprimierenden Bedingungen im Gegensatz zum Wildtyp und der Halbdisruptante auf
Platten mit 0,09 % SDS nicht mehr wachsen kann (Abb. 20).

Kontrolle
(YEC2H- reprimiert) Calcofluor W hite hongo Red
[ OB T N 1 | [ (SEC20- reprimieri) (SEC2H- reprimieri)

NECMUKEC M
At 00 K Ip-SEC 20

I||'|;'| _‘I'.I \ 1| ._‘.II.I

Kontrolle sDs
(SEC20- reprimiert) (SEC20- reprimiert)

N

Abb. 20: Sensitivitét der C. albicans-Stdmme gegen verschiedene Substanzen. Die Zellen wurden aus einer
Ubernachtkultur verdinnt, und es wurden je 5 pl Zellen auf Vollmedium-Platten mit 4% Glukose aufgetragen. Die
5ul enthielten 5 x 10°, 5 x 10%, 5 x 10° oder 5 x 10% bis 5 x 10? Zellen (von links nach rechts). Es wurden der WT-
Stamm CAI4 [pBI-1] (SEC20/SEC20), die konditionale Mutante CAr2d110 (sec20D::hisG/PCK1p-SEC20) und eine
Halbdisruptante CA2 (SEC20/sec20D::hisG) aufgetropft. Die Platten wurden ein bis zwei Tage bei 30°C inkubiert.
Als Kontrolle wurden die Stamme auf Y P4D-Platten ohne Zusétze gegeben. Es ist der Sensitivitétstest gegeniiber
Calcofluor White (100 pg/ml), Congo Red (1 mg/ml) und SDS (0,09 %) abgebildet. Auf SDS-Platten wurden
gleiche Zellzahlen ausgestrichen.
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Aus S cerevisiae ist bekannt, da3 sich Glykosylierungsmutanten sensitiv gegeniber dem
Diesterase-Inhibitor Koffein verhaten (Gentzsch und Tanner, 1996). Die hier getestete
Sekretionsmutante zeigte aber keine veranderte Sensitivitét gegentiber Koffein im Vergleich zum
Wildtyp. Des weiteren hatten sowohl der Eisenchelator EDDHA (vergleiche Ramanan und
Wang, 2000) as auch Bipyridin keinen Einflufl3 auf das Wachstum der konditionalen SEC20-
Mutante (Daten nicht gezeigt).

Eine Mutation der Phosphatidylinositol-3-Kinase in C. albicans, die maf3geblich am Transport
von Hydrolasen zwischen dem Endosom und der Vakuole sowie dem spaten Golgi und der
frihen Vakuole beteiligt ist, flhrt zu einer erhohten Sensitivitét der Zellen gegen osmotischen
Stress (Bruckmann et al., 2000). Es wurde daher hier das Wachstum der Sekretionsmutante unter
hyperosmotischen Bedingungen untersucht. Sowohl der Zusatz von 1,5 M NaCl, 1,5 M KCI als
auch Sorbitol hatte keinen Einflul auf das Wachstum der konditionalen Mutante unter
reprimierenden Bedingungen (Daten nicht gezeigt).

Aus alen diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dal3 nur ein bestimmtes , Set® von
Proteinen, die direkt oder indirekt an einer Antimykotikaresistenz beteiligt sind, bel einer
verringerten SEC20 Expression beeinfluf3t wird.

3.7 Einfluld der SEC20-Expression auf die ultrastrukturelle Zellmorphologie

Fir eine genaue Untersuchung der Zellmorphologie der konditionalen Mutanten wurde die
Elektronenmikroskopie eingesetzt. Es wurden die intrazelluldaren Membranstrukturen in
C. albicans Zellen mit normaler bzw. reduzierter SEC20-Expression untersucht. Sowohl die
konditiorale Mutante mit SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors as auch die
konditionale Mutante mit SEC20 unter der Kontrolle des MET3-Promotors wurden eingesetzt.
Die unter Promotor-reprimierenden Bedingungen herangezogenen Zellen wurden mit zwel
unterschiedlichen Methoden fixiert. Zum enen wurde eine Glutaraldehyd-Fixierung
durchgefuihrt (vergleiche 2.17.1). Die Ergebnisse sind in Abb. 21 (A1-Cl) zu sehen. Des
weiteren wurde eine Kaliumpermanganat-Fixierung wie in 2.17.2 beschrieben durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Fixierung sind vergleichend in Abb. 21 (A2-C2) zu sehen. Die
Kaliumpermangant-Fixierung fixiert und zeigt nur Membranen in den Zellen. Es wird hierbei
selektiv Manganoxid an die Membranen gelagert, daher nur diese fixiert und spéter sichtbar. Die
Glutaraldehyd-Fixierung hingegen erhdlt die gesamten Zedlinhalte und gibt daher dle
Komponenten der Zelle wieder.

Die zu untersuchenden Stdmme wurden in Promotor-reprimierendem Medium bel 30°C
angezogen und in der logarithmischen Phase geerntet. Die Bilder A1 und A2 zeigen jeweils WT-
Zellen, Bilder B1 und C1 zeigen die konditionalen Mutanten mit PCK1-Promotor (Abb. 21).
Alle unter 1 gezeigten Zellen wurden unter PCK1-Promotor-reprimierenden Bedingungen, d. h.
in Minimalmedium mit 4 % Glukose, angezogen und mit Glutaraldehyd fixiert. Es wird deutlich,
dai eine reduzierte SEC20-Expression eine Anhaufung von Membranen in der Zelle hervorruft.
Die angereicherten Membranen erscheinen in langen Stapeln, meistens bestehend aus drei
Membranlagen. Daher kann man feststellen, dal3 ein Zellwachstum bei verminderter Menge an
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Sec20-Protein zu einer veranderten Membranverteilung in der Zelle fuhrt. Es scheint
maoglicherweise eine extensive Anreicherung von ER-Membranen oder Golgi stattzufinden. Der
gleiche Phanotyp ist auch bei den konditionalen Mutanten mit MET3-Promotor zu sehen. In Abb.
21 sind eine WT-Zelle (A2) und konditionale Mutanten (B2 und C2) gezeigt, die unter
Promotor-reprimierenden Bedingungen, d. h. in Minimamedium mit 25 mM Methionin und
Cystein, angezogen wurden. Auch bel der hier verwendeten Kaliumpermanganat-Fixierung ist
die massive Anreicherung von Membranen zu beobachten. Aufgrund der Art der Fixierung sind
hier die Membranen deutlicher zu erkennen.

Gilutaraldehyd-Fixierung Permanganat-Fixierung
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Abb. 21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stdmmen mit normaler (WT) oder reduzierter SEC20-
Expression. Ein WT-Stamm CAI4[pBI-1] (SEC20/SEC20) istin A1 und A2 zu sehen. Die Bilder B1 und C1 zeigen
die konditionale Mutante CAr2d110 éec20D::hisG/PCK1p-SEC20) und die Bilder B2 und C2 die konditionale
Mutante CA2d2m (sec20D::hisG/MET3p-SEC20). Die Stamme wurden in PCK1-Promotor-reprimierendem $S4D
Medium (A1 bis C1) oder in MET3-Promotor-reprimierendem SDMC Medium (A2 bis C2) angezogen. Die Zellen
wurden in der logarithmischen Wachstumsphase geerntet und fir die Elektronenmikroskopie vorbereitet. Es wurde
eine  Glutaraldehyd-Fixierung (A1 bis A3) oder zur selektiven  Membranfixierung eine
Kaliumpermanganat-Fixierung (B1 bis B3) durchgefiihrt. Die Pfeile zeigen die angereicherten Membranen. N steht
fur Nukleus, M fur Mitochondrium und V fir Vakuole.

3.8 Einfluld der SEC20 Expression auf die Hypheninduktion

Die Hyphenbildung von C. albicans wird als wichtiger Faktor bel der Virulenz angesehen. Die
Sekretion von spezifischen Proteinen, z. B. Proteasen, steht in einem funktionellen
Zusammenhang mit der Hyphenbildung und dem Eindringen in Epithelgewebe. Daher sollte
untersucht werden, ob eine veranderte Sekretion durch verminderte SEC20-Expression Einfluf3
auf die Hyphenbildung von C. albicans hat.

Es ist bekannt, dal3 C. albicans unter der Einwirkung von positiven Stimuli wie Serum oder
N-Acetylglukosamin (GIcNAc) Hyphen ausbildet (Odds, 1988). Um zu Uberprifen, ob eine
verminderte SEC20 Expression einen Einfluld auf diese Hyphenbildung hat, wurden verschiedene
C. albicans-Stdmme zunéchst auf serumhaltigen Nahrbdden ausgestrichen. Die Platten enthielten
jeweils 5, 10 oder 20 % Pferdeserum (Sigma) und wurden mit 4 % Glukose hergestellt. Nach
einer Inkubation bei 37°C wurden die Platten im Abstand von ener halben Stunde
mikroskopiert. Es konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp-Zellen und mutierten Zellen
(sec20/PCK1p-SEC20) festgestellt werden. Das gleiche wurde beobachtet, wenn man die Zellen
in Flissigmedium anzog. Das Ergebnis zeigt, dal’ die Proteine, die zur Hyphenbildung durch
positive Stimulation beitragen, in sec20 Mutanten nicht beeintréchtigt sind. Es kdnnte auch sein,
dad die Beeintrachtigung durch eine verminderte SEC20 Expression nicht fir einen
beobachtbaren Phanotyp ausreichend ist.

Auch Mangelmedien, wie z. B. die sogenannten ,Spider“-Platten, sind in der Lage, die
Hyphenbildung von C. albicansauszulésen (Liu et al., 1994). Es wird davon ausgegangen, dal3
die durch positive Stimulation induzierte, Hyphenbildung und die Induktion des filamenttsen
Wachstums unter Mangelbedingungen durch zwei unabhdngige Signale gesteuert werden
(Kohler und Fink, 1996; Lo et al., 1997). Die Hyphenbildung der sec20-Mutanten, ausgel ost
durch Mangelbedingungen, konnte aufgrund des eingesetzten PCK1-Promotors nicht getestet
werden, da die zur Repression notwendige Glukose die Hyphenbildung auf Spider-Medium
unterdrickt. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dal3 Sec20p einen Einflul? auf die
Hyphenbildung unter diesen Bedingungen hétte.
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3.9 Analyseder Sec20p-Funktion in der Sekretion

Bel der Suche nach der Funktion von Sec20p im Sekretionsweg wurden verschiedene Proteine
untersucht. Um zu testen, ob sezernierte Proteine in C. albicans vom SEC20-Expressionslevel
abhangig sind, wurde die Sekretion von Chitinasen und Aspartylproteasen (Sap) untersucht.

3.9.1 Untersuchungen zur Sap2-Sekretion

Zur Untersuchung des Einflusses von Sec20p auf die Sekretion wurde die Sap2-Protease-1soform
as, Sekretionsindikator* eingesetzt. Versuche mit konditionalen Mutanten wurden durchgefihrt,
wobel SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors oder unter der Kontrolle des MET3-
Promotors exprimiert wurde. Die Expression und Sekretion von SAP wurden in den
Transformanten durch Wachstum in BSA (bovine serum abumin) enthaltendem Medium
induziert.

Eine stationar gewachsene Kultur des Stammes CA2d2m (sec20D::hisG/MET3p-SEC20) wurde
mit 0,5 M Methionin/Cystein versetzt und weitere acht Stunden inkubiert. Anschlief3end wurden
die Zellen abzentrifugiert, gewaschen und in BSA-Medium in einer ODgoo vVon 10 aufgenommen
(Methode angelehnt an Mao et al., 1999). Alle zwel Stunden wurden 100 ul Probe abgenommen
und abzentrifugiert. Der Kulturberstand wurde mit 3x Laemmli-Auftragspuffer versetzt und
Uber ein SDS-PAGE aufgetrennt. Es folgte entweder eine Coomassie-Férbung (siehe 2.8.9) zur
Anféarbung des noch vorhandenen BSA im Kulturiberstand (Abb. 22A) oder eine Detektion der
sezernierten Aspartylproteasen (Abb. 22B und C). Mit einem Sap2-Antikorper konnte nach einer
Western-Blot-Analyse sekretiertes Protein  nachgewiesen werden (Abb. 22B und C).
Untersuchungen mit dem C. albicans Stamm CAr10a3 (sec20D::hisG/PCK1p-SEC20) erfolgten
wie oben beschrieben, alerdings wurde anstelle der Methionin/Cystein-Zugabe der
Glukosegehalt auf 4 % erhoht, um den PCK1-Promotor zu reprimieren.
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Abb. 22: Einflufd der Sec20p-Expression auf die Sap2-Sekretion.

A: Wildtyp und Mutante CA2d2m (sec20D::hisG/MET3p-SEC20) wurden in BSA-Medium mit oder ohne Zusatz
von 0,5 M Methionin/Cystein bei 30°C fur zw6lf Stunden inkubiert. Es wurden 50 pl Kulturiberstand auf ein SDS-
PAGE aufgetragen und das Gel anschlief3end mit Coomassie-Blau geférbt.

B: Western-Blot-Analyse des in A gezeigten Gels, sowie eines Gels mit nach 24 Stunden entnommenen
Kulturiberstdnden. Es wurden 20 pl Kulturiberstand nach zw6lf Stunden und 10 pl Kulturliberstand nach
24 Stunden aufgetrennt. Nachweis des Proteins mit dem Maus-anti-Sap2-Antikorper.

C: Western-Blot unter Verwendung des Maus-anti-Sap2-Antikorpers. Der Wildtyp und die Mutante CArl10a3
(sec20D:hisG/PCK1p-SEC20) wurden bei 30°C in BSA-Medium mit 4% Glukose inkubiert. Von den, zu den
unterschiedlichen Zeiten entnommenen, Proben wurden je 20 pl aufgetragen. Von der ,,48 Stunden®-Probe wurden
10 pl aufgetragen.

Wiein Abb. 22A sichtbar ist der BSA-Verbrauch von Zellen in Anwesenheit von Methionin und
Cystein deutlich erhoht, alerdings nicht nur bei den Mutanten, sondern auch beim Wildtyp. Es
kann aso angenommen werden, da3 es sich hierbel nicht um ene Auswirkung ener
verminderten Sec20p-Expression handelt, sondern einen Effekt, der durch zugesetzte
Aminosauren hervorgerufen wird. Die Sekretion von Sap2 scheint hiermit allerdings nicht zu
korrelieren, wie man in Abb. 22B sehen kann, da nach zwdlf Stunden die sekretierte
Proteinmenge in Gegenwart von Aminosauren geringer ist as ohne Zugabe von Aminosauren.
Nach 24 Stunden ist kein Unterschied in der Menge des sekretierten Proteins mehr zu erkennen.

Abb. 22C macht sichtbar, dal3 die Sap2 Sekretion im Stamm CAr10a3 (sec20D::hisG/PCK1p-
SEC20) und im Wildtyp gleich ist. Dies deutet darauf hin, dald3 eine verringerte SEC20-
Expression keinen Einfluld auf die Sap2 Sekretion hat. Das Wachstum der Zellen wahrend des
Versuchs wurde durch eine ODgoo-Bestimmung zu allen Zeitpunkten der Probenentnahme
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untersucht. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen
Stdmmen festgestellt.

3.9.2 Untersuchungen zur Chitinase-Sekretion

Chitinase, ein O-glykosyliertes Protein, wird in C. albicans sowohl in die Zellwand eingebaut als
auch sezerniert. Um zu untersuchen, ob Sec20p fur die Sekretion von Chitinasen notwendig ist,
wurde die enzymatische Aktivitét von zellgebundener und sekretierter Chitinase bestimmt. Es
wurde die konditionale Mutante mit SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors in 5ml
YPD (4 % Glukose zur Repression des Promotors) bis zu einer ODggp von ca. funf herangezogen
und anschlieffend 1 ml Kultur abzentrifugiert. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 ml 100 mM
Natriumphosphatpuffer pH 7,0 gewaschen und schliefdich in 1 ml Mcllvaine-Puffer pH 4,0
aufgenommen. Fir den Enzymtest wurden je 20 pl Kulturiiberstand bzw. Zellsuspension
eingesetzt, wobei die eingesetzte Menge der ODgoo angepaldt wurde. Die Ergebnisse sind in Abb.
23 zusammengefalit.

Abb. 23: Messung der Chitinase-Aktivitét. Die
F3 Fluoreszenz wurde in einem Fluorometer
iz gemessen und es sind hier die Werte in
8 Prozent angegeben. Die Chitinase-Aktivitét
B { e des WT-Stammes wurde als 100 % gesetzt.
E Ein Dpmt1-Stamm wurde as Positivkontrolle
E eingesetzt, ein WT-Stamm als
o) Negativkontrolle. Jeder Wert gibt den
. Mittelwert einer Doppelbestimmung von zwei
. . . V ersuchen wieder.
= “&\ i S & F - E}}
- \'1\_'_\\. g w \:LL:."L
kuluribersiand Zelloberiliche

Fur den Wildtyp und die Mutanten (sec20/PCK1p-SEC20) wurden sowohl im Kulturiiberstand
als auch an der Zelloberflache hnliche Enzymaktivitéten gemessen. Es scheint daher, dal die
Sec20p-Expressionsrate in  Zellen keinen Einflul auf die Chitinase-Aktivitdt hat. Die
Pogitivkontrolle  (pmtl/pmtl) zeigte wie erwartet ene erh6hte Enzymaktivitdéd im
Kulturliberstand und eine verringerte Enzymaktivitét an der Zelloberflache (Timpel et al., 1998).
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3.10 Nachweisvon Sec20p im Immunaoblot

Mit Hilfe einer Immunoblot-Analyse sollte Sec20p néher charakterisiert werden. Der hierfir
verwendete Expressionsvektor pYW69 kodiert fur ein Sec20p-Fusionsprotein, das am
C-terminalen Ende ein internes c-myc-Epitop trégt (sehe Abb. 24A). Dieses interne Epitop
wurde engesetzt, um das etwaige Retentionssignal (VDEL) nicht zu zerstbren. Zur
Uberproduktion von Sec20pc-myc wurde die Genfusion unter die Kontrolle des PCK1-Promotors
gestellt. Fur den Immunoblot wurden die CAl4-Transformanten, die die PCK1p-SEC20c.myc
Fusion in SCAA-Medium (induzierendem Medium) exprimieren, angezogen und Rohextrakte
hergestellt (siehe 2.8.2). Aus dem 1 kb umfassenden offenen Leserahmen von SEC20 und der c-
myc-Epitop-Sequenz ergibt sich eine theoretische Molekularmasse des Sec20-Fusionsproteins
von 38 kDa; aus diesem Grund erfolgte die Auftrennung der Proteine in einem 10 %igen SDS
Gel. Sec20c.myc wurde mit dem c-myc-Antikorper detektiert. Das Ergebnis ist in der Abb. 24B
dargestellt.

A: ST reiche Regio
N ST reiche Region i
y SEC20 [IMD  Evey>
PCKlp
B: .
.ﬁ}‘ *'*3* ¢ Abb. 24: Nachweis des Sec20;.my-Proteins im Immunobl ot
Pl A: Schematische Darstellung des Sec20-Fusionsproteins mit
A Y integriertem c-myc-Epitop (pYW69). Die SEC20-Expression ist
?L?‘:' ?L\r durch den regulierbaren PCK1-Promotor kontrolliert. Das c-myc-
Epitop ist im SEC20 Leseraster direkt N-terminal von dem
110 kDa a Sec20n. moglichen ER-Retentionssignal VDEL kloniert. TMD steht fir
* e Transmembrandoméne. Im N-terminalen Bereich gibt es eine
potentielle N-Glykosylierungsstelle (N) und im C-terminalen Bereich
eine Serin/Threonin-reiche Region as maogliche
O-Glykosylierungsregion.
50k . Sec20p.. B: Nachweis des Fusionsproteins mit Maus-anti-c-myc, anti-Maus-
ks Bcip und mit einem Chemilumineszenz-Essay; Spur 1: Kontrolle,

- CAl4-Transformante mit Kontrollvektor pYW7 SEC20 unter der
E kD - | Sec20p,,. Kontrolle des PCK1-Promotors); Spur 2: CAl4-Transformante mit
pY W69 (SEC20..myc unter der Kontrolle des PCK1-Promotors). Die
Induktion erfolgte in Glukose freiem Medium (SCAA-Medium). Es
wurden jeweils 20 ug Protein aufgetragen.

Bel der hier eingesetzten Methode zur Darstellung des Sec20-Proteins im Immunoblot wurden
drei Signale detektiert. Eine Bande bel 38 kDa, was der erwarteten GrofRe des Sec20-Proteins
entspricht und je eine Bande bei einer Laufhohe von 50 kDa und 110 kDa @Abb. 24). Das
Ergebnis wurde jeweils mit unabhangigen Transformanten bestdtigt. Zusétzlich wurden die
CAl4-Transformanten mit pYW69 auch in glukosehaltigem Medium angezogen. Rohextrakte
von diesen unter PCK1-Promotor-reprimierenden Bedingungen angezogenen Zellen zeigten kein
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Signal im Immunoblot (Daten nicht gezeigt). Es kann daher davon ausgegangen werden, dal3 es
sich bel den spezifischen Signalen tatsachlich um das c-myc-markierte Sec20-Protein handelt.

3.11 Untersuchung von Sec20p auf posttrangationale M odifikationen

Da das Sec20p teilweise eine unerwartete Grofe im Immunoblot aufwies, sollte untersucht
werden, ob das Laufverhalten durch posttrandationale Modifikationen bedingt sein kann. Eine
mogliche post-trandationale Modifikation ist die Glykosylierung, die eine wichtige
Modifikationsform von Proteinen in Eukaryoten darstellt. Die Proteinsequenz von Sec20p laf3t
die Vermutung zu, dal3 Glykosylierung moglich ist. Es sind sowohl eine N-Glykosylierungsstelle
as auch ene Sein/Threonin reiche Region vorhanden (vergleiche Abb. 24A). Von
Serin/Threonin reichen Regionen ist bekannt, dal3 dort haufig O-Glykosylierung stattfindet
(Bause und Lehle et al., 1979; Strahl-Bolsinger und Tanner, 1991).

3.11.1 Nachweisder Glykosylierung von Sec20p

Fast adle Glykoproteine der Hefe binden an das Lektin Concanavalin A (ConA). Um den
Glykosylierungszustand von Sec20p zu analysieren, wurden die gebundene und ungebundene
Fraktion einer ConA-Sepharose-Falung von Rohextrakten der Hefe analysiert. Hierfur wurden
Rohextrakte von Transformanten, die das Sec20..mycProtein produzieren, fir vier Stunden mit
ConA-Sepharose inkubiert (Abb. 25A). Nach Zentrifugation wurde das Prézipitat entweder
gewaschen oder mit Methyl-a D-Mannopyranosid inkubiert. Es ist bekannt, da3 Methyl-aD-
Mannopyranosid die Bindung von Glykoproteinen an ConA-Sepharose kompetetiv verdréngt
(Munske et al., 1978). Nach erneuter Zentrifugation wurden von den einzelnen Fraktionen je 30
Hg Protein in einem SDS-PAGE aufgetrennt; dann konnte mittels des c-myc-Antikorpers konnte
Sec20 Protein detektiert werden (Abb. 25 B).
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Abb. 25: Bindung des Sec20-Proteins an Concanavalin A. A (linker Teil): FluRschema zur V ersuchsdurchfiihrung
der Sec20p-Bindung an ConA. Zweimal 150 pg Protein wurden fir vier Stunden mit ConA Sepharose inkubiert und
anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit U1 bezeichnet. Eines der Prézipitate aus den Parallelansitzten
wurde mit Methyl-aD-Mannopyranosid versetzt und beide Ansédtze gleich weiter behandelt. Nach 45 min
Inkubation und anschliefender Zentrifugation wurden das Prézipitat und der Uberstand aus dem Ansatz mit
Methyl-aD-Mannopyranosid als P3 und U3 bezeichnet, aus dem Ansatz ohne Methyl-aD-Mannopyranosid als P1
und U2. A (rechter Teil): FluRschema zur Verteilung der glykosylierten und unglykosylierten Proteine im
Versuchsverlauf. Entsprechend der links gezeigten Versuchsdurchfiihrung ist rechts angegeben, in welcher Fraktion
sich glykosyliertes (glyk.) bzw. unglykosyliertes (unglyk.) Protein befindet. B: SDS-PAGE zum Nachweis der
Sec20p Bindung an ConA. Eswird diein A beschriebenen Fraktionen der ConA Bindung auf ein 10 %iges SDS-Gel
aufgetragen. Dabei handelte es sich jeweils um 30 pg Protein, entsprechend 10 pl P1 und P3 und 60 pl U1, U2 und
U3. Der Nachweis erfolgte mit Maus-anti-c-myc Priméarantikorpern und anti-Maus-Bcip Sekundarantikorpern
mittels eines Chemilumineszenz Essays, Spur 1 und Spur 2: Kontrolle, P1 einer CAl4-Transformante mit
Kontrollvektor pYW?7 (SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors); Spur 3 bis Spur 7: CAl4-Transformante
mit pY W69 (SEC20c.myc unter der Kontrolle des PCK1-Promotors); Spur 8: Rohextrakt einer CAl4-Transformante
mit pY W69.
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Es wird deutlich, dal3 der Grofteil des Sec20-Proteins an ConA bindet (Abb. 25; Spur P1).
Sowohl das 110 kDa-Protein a's auch das 50 kDa-Protein werden gebunden, alerdings nicht das
38 kDaProtein. Die Bindung der Proteine an ConA wurde durch die Zugabe von
Methyl-a D-Mannopyranosid aufgehoben, wie bei einem Vergleich von den Spuren P1 und P3
zu erkennen ist. Die vorher gebundenen Proteine finden sich nun im Uberstand (U3).

Das Protein mit einer Grof3e von 38 kDa scheint nicht glykosyliert zu sein und es bindet daher
nicht an ConA, wie man bei einem Vergleich von der Spur P1 und U1 sehen kann. Dies war zu
erwarten, da 38 kDa die Grof3e des unglykosylierten Sec20-Proteins ist. Auch das 50 kDa grof3e
Protein ist in U1 noch zu detektieren, was darauf zuriickgefuihrt werden kann, daR die Menge der
eingesetzten ConA-Sepharose nicht ausreichend, fr eine quantitative Fallung, war.

3.11.2 Untersuchung von Sec20p auf potentielle N-Glykosylierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dal3 es sich bel Sec20p um ein glykosyliertes Protein handelt,
sollte ermittelt werden, um welche Art von Glykosylierung es sich handelt. Es ist bekannt, dal3
durch die Behandlung von Glykoproteinen mit dem Enzym PNGase N-glykosidisch gebundene
Zucker entfernt werden konnen (Tarentino et al., 1985). Rohextrakte von Sec20pc.myc
Uberproduzierenden Transformanten wurden einer PNGase-Behandlung unterzogen. Diese
Enzymbehandlung hatte keinen Einfluss auf das Laufverhalten der Proteine im SDS-PAGE. Als
Kontrolle wurde die N-glykosylierte Invertase von S. cerevisiae der gleichen Enzymbehandliung
unterzogen. Hierbel konnte eine deutlich erhthte Laufgeschwindigkeit der Invertase nach
Behandlung mit PNGaseF im SDS-PAGE detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Es ist also wahrscheinlich, dal3 das Glykoprotein Sec20p nicht durch eine N-Glykosylierung,
sondern durch eine O-Glykosylierung posttranglational modifiziert wird. Dieses Ergebnis stimmt
auch mit der vorhergesagten Orientierung des Sec20p in der ER-Membran Uberein
(http:ulrec3.unil.ch/software/ TMPRED_from.html). Die potentielle N-Glykosylierungsstelle lage
demnach im Zytoplasma, wohingegen sich die O-Glykosylierungsstellen im ER-Lumen befinden
und damit zugénglich fur die im ER lokaliserten Protein-Mannosyltransferasen (Pmt) zur
O-Glykosylierung sind.

3.11.3 Das Sec20p in Dpmt-M utanten

Die PMT-Genfamilie ist mal3geblich an der O-Glykosylierung in C. albicans beteiligt. Es sind
bisher finf PMT Gene identifiziert worden (S. Prill, personliche Mitteilung). Drei dieser Gene
sndin C. albicans disruptiert worden, so dal3 drei unterschiedliche pmt-Mutanten zur Verfligung
standen. Dabei handelt es sich um die Stdmme Dpmt1, Dpmt4 und Dpmt6 (Timpel et al., 1998,
Timpel et al., 2000). Um zu untersuchen, welches der Pmt-Proteine fur die Glykosylierung von
CaSec20p verantwortlich ist, wurde Sec20pc.myc in den drei Disruptionsstammen exprimiert.
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o . Abb. 26: Einflu3 von Dpnmt-Mutanten auf das

p i i Laufverhalten von Sec20p. Es wurden Rohextrakte
* r & der verschiedenen C. albicans-Stamme hergestellt,
= o W o die in induzierendem SCAA-Medium angezogen
wurden. Bei den Stdmmen handelt es sich um
Dpmtl-, Dpmt4- oder Dpmt6-Mutanten, die mit
" pPY W69 (SEC20c.myc unter der Kontrolle des PCK1-
e Y Promotors) transformiert wurden. Es sind je 5ul
Rohextrakt entsprechend einer Gesamt-
proteinmenge von 30pug aufgetragen. Der

06 < Nachweis des Proteins erfolgte mit Maus-anti-c-
myc (Priméarantikérper, 1:1000 verdinnt) und anti-
Sec20,,. Maus-Bcip (Sekundérantikorper, 1:5000 verdinnt).

Nach Transformation der Dpmtl-, Dpmt4- und Dpmt6-Stémme mit dem Plasmid pYW69
(SEC20myc unter der Kontrolle des PCK1-Promotors, siehe 2.6.4) wurden Rohextrakte von
mindestens zehn Transformanten je Stamm hergestellt. Diese Rohextrakte wurden Uber ein SDS-
PAGE aufgetrennt und Sec20pc.myc Mit einem Maus-anti-c-myc Antikorper detektiert. Die
Ergebnisse sind in Abb. 26 dargestellt.

Eswird deutlich, dal3in pmt1- oder pmt4-disruptierten Stammen kein Sec20pc.myc zu detektieren
ist (Abb. 26). Durch die Bestimmung des Proteingehalts der Rohextrakte wurde sichergestellt,
dald der Aufschlufd der Zellen und die Proteinextration bei allen Transformanten in gleichem
Mal3e erfolgte. Es kann daher geschlossen werden, dal3 die SEC20-Expression in pmtl- und
pmt4-disruptierten Stammen beeintréchtigt ist oder das Protein schneller degradiert wird. Wie
Spur 4 @Abb. 26) zeigt, hat die Disruption von pmt6 keinen Einflu3 auf die Expression von
Sec20p. Das Laufverhalten sowie die Proteinmenge sind mit der Expression von Sec20p im
Wildtyp zu vergleichen (siehe Spur 1 und Spur 4). Interessanterweise ist in den pmtl- und pmt4-
disruptierten Stdmmen auch kein unglykosyliertes Protein zu detektieren. Auch wenn die
glykosylierte 50 kDa-Form von Sec20myc nicht zu detektieren ist, sollte die Menge der 38 kDa-
Form unverandert sein. Im Western-Blot konnte dies nicht bestétigt werden.

Auch die Doppedédetionsstamme (pmtl/pmt6 und pmtd/pmt6) wurden mit pYW69
transformiert. Bei Transformanten dieser Stémme konnte wie in den pmt1 und pmt4-Stammen,
kein Protein detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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3.11.4 Stabilitat von Sec20p

3.11.4.1 Pulse-Chase-Experimente mit Sec20p

Da in Dpmtl- und Dpmt4-Mutanten Sec20p nicht detektiert werden konnte, sollte geprift
werden, ob Sec20p in diesen Stdmmen instabil ist.

Fur Untersuchungen zur Stabilitét sowie zur auftretenden posttrandationalen Modifikation von
Sec20p wurden Pulse-Chase-Experimente durchgefihrt. Zunéacht wurde im C. albicans Stamm
CAIl4 Sec20pc.myc unter der Kontrolle des PCK1-Promotors tberproduziert. Die Zellen wurden
Uber Nacht in induzierendem NaLactat-Medium angezogen und dann 15 Minuten bzw.
45 Minuten mit [*>S]-Methionin radioaktiv markiert (, pulse”). Nach Zugabe eines Uberschusses
an nicht-radioaktivem Methionin (,chase”) wurden in halbstindigen Absténden Proben
entnommen und durch Immunprézipitation, SDS-PAGE und Autoradiographie auf die
Anwesenheit von Sec20pc.myc hin untersucht.

Wie Abb. 27 verdeutlicht werden zwei unterschiedlich grof3e Varianten von Sec20p prézipitiert.
Es handelt sich um die 38 kDa-grof®e Form (unglyk.-Sec20pc-myc), die der errechneten
Molekularmasse entspricht, und die glykosylierte 50 kDa-grofe Form von Sec20p (glyk.-
Sec20pc-myc) (Abb. 25). Zum Zeitpunkt O, d. h. direkt nach Beendigung des , Pulse®, ist sowohl
die unglykosylierte as auch die glykosylierte Form vorhanden. Nach 30 Minuten allerdings hat
die Menge der unglykosylierten Form stark abgenommen, wohingegen die Menge der
glykosylierten Form zugenommen hat. Dies wird noch deutlicher nach 60 Minuten; dann ist
kaum noch unglykosylierte Form detektierbar. Man kann also folgern, dal3 in den 30 bzw. 60
Minuten die Glykosylierung der radioaktiv markierten unglykosylierten Form stattgefunden hat
(vergleiche Tabelle 12). Als Kontrolle diente in diesem Versuch der C. albicans Stamm mit
Sec20p (ohne c-myc-Epitop) unter der Kontrolle des PCK1-Promotors (Abb. 27, letzte Spur).

Sec2l_ Sec20 Sec20

Pulse (min) 15 15 15 45 15 15 5

Chase (min ) i 10 &l i 30 600 i

unspezifisches
roleln

50 kDa - — A — glyk.-Sec20,
—

18 kDa unglyk -Sec20_
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Abb. 27: Pulse-Chase-Messung von Sec20p. Der WT Stamm CAI4 wurde mit dem Plasmid pYW69 PCK1p-
SEC20¢myc) bzw. mit pYW7 PCK1p-SEC20) transformiert. Die Halbwertszeit von Sec2Qy,. wurde mit Pulse-
Chase-Experimenten bestimmt. Die Zellen wurden 20 min mit F°S]-Trans-Label markiert, nach Zugabe eines
Uberschusses nicht markiertem M ethionins/Cysteins wurden in regelméRigen Absténden Proben zur Bestimmung
der Sec20-Menge entnommen. Der spezifische Nachweis erfolgte durch Immunprézipitation, SDS-PAGE und
Autoradiographie. Die Signalintensitdten wurden densitometrisch quantifiziert. Die daraus resultierenden Ergebnisse
sind in Tabelle 12 angegeben.

Auch diein Tabelle 12 angegebene densitometrische Auswertung macht deutlich, dal3 es nicht zu
einem Abbau der unglykosylierten Form von Sec20p kommt, sondern eine Verschiebung zur
glykosylierten Form stattfindet. Es konnte auf3erdem errechnet werden, dal3 die Halbwertzeit der
glykosylierten Form mit Uber 120 Minuten sehr hoch ist. Man kann also davon ausgehen, dai3
Sec20p in seiner 38 kDa unglykosylierten Form zundchst gebildet wird und nach der
O-Glykosylierung in einer stabileren 50 kDa Form in der Zelle vorliegt.

Tabelle 12 Densitometrisch quantifizierte Signalstdrken der Autoradiographie aus Abb. 27. Durch die
Quantifizierung unspezifischer Signale wurden die Abweichungen im Zellaufschlufd und der Immunoprézipitation in
die angegebenen Werte eingerechnet.

Pulse (min) 15 15 15 45 45 45
Chase (min) 0 30 60 0 30 60
Gesamtmenge ( %) 100 96 91 100 86 71
glykosylierte Form ( %) 43 60 63 56 60 53
unglykosylierte Form (%) |57 36 28 44 26 18

3.11.4.2 Stahilitét von Sec20p in Glykosylierungsmutanten

Da, wie oben beschrieben (Abb. 26), in den Glykosylierungsmutanten Dpmt1 und Dpmt4 kein
Sec20p detektiert werden konnte, sollte die Abhéngigkeit der Sec20-Protein Stabilitét von
seinem Glykosylierungsstatus mit Pul se-Chase-Experimenten untersucht werden.

Pulse (min} 20 20 20 M 20

Chase {min) 0 30 Fetn] by 0 0 i} ]
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Abb. 28: Stabilitdt Sec20p in pmtl-Mutanten. Der WT Stamm CAIl4 sowie der pmtl-Deletionsstamm wurden mit
dem Plasmid, pY W69 (PCK1p-SEC20cmyc), bzw. mit pYW7 (PCK1p-SEC20) transformiert. Die Halbwertszeit von
Sec20pc.myc wurde mit Pulse-Chase-Experimenten bestimmt. Die Zellen wurden 20 min mit [3°S]-Trans-Label
markiert, nach Zugabe eines Uberschusses von nicht markiertem Methionin/Cystein wurden in regelméRigen
Abstanden Proben zur Bestimmung der Sec20p-Menge entnommen. Der spezifische Nachweis erfolgte durch
I mmunprazipitation, SDS-PAGE und Autoradiographie.

Im C. albicans Wildtyp-Stamm CAI4 sowie im Dpmtl-Stamm wurde Sec20pc.myc unter der
Kontrolle des PCK1-Promotors Uberproduziert. Die radioaktive Markierung erfolgte tber 20
Minuten. Wiein Abb. 28 deutlich zu erkennen ist, konnte in pmt1-Mutanten kein glykosyliertes
Sec20-Protein prazipitiert werden (Spuren 5-7). Zum Zeitpunkt 0 konnte eine 38 kDa Bande
detektiert werden, die in ihrer Stérke der 38 kDa Bande des Wildtyps zum Zeitpunkt O entspricht
(Abb. 28). Allerdings ist keine 50 kDa Bande zu erkennen. Auch im Verlauf des , chase’, d. h.
nach 30 oder 60 Minuten, trat keine 50 kDa Bande auf. Die 38 kDa Bande verschwindet
allerdings genauso wie im Wildtyp schon nach 30 Minuten. In dem Fall der pmt1-Mutante findet
scheinbar keine Stabilisierung durch Glykosylierung statt, sondern vielmehr ein Abbau des
Proteins.

Die Abb. 28 zeigt im Wildtyp wieder die unterschiedlich grofen Varianten von Sec20p
(vergleiche Abb. 27). Die Glykosylierung der 38 kDa Form fand in den ersten 30 Minuten des
»Chase" statt. Wie in Spur 2 deutlich zu sehen, traten unterschiedlich stark glykosylierte Formen
as ,Schmier* von 38 kDa bis 50 kDa auf. Nach 60 Minuten ,,chase* konnte nur noch die 50
kDa-Form detektiert werden. Es ist deutlich, dal3 hier die Modifikation abgeschlossen ist. Wie
die Spur 4 zeigt, ist auch nach 90 Minuten ,,chase” die Proteinmenge gleichgeblieben. Hier wird
deutlich, dal3 glykosyliertes Sec20-Protein vergleichsweise stabiler als unglykosyliertes ist.

3.11.5 Mutationen in potentiellen Glykosylierungsstellen von Sec20p

Zur Untersuchung der Glykosylierung des Sec20-Proteins wurden einige potentielle
Glykosylierungsstellen des Proteins mutiert. Die als N-Glykosylierungsstelle vorhergesagte
NKS-Aminosauresequenz im zytosolischen Teil des Proteins sowie 7 Serin/Threonin Sequenzen
(mdglicher Ort der O-Glykosylierung) im luminalen Teil des Proteins wurden im pY W69 V ektor
(PCK1p-SEC20c.myc) mutiert. Die in Abb. 29 angegebenen Aminosduren wurden jeweils durch
ein Alanin ersetzt (pYW96 S267A; pYW98 SAS271AAA; pYW94 SS278AA; pYW92
TT284AA; pYW97 TKT293AKA; pYW95 TLS299ALS; pYW93 TTSS321AAAA). Fir den
Immunoblot wurden die CAl4-Transformanten, die die Vektoren mit den verschiedenen
Mutationen enthalten, in PCKI1-Promotor-induzierendem Medium (SCAA) angezogen.
Anschlief3end wurden Rohextrakte hergestellt (siehe 2.8.2).
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Abb. 29: Schematische Darstellung der durchgefiihrten Mutagenesen in Sec20pc.myc. Die im ER-Lumen befindlichen
potentiellen O-Glykosylierungsstellen sind unterstrichen dargestellt. Die angegebenen Serine oder Threonine
wurden durch Alanin ersetzt. Dartiber ist jeweils der Name der mutagenisierten Plasmide angegeben. Dieim Zytosol
befindliche potentielle N-Glykosylierungstelle wurde auch mutagenisiert, d. h. Asparagin wurde gegen Alanin
ausgetauscht. Das erhaltene Plasmid mit pY W91 bezeichnet.

Wie aus der Abb. 30 zu erkennen, variieren einige der mutierten Sec20-Proteine leicht in ihrer
Grole. Allerdings zeigen das mutierte  Sec20pc-myc von pYW9l (potentielle N-
Glykosylierungsstelle) das gleiche Laufverhalten im SDS-PAGE wie das Wildtyp-Protein (Abb.
30, Spur 1 und 2). Dies bestétigt das vorherige Ergebnis, dal3 Sec20p nicht N-glykosyliert ist, da
diese Sequenz die einzige mogliche N-Glykosylierungsstelle des Proteins darstellt. Alle anderen

Muteine (pYW92, 94, 95, 97 und 98, siehe Abb. 29) scheinen bis auf pY W96 etwas kleiner as
das Wildtyp-Protein zu sein.
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Abb. 30: Glykosylierungsmutanten des Sec20-Proteins. Nachweis des Proteins mit Maus-anti-c-myc, anti-Maus-
Bcip und mit einem Chemilumineszenz Essay. Wildtyp C. albicans wurde mit Plasmiden mit den unterschiedlichen
Mutationen transformiert. Spur 1. CAl4-Transformante mit nicht mutiertem Sec20pc.mye; Spur 2-9: CAl4-
Transformanten mit Plasmiden mit den oben angegebenen Mutationen in Sec20pcnmyc; Kontrolle: CAl4-
Transformante mit Kontrollvektor pY W7 (SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors). Es sind jeweils 20 pg
Protein aufgetragen worden.
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Die GrolRenunterschiede der einzelnen Proteine sind allerdings gering (ca. 2 kDa) und keines der
Muteine hat die Grofie des unglykosylierten Sec20pc.myc (Abb. 30, Spur 1). Erstaunlicher Weise
konnte nur im Wildtyp Sec20p und in der pYW94-Mutation die 38 kDa-unglykosylierte Form
detektiert werden. Die detektierte Sec20-Proteinmenge in der pY W97-Mutante ist im Vergleich
Zu den anderen Mutanten sehr gering. In Transformanten, die den pYW93 Vektor enthalten
konnte ebenfalls kein Protein nachgewiesen werden, auch nicht in Untersuchungen von zehn
verschiedenen Transformanten. Dies kann, dhnlich wie bei der Expression von Sec20p in pmt-
Mutanten, durch gestérte Glykosylierung und Instabilitét des Proteins erklart werden. Allerdings
kbnnte die Mutation auch die Expression des Proteins verhindern oder durch eine
K onformationsanderung des Proteins die Detektion mit dem c-myc-Antikdrpern verhindern. Wie
aus Abb. 29 ersichtlich, handelt es sich bel der pYW93-Mutation um die am weitesten
C-terminal, direkt vor dem c-myc-Epitop gelegene M utation.

3.12 Lokalisation von Sec20p

Zur Uberprifung der Lokalisation des Sec20-Proteinsin C. albicans-Zellen wurde eine indirekte
Sec20p-Immunfluoreszenz durchgeftihrt.

In S cerevisiae stellt sich das Endoplasmatische Reticulum im Fluoreszenzmikroskop as
Struktur im perinukledren Bereich dar, von dem filamentdse Strukturen in das Zytoplasma
auslaufen (Novick et al., 1980; Rose et al., 1989; Kaiser et al., 1997). Durch einen Vergleich mit
der Kernférbung kann das ER in der Immunfluoreszenz leicht nachgewiesen werden.

Fur die Immunfluoreszenz-Analyse der Sec20p-Lokalisation wurde das Plasmid pYW69
(PCK1p-SEC20:myc) eingesetzt. Es kodiert Sec20p mit einem internen c-myc-Epitop direkt
N-terminal des potentiellen ER-Retentionssignals VDEL. Die SEC20-Expression wurde durch
den vorgeschalteten PCK1-Promotor reguliert.
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A: B:
Abb. 31: Immunfluoreszenz zur
Lokalisation ~von  Sec20p.  Der
C.albicans-Stamm, CAI4, wurde mit
Q dem Plasmid pYW69 PCK1p-SEC20.
mye) transformiert und dber Nacht bei
30°C angezogen. Die Zellen wurden fur
vier Stunden mit Formadehyd fixiert
und anschliefend auf mit Lysin

beschichteten Objekttrégern im-

mobilisiert. A: Farbung der Zellen mit
einem Primérantikdrper  (anti-c-myc-
Antikorper) und einem Sekundar-

. antikbrper  (FITC-gekoppelter  anti-

5 Maus-Antikorper). B: Farbung der
Zellen mit dem DNA-bindenden
Farbstoff DAPI (4 ,6-diamidino-2-
phenylindole).

Die Zdlen wurden in SCAA-Medium angezogen, in dem der PCK1-Promotor stark induziert
wird. Die erhthte Expressionsrate in diesem Medium erwies sich als notwendig, um en
deutliches Signal zu erhalten. Nach Fixierung der Zellen in Formaldehyd und Immobilisierung
auf einem mit Lysin beschichteten Objekttrdger wurde ein anti-c-myc-Antikorper als
Primarantikorper verwendet. Als Sekundérantikorper diente FITC-gekoppelter anti-Maus-
Antikorper (Abb. 31A). Die Zellen wurden ausétzlich mit dem DNA-bindenden Farbstoff DAPI
(4’ ,6-diamidino-2-phenylindole) behandelt, was zur Farbung des Zellkerns fuhrt (Abb. 31B).

Die Zellen zeigten eine deutliche perinukledre Farbung mit Audéufern in das Zytoplasma
(Abb. 31A). Bei diesen Strikturen handelt es sich sehr wahrscheinlich um das Endoplasmatische
Retikulum der Zellen.

3.13 Analyse der L6dlichkeit von Sec20p

Computeranalysen ergaben, da3 es sich bei CaSec20p um ein potentielles integraes
Membranprotein  handelt  (http:ulrec3.unil.ch/software/ TMPRED _from.html). Um diese
Vermutung zu Uberprifen, wurde eine Behandlung mit verschiedenen Puffern und Detergenzien
angewendet. C. albicans Zellen, die Sec20pc-myc Uberproduzieren, wurden lysiert und die
erhaltenen Sphéroplasten bei —70°C gelagert. Nach dem schnellen Auftauen wurden sie mit
verschiedenen Puffern behandelt, von denen bekannt ist, dal3 sie zytosolische sowie periphere
Membranproteine 10sen, alerdings integrale Membranproteine nicht beeinflussen (Fujiki et al.,
1982).
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Weder Lysis-Puffer, Natriumcarbonat (0,5 M, pH 11,5), Natriumchlorid (1 M) oder Harnstoff
(5 M) hatten Einflul? auf die L6éslichkeit von Sec20p. Durch die Zugabe von Triton-X-100 (1 %)
ist es jedoch moglich, das Protein in die |6diche Fraktion zu Uberfihren. Nach Zentrifugation
(100000 g, 30 min) und Félung der Proteine des Uberstands mit 10 % TCA wurde jeweils das
Pellet der Ultrazentrifugation und der Fallung des Uberstands auf ein SDS-PAGE aufgetragen.
Nach Western-Blot und Detektion mit einem myc-Antikorper sind die Ergebnisse in Abb. 32 zu
sehen. Nur durch die Behandlung mit Triton-X-100 war es moglich, das Protein aus der
Membran zu l6sen und dadurch die Verschiebung vom Pellet in den Uberstand der
Ultrazentrifugation zu erreichen. Daraus kann geschlossen werden, dal3 es sich tatsachlich um
ein integrales Membranprotein handelt.

45{\ _s\b A
" X &F ,\\f_‘: & Abb: 32: Analyse  der
& & & ¥ T Loslichkeit von Sec20p. Zellen,
{;-5' -_xé‘ 5@ P ;_:15:' die CaSec20p (iberproduzieren,
Q;:-‘* & L 2 wurden nach der
. . . Sphéroplastierung mit
P L Pl PUPUPU unterschiedlichen Puffern

behandelt. Nach Zentrifugation
wurden Membranfraktion und
Uberstand getrennt. P
30 kDa - Membranfraktion; U: geféllte
© @ ® - SeC20p sy Uberstande der entsprechenden
Membranfraktion. Nach SDS-
PAGE wurde das Protein auf
dem Western-Blot mit c-myc-
Antikoérpern detektiert.

3.14 Interaktionspartner von Sec20p

Bestimmte Strukturmerkmale von CaSec20p (siehe Seite 45; Abb. 10) sind auch in S cerevisiae
Sec20p zu finden. AulRerdem deuten die bisherigen Ergebnisse darauf hin, dal3 CaSec20p, da es
dhnlich zu dem ScSec20p ist, mit anderen Proteinen des Sekretionsweges interagiert. Aus
S cerevisiae sind zwel sichere Interaktionspartner von Sec20p bekannt, dabei handelt es sich um
Ufelp (Lewis und Pelham, 1996) und Tip20p (Sweet und Pelham, 1993). Eventuell auch in
C. albicans vorhandene Homologe konnten auf eine vergleichbare Funktion von Sec20p in den
beiden Hefen hindeuten. Durch eine Computeranalyse konnten Homologe zu diesen S. cerevisiae
Proteinen in C. albicans, ermittelt werden. Sie wurden daher as CaUfelp und CaTip20p
bezeichnet.
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3.14.1 Isolierung und Klonierung von UFE1

Zur weiteren Analyse der Funktion von Sec20p im Sekretionsweg von C. albicans wurde eine
Datenbank-Suche nach Homologen des aus S cerevisiae bekannten Interaktionspartners von
Sec20p, ScUfelp, durchgefihrt. Das ScUfelp Protein ist verwandt mit der Syntaxinfamilie der
t-SNAREs und ein Vergleich mit anderen sec-Mutanten zeigte, dal3 Ufelp genauso wie Sec20p
und Sec21p (@COP) am retrograden (Golgi-ER) und nur indirekt am anterograden Transport
beteiligt ist (Lewis und Pelham, 1996). Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dal3 Ufelp in
S cerevisiae mit Sec20p interagiert, und dal3 an dieser fir die Zelle essentieller Interaktion die
Transmembrandomanen der beiden Proteine beteiligt sind (Lewis et al., 1997). Insbesondere gibt
es eine Interaktion zwischen zwei positiv bzw. negativ geladenen Aminoséure (Abb. 33) direkt
C-terminal von der Transmembrandoméne im ER-luminalen Teil beider Proteine. Durch gezielte
Sequenzvergleiche war es moglich, in der Datenbank des C. albicans Sequenzierungsprojektes
(http://candida.stanford.edu/) ein C. albicanssHomolog zu SCUFE1l zu identifizieren. Im
» S pombe-Sequenzierungsprojekt®  (http://www.sanger.ac.uk/Projects/S pombe) gibt es ene
Gensequenz (T41642), die fur ein homologes Protein mit 22 % Identitdt zu dem CaTip20p
kodiert. Dies a3 auf ein weiteres Tip20p-Homolog unter den Hefen schlief2en.

Die Identitét der Aminosauresequenz zwischen ScUfelp und CaUfelp betrégt 30 %. Mit Hilfe
synthetischer Oligonukleotide wurde CaUFEL aus genomischer DNA des Wildtyp-Stammes
CAl4 amplifiziert und in den Vektor pUC18 kloniert. Der resultierende Vektor wurde mit
pYW30 bezeichnet und von beiden Seiten ansequenziert. Da die amplifizierte Sequenz fast
hundertprozentig identisch zu der Sequenz in der Datenbank war, konnte davon ausgegangen
werden, dal3 es sich um CaUFE1 handelt. Das CaUFE1-Gen umfald 918 Nukleotide, die fir 306
Aminosduren kodieren, was einer theoretischen Molekularmasse von 34 kDa entspricht. Das
CaUfel-Protein ist wahrscheinlich ein Membranprotein mit einer Transmembrandomane
zwischen Aminosaure 286 und 302 (http:ulrec.unil.ch/software/ TMPRED_from.html). Die
C-terminal der TMD folgenden vier Aminosduren sind im ER Lumen lokalisiert, der N-terminale
Bereich ist zytosolisch. Wiein Abb. 33 verdeutlicht, ist auch in C. albicans Ufelp und Sec20p
ein positiv/negativ geladenes Aminosdurepaar direkt hinter der Transmembrandomane
vorhanden.

Abb. 33: Sequenzvergleiche der
- GANMLVM_CI VLGVLLVLVDYVSF* Calf elp Interaktionspartner  Sec20p und  Ufelp.
Sequenzbereich um die Transmembrandomanen
- TAKMITYGAI | MGVFI LFLDYVG ScUf elp von ScUfelp und ScSec20p sowie von CaUfelp
und CaSec20p sind gezeigt. Aminosaure 324-

. 347 von ScUfelp, Aminosdure 283-306 von
I Interaktion CaUfelp, Aminosiure 275-297 von ScSec20p
und Aminosaure 229-251 von CaSec20p mit
unterstrichenen TMD sind gezeigt. Fett
gedruckt sind die aus S. cerevisiae bekannten,

- QR YLSMGFFI LCCSW/VYRRI L- CaSec20p interagierenden Aminosauren. * gibt das Ende
der Proteine an.

- RDOVYLSLGFLLCCVSW/LWRRI F- ScSec20p
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3.14.2 Analyseder funktionellen Homologie

In Komplementationsversuchen sollte gezeigt werden, dal3 CaUfelp das ScUfelp ersetzen kann.
Fur Komplementationstests wurde der temperatursensitive S. cerevisiae-Stamm ufel-1 (auch als
MYL101 bezeichnet, Lewis und Pelham, 1996), mit dem Hefevektor pYWa33 transformiert.
Dieser enthdlt das CaUFE1-Gen unter der Kontrolle des PFK2-Promotors (konstitutiver
Promotor) auf eilnem CEN-Vektor. Als Negativkontrolle wurde der ,leere® CEN-Vektor
(pJIH461) transformiert.

Die Transformanten wurden bei 25°C in selektivem Medium angezogen und anschlief3end
gleiche Zellzahlen in 5 ml Vollmedium (YPD) gegeben und bel 37°C inkubiert. Schon nach
einem Tag Inkubation wurde deutlich, dal3 das C. albicans UFE1-Gen in der Lage ist, die
temperatursensitive S cerevisae Mutante zu komplementieren (Daten nicht gezeigt). Wie in
Abb. 34 zu sehen, ist auch auf YPD-Platten eine Komplementation des S. cerevisiae UFE1-Gen
moglich, allerdings war hier eine Inkubationszeit von mindestens funf Tagen notwendig. Es
konnte also gezeigt werden, dal3 CaUfelp das S cerevisiae ersetzen kann, und dadurch wurde
die Hypothese einer Interaktion der Proteine auch in C. albicans nahegelegt.
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Abb. 34: Komplementation der temperatursensitiven S. cerevisiae ufe20-1 Mutante durch CaUfelp. Der
temperatursensitive S. cerevisiae ufel-1 Stamm, MLY 101, wurde mit dem Vektor pYW33 PFK2p-CaUFEL in
einem CEN-Vektor, konstitutiver Promotor) transformiert. Die Transformanten wurden bei 25°C, in selektivem
Medium Uber Nacht angezogen und anschlieRend gleiche Zellzahlen auf YPD-Platten plattiert. Die Inkubation
erfolgte bei 25°C bzw. bei 37°C.

3.14.3 Isolierung und Klonierung von TI1P20

Aus S cerevisiae ist ein weiterer Interaktionspartner von ScSec20p bekannt. Das sogenannte
Tip20p (Sec Twenty Interacting Protein) ist ein von 701 Aminosduren Kkodiertes
zytoplasmatisches Protein, welches durch seine Interaktion mit Sec20p an die ER-Membran
lokalisiert wird. Durch gezielte Sequenzvergleiche war es moglich, in C. albicans Datenbanken
des Sequenzierungsprojektes (http://candida.standford.edu/) ein Gen zu identifizieren, das ein
homologes Protein zu ScTip20p kodiert. Die Identitét zum ScTip20-Protein betrégt 19 %. Im
» S pombe-Sequenzierungsprojekt®  (http://www.sanger.ac.uk/Projects/S pombe) gibt es ene
Gensequenz (pi034), die fur ein homologes Protein mit 21 % Identitét zu dem CaTip20p kodiert.
Durch synthetische Oligonukleotide wurde CaTlP20 aus genomischer DNA des Wildtyp-
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Stammes CAIl4 amplifiziert und in den Vektor pUC18 kloniert. Das resultierende Plasmid
pYW80 wurde vom 3'- und 5-Ende ansequenziert. Die erhaltene Sequenz stimmte zu fast
100 % mit der Sequenz aus der Datenbank Uberein. Daher konnte davon ausgegangen werden,
dald es sich bei dem klonierten Fragment um CaTlP20 handelt. Der offene Leserahmen des
TIP20-Genes umfaldt 2352 Nukleotide, welche 784 Aminosauren kodieren; dies entspricht einer
theoretischen Molekilmasse von 87 kDa. Sequenzanalysen ergaben, da3 CaTlP20 weder eine
potentielle Transmembranregion noch en Signapeptid aufweist, so dad CaTip20p
wahrscheinlich ein zytoplasmatisches Protein ist, vergleichbar mit ScTip20p.

Der CAIl (Kodon Adaptation Index) ist ein Hilfsmittel, um Aussagen Uber die Konzentration der
MRNA und damit auch Uber die Proteinhaufigkeit von bestimmten Protein in der Zelle machen
zu konnen (Coghlan und Wolfe, 2000). Der Index setzt die Haufigkeit der unterschiedlichen
Kodons aus schon bekannten, stark bzw. weniger stark exprimierten Proteinen als
Vergleichswerte an (Sharp und Li, 1987). Der CAl variiert zwischen O und 1, wobei ein CAI von
1 bedeuten wiirde, dal3 ausschliefdlich bevorzugte Kodons im Gen vorkommen wogegen ein CAl
von 0 bedeuten wirde, dal3 keine bevorzugten Kodons im Gen vorkommen (Sharp und Li, 1987).
Der CAI fur das TIP20-Gen betragt 0,17 und ist dem CAI fur das SEC20-Gen mit 0,19 sehr
ahnlich (http://a ces.med.umn.edu/bin.webcuse). Dies |&3 darauf schliefien, dal3 auch Tip20p
relativ schwach exprimiert wird, wie fir Sec20p schon gezeigt wurde (vergleiche 3.4.2).

3.14.4 Funktionsanalysevon CaTip20p

Durch Komplementationsversuche sollte gezeigt werden, ob CaTip20p das ScTip20p in
S cerevisiae ersetzen kann. Der S cerevisiae Stamm PC137, mit dem temperatursensitive
tip20-5 Allel (Cosson et al., 1997) wurde mit den Hefevektoren pYW103 und pYW104
transformiert. Diese Plasmide enthaten das CaTlP20-Gen unter der Kontrolle des PFK2-
Promotors auf einem CEN-Vektor bzw. 2u-Vektor. Die Transformanten wurden bei 25°C in
selektivem Medium angezogen; anschlief3end wurden gleiche Zellzahlen in 5 ml Vollmedium
(YPD) gegeben und bei 37°C inkubiert. Eine Komplementation der temperatursensitiven
Mutante war aber nicht moglich (Daten nicht gezeigt).

3.14.5 Interaktionsanalyse von CaSec20p und CaTip20p

Zur Messung von Interaktionen zwischen Proteinen in vivo wurde die von Fields und Song
(1989) entwickelte Methode eingesetzt. Bei dem sogenannten , Two-Hybrid'-System gilt die
Stérke einer Transkriptionsaktivierung as Mald der Starke der Interaktion zweier Proteine.
Dieses System ist besonders dazu geeignet, schwache oder vortibergehende Wechselwirkungen
nachzuweisen (Guarente, 1993). Fir den Test zwischen CaTip20p und CaSec20p wurde an die
Gal4p-DNA-Bindedoméne oder die Gal4p-Aktivierungsdomédne fusionierte Proteine in
S cerevisiae exprimiert. Sie wurden in dem Stamm PJ69-4A auf Interaktion getestet, da dieser
die Reporter-Gene lacZ, HIS3 und ADE3 unter der Kontrolle von Gal4p-abhangigen Promotoren
enthdlt. Es kommt also zu einer interaktionsabhéngigen Expression der Reporter-Gene lacZ,
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HIS3 und ADES3. Das Wachstum auf Adenin-freiem Medium, auf Histidin-freiem Medium mit
3-Aminotriazol (1 mM 3-AT) und die Starke der 3-Galaktosidase-Bildung (Blauférbung) wird
bei der , Two-Hybrid“-Analyse als Mal3 fur die Starke der Interaktion betrachtet. Nur bel
Interaktion der an die BD bzw. AD fusionierten Proteine erhalten diese beiden Doménen die
raumliche Nahe, die flr die Aktivierung der Gal4-abhéngigen Promotoren der lacZ, HIS3 und
ADES3-Gene notwendig ist. Nur bel der Aktivierung der betreffenden Promotoren kann Histidin
und Adenin von den an sonsten auxotrophen Stémmen produziert werden. Auch das lacZ-Gen,
dai’ die 3-Galaktosidase kodiert, steht in dem verwendeten Wirt, unter der Kontrolle eines Gal4-
abhangigen Promotors (James et al., 1996).
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Abb. 35: Test auf Interaktion zwischen CaTip20p und dem zytoplasmatischen Teil von CaSec20p mittels , Two-
Hybrid’'-Analyse. Der Stamm PJ69-4A wurde mit den Plasmiden pYW19 (BD-Tip20p), pYW29 (AD-Tip20p),
pYW24 (BD-zyto-Sec20p) und pYW25 (AD-zyto-Sec20p) transformiert. Entsprechende Transformanten wurden
Uber Nacht in 5 ml Selektivmedium angezogen, dann auf ODggo= 0,2 verdinnt und auf die oben angegebenen
Medien Uberstempelt. Die Platten wurden 2 Tage bei 30°C inkubiert. Mit einer leu trp” - Kontroll-Platte (auf der alle
Transformanten wachsen) wurde anschlief3end der ,Overlay-Assay’ durchgefiihrt und weitere 15 min inkubiert. Der
rote Kasten zeigt jeweils die Stamme mit interagierenden Proteinen. Es wurden drei unterschiedlich stark
interagierende Positivkontrollen eingesetzt, sowie eine Negativkontrolle, die nur die unfusionierte Gal4p-DNA-
Bindedomane (BD) und die unfusionierte Gal4p-Aktivierungsdomane (AD) produzieren.
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Mit Hilfe dieser Methode wurden die C. albicans Proteine Sec20p und Tip20p auf Interaktion
getestet. Das gesamte CaTlP20-Gen wurde an die Sequenz fir die AD (Aktivierungsdoméne)
bzw. die BD (Bindedomane) des Gal4-Regulatorproteines kloniert. Die erhaltenen Plasmide
wurden mit pY W19 und pY W29 bezeichnet (siehe Tabelle 8). Da es sich bel Sec20p um ein ER-
Membranprotein handelt, wurde zum Test auf Interaktion nur der zytoplasmatische Teil
eingesetzt. Membanproteine sind fur die Standard-, Two-Hybrid -Anayse nicht geeignet, da fur
die Detektion der Interaktion die Kernlokalisation der Fusionsproteine notwendig ist. Daher
wurde der N-Terminus bis zur TMD, d. h. bis Aminosaure 220, fur Interaktionsversuche mit
Sec20p eingesetzt (zyto-Sec20p). Dieser Tell wurde an die BD bzw. AD vom Ga4-
Regulatorprotein  fusioniert. Die erhatenen Plasmide wurden mit pYW24 und pYW25
bezeichnet (siehe Tabelle 8). Die Ergebnisse der anschlief3end durchgefiihrten "Two-Hybrid’ -
Analyse von Tip20p und zyto-Sec20p gibt die Abb. 35 wieder.

Als Kontrolle wurden Stdmme eingesetzt, die Plasmide mit verschieden stark interagierenden
Hybridproteinen enthalten. Auf den Kontrollplatten, Platten die kein Leucin und Tryptophan
enthielten, waren alle Transformanten in der Lage zu wachsen, d. h. sie enhielten jewells die
zwel eingebrachten Plasmide fir die potentielle Interaktionspartner. Diese Plasmide enthielten
die Selektionsmarker fur Leucin und Tryptophan. Auf Platten ohne Adenin (ade) oder auf
Platten ohne Histidin (his’; mit 3-Aminotriazol) hingegen wuchsen nur die drei Positivkontrollen
sowie Stdmme, die mit Vektoren transformiert waren, die fur die Fusionsproteine BD-Tip20p
und AD-Sec20p (oder umgekehrt) kodieren (siehe Abb. 35, roter Kasten). Mittels eines X-Gal-
Overlays, wie in 2.8.6.1 beschrieben, konnte ein weiterer Beweis fur die Interaktion des
zytoplasmatischen Teils von Sec20p mit dem Tip20p nachgewiesen werden. Das Mal3 der
Blauférbung ist ein Mal3 fir die Interaktion, wie schon bei den drei Positivkontrollen deutlich
wird. Der X-Gal-Overlay zeigte eine Blaufarbung bel Transformanten die sowohl das Tip20p als
auch den zytosolischen Teil des Sec20p enthielten (siehe Abb. 35, roter Kasten). Auch hierdurch
konnte die Interaktion der beiden Proteine bestétigt werden.

Zur Quantifizierung wurde die von Miller (1972) beschriebene Methode zur Bestimmung der
-Galaktosidase-Aktivitédt eingesetzt. Die Versuche wurden wie in 2.8.6.2 beschrieben
durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 36 zu sehen.
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Abb. 36: Quantitative ,, Two-Hybrid“-Analyse nach Miller (1972). Stamme wurden wie in Abb. 35 beschrieben
eingesetzt. Entsprechende Transformanten wurden Uber Nacht in 5 ml Selektivmedium angezogen. Nach der
ODggo-Bestimmung wurden je 1 ml fir den Test eingesetzt. Nach Lyse der Zellen und Zugabe von ONPG wurde
eine Gelbfarbung bei 30°C beobachtet. Diese Farbung wurde bei einer OD4y9 bestimmt und nach der in 2.8.6.2
angegebenen Formel in Miller-Units umgerechnet. Es wurden jeweils sechs unabhangige Transformanten fir eine
Doppelbestimmung eingesetzt. Es wurden drei unterschiedlich stark interagierende Positivkontrollen eingesetzt
sowie eine Negativkontrolle, die nur die unfusionierte Gal4p-DNA-Bindedoméne (BD) und die unfusionierte Gal4p-
Aktivierungsdoméane (AD) produzieren (siehe 2.8.5).

Eine signifikante Erhohung der (-Galaktosidase Aktivitét ist in Stammen mit Sec20p und Tip20p
Proteinen zu erkennen. Es konnte also gezeigt werden, dal3 der zytoplasmatische Teil von
CaSec20p mit dem CaTip20p interagiert.

3.14.6 Homodimerbildung von CaTip20p

Wie oben beschrieben ist Tip20p zur Interaktion mit einem anderen Protein befdhigt. Es hat
genauso wie Sec20p eine ,coiled coil“ Region. Daher kénnten beide Proteine potentiell neben
ihrer Heterodimerbildung auch eine Homodimerbildung eingehen. Dies sollte sowohl fir Sec20p
als auch fur Tip20p untersucht werden. Hierzu wurde wiederum die ,Two-Hybrid® Analyse
eingesetzt. Der Stamm PJ69-4A wurde mit den entsprechenden Plasmiden transformiert, d. h. es
wurde AD-Tip20p und BD-Tip20p sowie AD-zyto-Sec20p und BD-zyto-Sec20p in einen Stamm
gebracht. Die Transformanten wurden auf Platten ohne Leucin und Tryptophan ausgestrichen
und anschlief?end wurden Einzelkolonien Uber Nacht angezogen. Gleiche Zellzahlen dieser
Stdmme wurden auf die verschiedenen Testplatten gegeben. Alle Stémme wuchsen wie erwartet
auf Platten ohne Leucin und Tryptophan. Im Gegensatz dazu wuchsen auf Platten ohne Adenin
(ade’) oder auf Platten ohne Histidin (his™; mit 3-Aminotriazol) nur wenige Kolonien. Wachstum
war bereits bei Stdmmen mit ausschliefdliche dem BD-Tip20p-Fusionsprotein zu beobachten
(Abb. 37, roter Pfeil). Dies spricht fur eine unspezifische Aktivierung des Gal4p-abhéngigen
Promotors.

Stdmme, die das BD-Tip20p und gleichzeitig auch das AD-Tip20p enthielten, waren daher
ebenfalls in der Lage auf diesen Platten zu wachsen (Abb. 37, roter Kasten). Somit konnte
aufgrund des Wachstums auf Adenin- bzw. Histidin-freiem Medium nicht auf ene
Homodimerbildung von Tip20p geschlossen werden.

Auch mittels eines X-Gal-Overlays konnte kein eindeutiger Hinweis fur die Interaktion der
Tip20-Proteine gefunden werden (Abb. 37, roter Kasten). Auch hier ist schon eine Blauférbung
beim Stémmen zu beobachten, die nur das BD-Tip20p-Fusionsprotein beinhalten.
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Abb. 37: Test auf Homodimerbildung des CaTip20-Proteins und dem zytoplasmatischen Teil des CaSec20-Proteins
mittels , Two-Hybrid’-Analyse. Entsprechende Transformanten wurden Uber Nacht in 5 ml Selektivmedium
angezogen. Nach Verdiinnung auf ODggo= 0,2 erfolgte das Beimpfen der oben angegebenen Medien. Die Platten
wurden 2 Tage bei 30°C inkubiert. Mit der leu” trp” - Platte wurde anschlief3end der , Overlay-Assay’ durchgefiihrt
und weitere 15 min inkubiert. Es wurden zwei unterschiedlich stark interagierende Positivkontrollen eingesetzt
sowie eine Negativkontrolle, die nur die unfusionierte Gal4p-DNA-Bindedoméne (BD) und die unfusionierte Gal4p-
Aktivierungsdoméane (AD) produzieren (siehe 2.8.5).

Zwar |6ste schon das Einbringen eines BD-Tip20-Fusionsproteins in dem S cerevisiae Stamm
PJ69-4A eine Aktivierung des Gal-Promotos aus (Abb. 37). Um diese unspezifische Aktivierung
von der spezifischen Aktivierung der Homodimerbildung des CaTip20-Proteins unterscheiden zu
konnen, erfolgte die Quantifizierung der Interaktion mittels [3-Galaktosidase-
Aktivitatsbestimmung.

Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abb. 38 zu sehen. Eine signifikante Erhthung der
[-Galaktosidase Aktivitdt konnte man nur in Stdmmen beobachten, die das Tip20-Protein
fusioniert an die Bindedoméne as auch fusioniert an die Aktivierungsdomane enthielten. Die
Homodimerbildung verursachte eine signifikante Erhéhung der 3-Galaktosidase-Aktivitét in
diesen Stammen im Vergleich zu Stdmmen, die das Tip20-Protein alleine an der Bindedomane
enthielten. Mit derselben Methode konnte keine Homodimerbildung der zytoplasmatischen
Domaéne von CaSec20p festgestellt werden (Abb. 38).
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Abb. 38: Quantitative , Two-Hybrid“-Analyse nach Miller (1992). Entsprechende Transformanten wurden tber
Nacht in 5 ml Selektivmedium angezogen und anschlieffend nach ODggp Bestimmung mit je 1 ml fur den folgenden
Test eingesetzt. Nach Lyse der Zellen und Zugabe von ONPG wurde eine Gelbférbung bei 30°C beobachtet. Diese
Farbung wurde bei einer OD 4,0 gemessen und nach der in 2.8.6.2 angegebenen Formel in Miller-Units umgerechnet.
Es wurden jeweils 6 unabhdngige Transformanten fir eine Doppelbestimmung eingesetzt. Es wurden zwei
unterschiedlich stark interagierende Positivkontrollen eingesetzt sowie eine Negativkontrolle, die nur die
unfusionierte Gal4p-DNA-Bindedoméne (BD) und die unfusionierte Gal4p-Aktivierungsdomane (AD) produzieren
(siehe 2.8.5).

3.14.7 Analyseder Tip20p/Sec20p Interaktion in C. albicans

3.14.7.1 Interaktion in vitro

Die Koimmunoprézipitation ist en biochemisches Verfahren zum Nachweis von
Proteininteraktionen. Es wurde auf Tip20p und Sec20p angewendet. Diese Methode bietet im
Gegensatz zu der , Two-Hybrid“-Analyse den Vorteil, dald im nattrlichen System, in diesem Fall
C. albicans, gearbeitet werden kann. Es ist kein Import der interagierenden Proteine in den
Zellkern notwendig, so dal3 nicht nur mit zytoplasmatischen Proteinen gearbeitet werden kann.
Es konnte daher hierfir das gesamte CaSec20p eingesetzt werden und nicht nur der
zytoplasmatische Anteil.

Es erfolgte die Klonierung eines Fusionsgens fur eine C-termina Epitop-makierten Variante des
CaTip20-Proteins. Mit Hilfe von synthetischen Oligonukleotiden wurde eine Region fur 3xflag-
Tag an SEC20 angehangt und die Produktion das resultierende Tip20paxsiag Wurde unter die
Kontrolle des PCK1-Promotors gestellt. Dieses als pY W101 bezeichnete Plasmid wurde in den
C. albicans Stamm CAI4 transformiert. Die erhatenen Transformanten wurden in PCK1-
Promotor-induzierendem NaLactat-Medium angezogen und aus 20 ml Kultur wurden
Rohextrakte isoliert. 10 pl der 500 pl Rohextraktlésung wurden Uber ein SDS-Gel aufgetrennt.
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Nach anschlieRendem Western-Blot konnte Tip20paxriag Mit einer GroRe von 89 kDa
nachgewiesen werden (Abb. 39, Spur 1 und 2). Dies entpricht der errechneten Molekllmasse fur
das Tip20sxfiagProtein. Auch etwas oberhalb, bei ca. 100 kDa, war eine spezifische Bande zu
erkennen. Hierbel konnte es sich entweder um ein modifiziertes Tip20p handeln oder das
89 kDa-Protein ist ein Abbauprodukt des Tip20-Proteins. In S cerevisiae ist weder ene
Modifikation von Tip20p noch eine spezifische Abbaubande gezeigt worden (Sweet und Pelham,
1993). Unter Promotor-reprimierenden Bedingungen konnte, wie erwartet, kein CaTip20p
detektiert werden (Abb. 39, Spur 3).
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Abb. 39: Koimmunprézipitation von Sec20pmy und Tip20p . Spur 1 und 2: Zwei unabhangige Transformanten des
C. albicans Stammes CAI4 mit pYW101 (CaTIP20s,4 unter der Kontrolle des PCK1-Promotros) wurden in Na-
Laktat-Medium angezogen. Es wurden 10 ul Rohextrakt aufgetragen. Spur 3: wie Spur 1, allerdings erfolgte die
Anzucht in PCK1-Promotor-reprimierendem SD-Medium. Es wurden 10 pl Rohextrakt aufgetragen. Spur 4, 5, 6
und 7: Koimmunprézipitation unterschiedlicher Rohextraktmischungen. Es wurden je 100 pl Rohextrakt Tip20psy
(auRer Spur 4) gemischt mit 100 ul des angegebenen Rohextrakts. 50 % des Prézipitats wurde aufgetragen. Spur 4:
CAI4 mit pYW69 (PCK1p-CaSEC20m,c); Spur 5: CAl4 mit pYW69 und CAI4 mit pYW101 (PCK1p-CaTlP20t,g);
Spur 6: CAl4 mit pYW?7 (PCK1p-CaSEC20) und CAl4 mit pYW101; Spur 7: CAl4 mit , leerem” Vektor und CAl4
mit pYW101. Spur 8 und 9: Koimmunprazipitationen von in der gleichen Zelle exprimierten Proteinen. Es wurden
100 ul Rohextrakt zur Prazipitation eingesetzt und davon 50 % aufgetragen. Spur 8: CAI8 mit pYW102 PCK1p-
CaTlP20q4) und pYW69; Spur 9: CAI8 mit pYW102 und pYW?7. Die Detektion erfolgte mit einem Peroxidase
gekoppelten flag-Antikorper.

Fur eine Koimmunpréazipitation wurden das mit dem c-myc-Epitop fusionierte Sec20p und
Tip20paxfiag VErwendet. Es wurde der C. albicans-Stamm CAl4, transformiert mit den Plasmiden
PYW69 (PCK1p-CaSEC20myc) oder pYW101 (PCK1p-CaTlP20syg), eingesetzt. Nach Anzucht
in 40 ml PCK1-Promotor-induzierendem Medium wurden Rohextrakte beider Transformanten in
einem Volumen von 500 pl hergestellt. 100 pl der einzelnen Rohextrakte (entspricht 200 ug
Gesamtproteinmenge) wurden gemischt und anschlieffend wurde Sec20p Uber Protein-A-
Sepharose bzw. anti-myc-Antikorper aufgereinigt (siehe 2.15.1). Der Protein-A-Sepharose-
Niederschlag wurde mit 80 pl Laemmli-Puffer aufgekocht; 40 ul davon wurden nach SDS-
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PAGE im Western-Blot mit Anti-flag-Antikbrpern analysiert. Im Falle einer Interaktion des
myc-markierten Sec20p mit dem flag-markierten Tip20p sollte es also moglich sein, dieses im
Western-Blot nachzuweisen.

Wiein Abb. 39, Spur 5 zu sehen, ist eine Koimmunpréazipitation von Tip20pag durch Sec20pmyc
moglich. Als Kontrollen dienten in diesem Versuch verschiedene andere Rohextraktmischungen.
Dabei handelt es sich zum einen um Sec20p, (Spur 6), das nicht Epitop makiert war und zum
anderen um einen , leeren* Vektor (Spur 7). Dald es sich in Spur 5 um eine spezifische Tip20p
Bande handelt, wird durch Spur 4 deutlich, da hier ausschliefdlich Sec20my. eingesetzt wurde. Es
wird deutlich, dal3 es sich bei dem kopréazipitierten Protein um die gréf3ere (100 kDa) Fraktion
von Tip20p handelt. Die kleinere Bande konnte hier nicht durch Sec20p koprazipitiert werden.

3.14.7.2 Interaktion in vivo

Um eine Interaktion der Proteine in vivo zu erméglichen, wurden die zwei zu untersuchenden
Proteine in der selben Zelle Uberexprimiert. Der C. albicans Stamm CAI8, der zwel
Selektionsmarker hat, wurde mit den Plasmiden pYW69 (PCK1p-CaSEC20my., URA3) und
pYW102 (PCK1p-CaTlP20ns, ADE2) transformiert. Das Plasmid pYW69 ist ein
URA3-enthaltendes Plasmid mit SEC20my. unter der Kontrolle des PCK1-Promotors. Das
Plasmid pYW102 ist ein ADE2-enthatendes Plasmid mit TIP20s 5 unter der Kontrolle des
PCK1-Promotors. Die erhatenen Transformanten exprimieren daher Sec20p und Tip20p in
PCK1-Promotor-induzierendem Medium. Nach anschlieRender Herstellung von Rohextrakten
wurde Sec20p mit Hilfe des myc-Antikorpers immunprazipitiert. Es folgte eine SDS-PAGE mit
anschlieflendem Western-Blot. Das an das préazipitierte Sec20pmyc gebundene Tip20paxfiag Wurde
mit einem POD-gekoppelten flag-Antikorper nachgewiesen.

Als Kontrolle diente hier ein CAI8 Stamm, der mit pYW102 transformiert war, sowie Sec20p
ohne myc-Epitop. Durch das fehlende Epitop war, wie erwartet, keine Koprazipitation moglich
(Abb. 39, Spur 9).

Wie in Abb. 39, Spur 8, zu sehen, it es moglich, Tip20p in dem Sec20p-Prézipitat
nachzuweisen. Auch hier wird, wie bel der Mischung aus zwei unterschiedlichen Rohextrakten,
die grolkere Variante von Tip20p koprézipitiert. Eine spezifische Interaktion der Proteine in der
Zélle konnte somit auch in vivo nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Die Bedeutung von C. albicans als Erreger humaner Mykosen ist in den letzten Jahren stetig
angestiegen (Pfaller, 1994; Fridkin und Jarvis, 1996). Zwar ist C. albicans gewohnlich ein
harmloser Kommensale der Darmschleimhaut, der gelegentlich lokale Infektionen auslost;
Immundefekte ermoglichen aber die Ausbildung einer systemischen Candidose (Greenspan,
1994). Man geht davon aus, dal3 viele unterschiedliche Faktoren auf Erreger- und Wirtsseite die
Ausbildung von Candida-Infektionen beeinflussen (Cutler, 1991).

Da nur ein begrenztes Spektrum an Antimykotika zur Verfigung steht, ist es notwendig, die
Virulenzfaktoren von C. albicans auf molekularer Ebene zu verstehen um neue Angriffspunkte
zu identifizieren. Um neue antimykotische Substanzklassen zu entwickeln, missen neue
Llargets’ identifiziert werden, die mdglichst nicht im menschlichen Organismus existieren.
Dieses ist von entscheidender Bedeutung, da es bei einer antimykotischen Therapie ansonsten
auch zu Nebenwirkungen bei dem behandelten Patienten kommt.

Neben anderen Faktoren ist die Sekretion hydrolytischer Enzyme sowie der Proteintransport von
Membranproteinen von entscheidender Bedeutung fur die Virulenz von C. albicans (Hube et al.,
1994). So it z. B. bekannt, da Resistenzen unter anderem durch Anderungen in der
Membranstruktur und durch aktive Ausschleusungsmechanismen mittels sogenannter ,, Multi
Drug Transporter” verursacht werden (Sanglard et al., 1997; StGeorgiev, 2000).

Obwohl Komponenten des Sekretionsweges im allgemeinen universell in Eukaryoten vorhanden
sind, gibt es Ausnahmen, wie das hier untersuchte Sec20-Protein. Das kodierende CaSEC20-Gen
wurde isoliert, sequenziert und eingehend charakterisiert. Es stellte sich heraus, dal3 die Protein-
Glykosylierung fur die Stabilitét des Sec20-Proteins von grofler Bedeutung ist. Mit der
Klonierung von CaUFE1 und CaTlP20 konnten Gene identifiziert werden, die fir mogliche
I nteraktionspartner, von Sec20p kodieren.

Der erste Tell dieser Arbeit bestand in der Klonierung eines bisher in C. albicans nicht
charakterisierten Gens, dessen Produkt am Proteintransport innerhalb der Zelle beteiligt sein
konnte. Mit Hilfe des zur Verfligung gestellten CaSEC20 cDNA-Klones (Swoboda et al., 1993)
war es moglich, aus einer Fosmid-Bibliothek des C. albicans-Stamms 1161 (Chibana et al.,
1998) das geeignete Fosmid (7B11) zu identifizieren und ein 4,2 kb grof3es Hindlll-Fragment
daraus zu isolieren. Das im Fragment enthaltene gesamte CaSEC20-Gen wurde doppelstréngig
sequenziert (Abb. 9). Auffallend war ein schon 138 bp stromaufwéarts des CaSEC20-Gens
liegender, vom komplementéren Strang kodierter ORF. Dieser 519 Aminosauren umfassende
ORF zeigt 39 % bzw. 34 % ldentitét zu den S cerevisiae Genen YMR285 bzw. YML118W, mit
bisher unbekannter Funktion. Durch Computeranalyse konnte ein Transkriptionsstartpunkt fur
diesen Promotor in beide Richtungen vorhergesagt werden (Abb. 9; http://www-hgc.|bl.gov/cgi-
bin/promoter.pl). Obwohl es sich bei den 138 bp im 5'-untrandatierten Bereich von SEC20
offenbar um einen in beide Richtungen funktionsfahigen Promotor handelt, hatte die Disruption
dieses Promotors zumindest bel einer heterozygoten Disruption keinen EinfluR auf das
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Wachstum der Zellen (Abb. 13). Bei SEC20 handelt es sich um ein sehr schwach exprimiertes
Gen (siehe unten), was die Computeranalyse des Promotorbereiches bestdtigte. Auch YMR285
scheint ein sehr schwach exprimiertes Gen zu sein, da es durch Northernblot-Analyse nicht
detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Es ist alerdings nicht auszuschlief3en, dal? es sich
um ein nicht exprimiertes Gen handelt, oder dal3 er nur unter speziellen Bedingungen aktiviert
wird.

4.1 CaSec20p ist gegentuiber ScSec20p N-terminal verkiirzt

Das isolierte CaSEC20-Gen kodiert fir ein Protein von 332 Aminosauren mit einer putativen
Transmembrandoméne im C-terminalen Bereich sowie einer ausgedehnten ,, coiled coil“-Region
auf seiner N-terminalen Seite. Auch die zu 27 % identische Aminosduresequenz des homol ogen
Proteins in S cerevisiae besitzt eine Transmembrandomane sowie eine ,coiled coil“-Region
(Sweet und Pelham, 1992). Das 383 Aminosaure grofle ScSec20p ist alerdings in seinem
N-Terminus wesentlich langer (95 Aminosauren) als CaSec20p (Abb. 10). ScSec20p ist ein
Typll-integrales ER-Membranprotein (Sweet und Pelham, 1992), d. h. der N-Terminus des
Proteins befindet sich im Zytoplasma, wohingegen der C-Terminus im ER-Lumen lokalisiert ist.
Nach Computeranalyse gilt dies auch fur das CaSec20p. Diese Struktureigenschaften lassen auf
ein SNARE-Protein schlief3en, alerdings bestehen weder fir S cerevisiae (Sweet und Pelham,
1992) noch fur C. albicans Sequenzéhnlichkeiten mit bekannten SNARE-Proteinen. Zu dem
C. albicans-Sec20p ist kein homologes Protein aus Saugern bekannt, wie die BLAST-Anayse
bestétigte. Da es auRerdem essentiell ist (siehe unten) ist Sec20p ein potentielles Target in der
Bekampfung von Candidosen. Auch in S. pombe ist dieses, offenbar pilzspezifische Sec20p zu
finden. Im S. pombe Sequenzierungsprojekt zeigt ein noch nicht charakterisiertes Protein (EMBL
SPAC23A1.15c) 21 % ldentitét zu dem S cerevisiae Sec20p.

Um zu Uberprifen, ob CaSEC20 auch in S cerevisiae funktionell ist, wurde dieses Gen auf
einem Plasmid in eéinen S cerevisiae-Stamm mit einem temperatursensitiven Allel von SEC20
(sec20-1) eingebracht. Dieser Ansatz wurde mit einem 2u- sowie einem CEN-Vektor
durchgefuhrt, die CaSEC20 unter der Kontrolle eines konstitutiven S. cerevisiae-Promotors
enthalten (PFK2-Promotor, Raben et al., 1995). Es zeigte sich, dal3 keine der erhaltenen
Transformanten in der Lage war, das Scsec20-1 Allel zu ersetzen (Abb. 16). Mdgliche Grinde
dafur konnten der unterschiedliche Kodongebrauch der beiden Hefen sein (Leuker und Erngt,
1994; Santos und Tuite, 1995; White et al., 1995) und die damit verbundenen Austausche von
Serin in Leucin in S cerevisiae (Abb. 9). Allerdings ist es vid wahrscheinlicher, da3 die
N-terminale Verkirzung von CaSec20p gegeniber ScSec20p keine Komplementation von
sec20-1 zuld@dt. Durch Disruption mit anschlief3ender Tetradenanalyse konnte gezeigt werden,
dal3 ein Teil dieses Bereichs essentiell fur ScSec20p ist. Die Verkleinerung von ScSec20p im
N-Terminus um den Tell, der in CaSec20p fehlt (95 Aminosauren; vergleiche Abb. 10), ist in
S cerevisiae letal. Die Funktion dieses Bereiches in ScSec20p ist alerdings noch nicht geklart.
Sowohl die ,, coiled coil“-Region, die als notwendig fir die Interaktion mit ScTip20p angesehen
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wird (siehe unten), als auch die Mutationen, die die Temperatursensitivitét bedingen, liegen
aul¥erhalb dieser Region (Sweet und Pelham, 1992; Sweet und Pelham, 1993).

Ein Merkmal von CaSec20p ist eine sehr Serin/Threonin-reiche Region, die C-termina der
TMD, im luminalen Tell des Proteins zu finden ist. CaSec20p weist en putatives
ER-Retentionssignal, VDEL, an seinem im ER-Lumen gelegenen C-Terminus auf, welches dem
aus S cerevisiae bekannten HDEL - und dem aus Saugern bekannten KDEL-Motiv sehr @nlich
ist (Semenza et al., 1990; Townsley et al., 1993). Normalerweise besitzen |6sliche ER-Proteine
die eben beschriebenen Retentionssignale (Northwehr und Stevens, 1994). Im Fall von Sec20p
wird dieses Motiv aber von einem Membranprotein verwendet. Die Lokalisation von
Membranproteinen mit Hilfe dieser Sequenz ist bei S. cerevisiae neben Sec20p auch fur Sed4p
(suppressor of the erd2 deletion) beschrieben worden (Sweet und Pelham, 1992; Hardwick et al.,
1992). In S cerevisiae wurde die Funktionalitét dieses Signals bei Sec20p durch eine
beschleunigte Degradation des Proteins bei einer Mutation zu DDEL gezeigt (Sweet und Pelham,
1992). Dabel handelt es sich nicht um ein essentielles Signal in ScSec20p, da bekannt ist, dal3
Hefen auch ohne den Erd2p-Rezeptor, der die Retention aufgrund des HDEL -Signales vermittelt,
vital sind (Hardwick et al., 1990).

Eine Computeranalyse ergab, dal3 das C. albicans homologe Protein zu ScSec12p ein KDEL-
Motiv als potentielles Retentionssignal aufweist, das dem KDEL-Motiv aus Saugern entspricht.
Aus S cerevisiae ist die ER-Lokalisation des Typll-integralen Membranproteins Secl2p
bekannt. Auch ein retrograder Transport vom Golgi zum ER konnte fir Sec12p nachgewiesen
werden (Boehm et al., 1997). Im Gegensatz zu C. albicansenthdt Sec12p in S. cerevisiae keines
der bekannten Retentionssignale, sondern wird wahrscheinlich Uber eine Interaktion mit dem
Rerl-Protein, abhangig von der Lange seiner TMD, lokalisiert (Sato et al., 2001). Spezies-
spezifische Unterschiede in den ER-Retentionssignalen sind nicht ungewohnlich. So
unterscheiden sich selbst zwischen den Hefen die Retentionssignale und die entsprechenden
Rezeptoren. Aus Kluyveromyces lactis ist das DDEL-Signal bekannt, welches durch einen dem
Erd2p-Rezeptor vergleichbaren, spezifischen KIErd2p-Rezeptor erkannt wird (Lewis et al.
1990). Vom diesem KIErd2p-Rezeptor ist bekannt, da3 er sowohl das HDEL- as auch das
DDEL-Signal gleichermal3en erkennt, obwohl in K. lactis bisher nur das DDEL-Signa
beschrieben wurde (Semenza und Pelham, 1992).

4.2 CaSec20p ist ein integrales M embranprotein des ERs

Um die Lokalisation von CaSec20p in der C. albicans Zelle zu untersuchen, wurde das Gen fir
Epitop-markiertes Sec20-Protein im Wildtyp CAIl4-Stamm unter der Kontrolle des PCK1-
Promotors exprimiert. Die Zellen wurden in induzierendem Medium angezogen und
anschlief?end auf einem Objekttréger fixiert. Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnte gezeigt
werden, dal3 Sec20p im perinukledren Bereich des ERs lokalisiert ist (Abb. 31A).

Es ist bekannt, dal? eine Reithe von Puffern [6dliche Proteine sowie periphere Membranproteine
|6sen, wohingegen integrale Membranproteine nicht beeinflusst werden (Fujiki et al., 1982). Da
CaSec20p durch Triton-X100 gel6st wird, durch andere Puffer allerdings nicht beeinflusst wird,
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konnte gezeigt werden, dal3 Sec20p ein integrales Membranprotein ist (Abb. 32) Es |&¥ sich also
vermuten, dal3 Sec20p, vergleichbar mit einem SNARE-Protein, am retrograden Transport
beteiligt sein kdnnte. Obwohl keinerlel Homolog zu anderen SNARE-Proteinen besteht, sind die
strukturellen Voraussetzungen erfillt. Es kann weiterhin geschlossen werden, dal3 Sec20p keine
Komponente eines klassischen ,transport protein particle”-Komplexes (TRAPP) an der ER-
Membran darstellt. Ein TRAPP-Komplex ist in Hefe an der Golgi-Membran identifiziert worden
(Sacher et al., 2000). Von diesem aus zehn Untereinheiten bestehenden Komplex wird
angenommen, dal3 er fur die spezifische Interaktion und damit fir die Identifizierung von
Veskd und Ziedlmembran verantwortlich ist (Pfeffer, 1999; Yang et al., 1999). Es wurde
gezeigt, dald TRAPP-Proteine des Golgis nicht durch die Behandlung mit Triton-X-100 von der
Membran gel6st werden kénnen und dal3 kein Recycling der Proteine stattfindet (Sacher et al.,
2000).

Auch das S cerevisiae Sec20-Protein konnte im ER lokalisiert werden (Sweet und Pelham,
1993). Hieraus wurde geschlossen, dal? entweder die Funktion des Proteins im ER liegen muf3,
oder dal3 seine hauptsachliche Lokalisation nicht mit dem Ort der Funktion Ubereinstimmt. Das
funktionelle HDEL-Signal des ScSec20-Proteins spricht fir ein Recycling zwischen Golgi und
ER. Die Lokalisation des Proteins im Zytosol konnte gezeigt werden, wenn nur der N-terminae
Bereich vor der TMD von ScSec20p produziert wurde (Sweet und Pelham, 1993). Es ist adso
davon auszugehen, das die TMD zur Verankerung des Proteins im ER fuhrt.

4.3 CaSEC20 ist essentiell fur das Wachstum

Eine Disruption von CaSEC20 war im C. albicans-Stamm CAI4 (Wildtyp) nicht mdglich.
Obwohl Konstrukte eingesetzt wurden, die eine Beeintrdchtigung des oben beschriebenen kurzen
Promotors verhindern, konnten keine Transformanten mit zwel disruptierten Allelen von SEC20
erhalten werden. Man kann daher davon ausgehen, dal3 es sich bei SEC20 um ein essentielles
Gen handelt. Durch die Konstruktion der konditionalen Mutanten, CAr2d110 und CAr10a3 in
denen ein SEC20-Allel unter der Kontrolle des regulierbaren PCK1-Promotors steht
(sec20D/PCK1p-SEC20), konnte der EinfluR der SEC20 Expression auf das Wachstum von
C. albicans untersucht werden. Die Generationszeit wurde durch eine verminderte SEC20-
Expression signifikant von 90 auf 130 Minuten erhoht. Allerdings waren diese Stdmme auch
unter Promotor-reprimierenden Bedingungen vita @bb. 13). Mit Hilfe der RT-PCR konnte
gezeigt werden, dal3 auch unter PCK1-Promotor-reprimierenden Bedingungen ein SEC20-
Transkript vorhanden ist (Abb. 14). Daher steht die Vitalitdt der Zellen unter Promotor-
reprimierenden Bedingungen nicht im Gegensatz zu der Annahme, dal3 SEC20 essentiell ist.
Man kann also sagen, dal3 auch unter PCK1p-reprimierenden Bedingung eine SEC20-Expression
erfolgt und diese ausreichend fur das Wachstum der Zellen ist. Auch aus S cerevisiae ist
bekannt, dal3 die Expressionsrate von SEC20 sehr gering ist (Sweet und Pelham, 1992). Daher ist
es nicht verwunderlich, dal3 die Minimierung der SEC20-Expression durch einen unvollstandig
reprimierten Promotor nicht ausreicht, um das Wachstum der Zellen zu verhindern.
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Die konditionalen Mutanten CA2d1m, CA2d2m und CA2d6m in denen das zweite SEC20-Allel
unter der Kontrolle des stark reprimierbaren MET3-Promotors steht &ec20D/MET3p-SEC20),
zeigen, dal3 es sich bei SEC20 tatsachlich um ein essentielles Gen handelt. Der C. albicans
MET3-Promotor kann durch die Zugabe von Methionin und Cystein ins Medium reprimiert
werden (Caro et al., 1999). Diese konditionalen Mutanten wuchsen nicht mehr auf
reprimierendem Medium mit Methionin und Cystein (Abb. 15). Dies bedeutet, dal3 fir das
Wachstum von C. albicans ein Minimum an SEC20- Expression notwendig ist.

Hierbel handelt es sich allerdings um einen Wachstumsarrest, die Lebensfahigkeit der Zellen ist
nicht gestort. Nach verlangerter Inkubation in reprimierendem Medium waren die Zellen wieder
in der Lage zu wachsen. Durch genetische Analyse wurde gezeigt, da3 der Genotyp
(sec20D::hisG/MET3p-SEC20) nicht verandert war. Die adaptierten Zellen behielten ihren neuen
Phanotyp auch nach Inkubation in nicht-reprimierendem Medium bei. Anschlief3end konnte
keine Repression in Anwesenheit von Methionin und Cystein mehr festgestellt werden. Es kann
angenommen werden, dal es sich bei diesem Phdnomen um eine permanente Adaption handelt.

4.4 Eineverringerte Expression von SEC20 fuhrt zur Supersensitivitdt gegen
ver schiedene Substanzen

Die verschiedenen C. albicans-Stamme, d. h. die Halbdisruptanten sowie die konditionalen
Mutanten mit SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors, wurden auf ihre Fahigkeit
getestet, in Anwesenheit verschiedener Inhibitoren zu wachsen. Unter PCK1-Promotor-
reprimierenden Bedingungen, d. h. bei reduzierter SEC20-Expression, war ein deutlicher
Wachstumsdefekt auf Platten mit Aminoglykosidantibiotika zu beobachten. Als Kontrolle wurde
gezeigt, dal3 der Wildtyp sowie die Halbdisruptante ebenso wie die konditionale Mutante auf
induzierendem Medium in Anwesenheit von Aminoglykosidantibiotika vergleichbar gut
wachsen konnten. Vermindertes Wachstum aufgrund geringerer SEC20-Expression war auf
Hygromycin B-, Neomycin- und G418-enthatenden Platten zu beobachten (Abb. 19).
Supersensitivitdt gegentiber Aminoglykosidantibiotika ist auch aus verschiedenen anderen Hefe-
Mutanten bekannt. So wurde z. B. eine erhthte Sensitivitét gegeniber Neomycin und Geneticin
in N-Glykosylierungsmutanten von S cerevisiae beobachtet (Shimma et al., 1997). Dabel wurde
von einer erhdhten Durchl&ssigkeit der Zellwand oder einem vermehrten Import von Antibiotika
aufgrund der fehlenden Glykosylierung von Membran- oder Zellwandproteinen ausgegangen. Es
konnte gezeigt werden, dal3 S. cerevisiae Wildtyp-Zellen auch in Anwesenheit von Tunicamycin,
einem N-Glykosylierungsinhibitor, erhohte Sensitivitét gegenlber Neomycin zeigen. Bei einer
Suche nach Neomycin-supersensitiven Mutanten wurde in S. cerevisiae das NES10-Gen isoliert,
das sich als Homolog zu SEC20 herausstellte (Shimmaet al., 1997). N-Glykosylierungsmutanten
von S. cerevisiae zeigen neben einer erhdhten Sensitivitét gegentber Neomycin alerdings eine
erhohte Resistenz gegentiber Na-Orthovanadat (Ballou et al., 1991; Albright and Robbins, 1990;
Wickert, 1998). Bei den in diessr Arbeit verwendeten Mutanten konnte zwar ene
Supersensitivitét gegenuber Neomycin festgestellt werden, aber keine erhthte Resistenz
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gegentber Na-Orthovanadat. NaOrthovanadat hatte keinen Einflu auf des Wachstum der
konditionalen SEC20-Mutante (Daten nicht gezeigt).

Eine erhthte Sendtivitdt gegenlber verschiedenen Aminoglykosid-Antibiotika, wie z. B.
Neomycin, G418 und Hygromycin B, deutet sowohl bei S cerevisiae- als auch bel C. albicans-
Stdmmen aulRerdem auf Defekte in der O-Glykosylierung hin (Dean, 1995; Timpel et al., 1998
und 2000). Obwonhl die genauen Grinde fir diese erhthte Sensitivitdt nicht bekannt sind, nimmt
man an, dal? die Unterglykosylierung bestimmter Zellwand- oder Membranproteine eine grof3ere
Permeabilitdt der Zellwand hervorruft. Durch die vergleichbaren Phanotypen in der
Sekretionsmutante kdnnte man jedoch auch eine beeintréchtigte Sekretion als Ursache vermuten.
So konnte z. B. eine defekte Glykosylierung von Komponenten des Sekretionsweges die
Supersensitivitdten durch Transportdefekte hervorrufen. Es konnte sich dabei um einen direkten
Effekt von Sec20p handeln, da Sec20p ein O-glykosyliertes Protein ist (siehe unten). In
S cerevisiae wurde fur Sec20p kirzlich gezeigt, dal es, unabhéngig von seiner Funktion in der
Sekretion, auch mdglicherweise direkt sowohl an der N- als auch der O-Glykosylierung beteiligt
ist (Schleip et al., 2001).

Neben der Sensitivitdt gegen Aminoglykoside findet man in konditionalen SEC20 Mutanten mit
reprimierter SEC20-Expression auch eine erhohte Empfindlichkeit gegen Calcofluor White
(Abb. 20). Die Substanz ist ein negativ geladener, fluoreszierender Farbstoff, der an wachsende
Chitinketten Uber Wasserstoffbriicken und Dipol-Interaktionen bindet und dadurch die
Ausbildung eines Kristallgitters und die Formation von Mikrofibrillen verhindert (Elorza et al.,
1983; Ram et al., 1994). In Anwesenheit von Calcofluor White kommt es zur Sekretion von
Mannoproteinen, wahrscheinlich durch eine Verdnderung in der Bindung dieser Proteine an
anderer Zellwandbestandteile (Murui et al., 1985). Auch hier ist wieder, wie bei den
Aminoglykosiden, ein dhnlicher Effekt in der O-Glykosylierungsmutante pmtlvon C. albicans
zu finden (Timpel et al., 1998). Neben dem Zellwand angreifenden Agenz Calcofluor White
konnte in den konditionalen SEC20 Mutanten auch eine erhdhte Sensitivitét gegentber Congo
Red festgestellt werden. Da Congo Red ein an das Glukannetzwerk der Zellwand bindender
Farbstoff ist und die Ausbildung von Mikrofibrillen verhindert (Kopecka und Gabriel, 1992),
konnte man dieses Ergebnis erwarten.

C. albicans-Stamme mit reduzierter Sec20-Proteinmenge zeigen eine hohe Sensitivitét gegen
niedrige  SDS-Konzentrationen im Medium. Dieses Verhalten hangt vermutlich mit
Veranderungen in der Zellwand dieser Stdmme zusammen und ist auch schon von C. albicans
pmtl-Mutanten, sowie aus S. cerevisiae-Pkc-Mutanten bekannt (Timpel et al. 1998, Jacoby et
al.,, 1997). Auch in Sekretionsmutanten konnte dieser Effekt auf Defekte in der Zellwand
zuriickgefhrt werden. Ob es sich um indirekte Effekte aufgrund von Transportdefekten oder
direkte Effekte aufgrund von Glykosylierungsdefekten handelt, konnte in dieser Arbeit nicht
gekléart werden.
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4.5 CaSEC20 hat Einfluf3 auf die ultrastrukturelle Zellmorphologie

Um die Funktion von Sec20p ndher zu charakteriseren, wurde die ultrastrukturelle
Zellmorphologie in C. albicans-Zellen mit normaer bzw. reduzierter SEC20-Expression
untersucht. C. albicansZellen mit reduzierter SEC20-Expression zeigen eine veranderte
intrazelluldre Membranstruktur. Eine extensive Anreicherung von Membranen konnte
beobachtet werden @Abb. 21). Es handelt sich dabei um Membranstapel im Zytoplasma, die
meist in drel Lagen Ubereinander auftraten. Worum es sich bei diesen Membranen handelt ist
noch unklar. Auch in S cerevisae konnte bei verminderter SEC20-Expresson eine
Membrananreicherung beobachtet werden (Sweet und Pelham, 1992). Es wird spekuliert, dald sie
mit dem Golgi fusionierte Vesikel darstellen, die aufgrund des Sec20p Mangels nicht mehr mit
dem ER verschmelzen kénnen (Lewis et al., 1997). Allerdings konnte auch angenommen
werden, dal3 es zu einer ER-Anreichung kommt, die durch den indirekten Block des
anterograden Transports bewirkt wird (Sweet und Pelham, 1992).

Der Prozess des ER-Golgi-Transports in S. cerevisiae kann im Elektronenmikroskop durch die
Beobachtung von 50 nm Transportvesikel, die diesen Schritt ausfihren, verfolgt werden (Kaiser
und Schekman, 1990). Es werden zwei Gruppen von Sekretionsmutanten des ER-Golgi-
Transports unterschieden. In secl7 (SNAP-Protein), secl8 (NSF) oder auch sec22-Mutanten
(SNARE-Protein), die die Fusion der Veskel blockieren, wurde eine Anreicherung dieser
Vesikel beobachtet. In der anderen Gruppe von Mutanten, in denen der Schritt der
Veskelformation defekt ist, konnen keine Vesikel beobachtet werden, alerdings ene
Anreicherung von ER-Membranen (Kaiser und Schekman, 1990; Shim et al., 1991). Die
Mutanten mit reduzierter SEC20-Expression, d. h. extensiver Membrananreicherung aber auch
sichtbaren Vesikeln, kénnen also weder der Vesikelformation noch der Vesikelfusion direkt
zugeordnet werden.

Dieser Pharotyp, der dhnlich auch bel S cerevisiae tip20- und ufel-Mutanten (siehe 4.9) zu
finden igt, ist eindeutig von einem Defekt im Vorwaértstransports, wie er z. B. in sec18 Mutanten
auftritt, zu unterscheiden. In S cerevisiae wurde gezeigt, dald sec18/sec20 Doppelmutanten und
ufel/sec18-Doppelmutanten Vesikel akkumulieren (Novick et al., 1981, Lewis und Pelham,
1996). Eine sec20-Mutantion stort also nicht die Vesikel-Bildung. Allerdings ist auch die Fusion
maoglich, da keine Veskel akkumuliert werden. Es konnte daher eine Ziel-Richtungs-Funktion
angenommen werden, d. h. es werden Veske gebildet, und sie kdnnen auch fusionieren,
dlerdings ist die gerichtete Fusion gestért. Wenn Sec20p am retrograden Golgi-ER-Transport
beteiligt ist, kdnnte es sich bei den auf die Sekretion deutenden Phanotypen um indirekte Effekte
handeln. Durch eine Stérung des Recyclings verschiedener Proteine ist indirekt auch der
anterograde Transport gestort. Ahnliches wurde auch bei S cerevisiae in tip20- und ufel-
Mutanten diskutiert (Sweet und Pelham, 1993; Lewis und Pelham, 1996). Auch die Funktion
dieser Proteine liegt im retrograden Transport. Es wird auf3erdem vermutet, dald es zu einem
»uncoating“ der Vesikel kommt, wobei die folgende Fusion mit dem ER gestort ist. Dies wirde
den beobachteten Phéanotyp erkléaren, da die nicht mehr ummantelten Vesike instabil sind und
wieder mit dem Golgi verschmelzen (Lewis et al., 1997).
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4.6 Einflufd von CaSec20p auf sekretierte,, Indikator-Proteine

Um zu untersuchen, ob CaSec20p einen Einflufl3 auf die Sekretion verschiedener Proteine hat,
wurde die Sekretion der sauren Aspartatproteasen (Sap2p) sowie der Chitinase als ,, Indikator-
Proteine’ untersucht. Die Ubersténde verschiedener C. albicans-Stamme, in denen SEC20 unter
der Kontrolle eines konditionalen Promotors exprimiert wurde, wurden untersucht. Durch die
Anwesenheit von BSA im Medium wurde die Sap-Sekretion induziert und anschlief3end der
BSA-Abbau sowie die Sap-Sekretion beobachtet. Es konnte festgestellt werden, dal? das BSA im
Uberstand der Wildtyp-Zellen sowie im Uberstand des Stammes CA2d2m (sec20/MET3p-
SEC20) auch unter MET3-Promotor-reprimierenden Bedingungen nach 12 Stunden vollstandig
abgebaut war (Abb. 22). Mit Sap2-Antikérpern behandelte Western-Blots zeigten keinen
Unterschied zwischen den Wildtyp-Zellen und der konditionalen Mutante in ihrer
Sap2-Sekretion unter reprimierenden Bedingungen. Allerdings ist es wichtig zu betonen, dal3 die
Repression der SEC20-Expression erst mit der Uberfuhrung in BSA Medium induziert wurde.
Ein Wachstum der Mutanten (sec20/MET3p-SEC20) in Methionin/Cystein-haltigem Medium ist
nicht moglich. Daher wurden die Zellen ohne Repression angezogen und erst zum Zeitpunkt O in
reprimierendes Medium Uberimpft. Es konnte also durchaus sein, dal3 die bis dahin gebildete
Sec20p-Menge ausreichend fir die Sap-Sekretion ist und erst zu einem spéteren Zeitpunkt ein
Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante festgestellt werden konnte. Diese Untersuchung ist
alerdings nicht moglich, da zu einem spéteren Zeitpunkt die Mutanten nicht mehr wachsen, was
einen Vergleich der Stdmme unmdglich macht. In Anwesenheit von Methionin und Cystein,
unabhéngig vom Stamm, ist der BSA-Abbau sowie die Sap2-Sekretion beschleunigt. Dies deutet
auf eine Induktion der Sap-Sekretion durch die Aminosduren hin.

Auch Versuche mit konditionalen Mutanten mit SEC20-Expression unter der Kontrolle des
PCK1-Promotors zeigten ene unter alen Wachstumsbedingungen gleichbleibende
Sap-Sekretion. Allerdings ist von anderen Sekretionsmutanten in C. albicans eine Veranderung
der Sap-Sekretion bekannt. So konnte gezeigt werden, dal? die dominant-negativen Allele von
CaSEC4(S28N) und CaYPT1(N121l) bei Uberexpression den BSA-Abbau verhindern. Bei den
Proteinen handelt es sich um essentielle Ras-ahnliche GTPasen, die an der Fusion von Vesikeln
mit dem Golgi (CaY ptlp) bzw. mit der Plasmambenbran (CaSec4p) beteiligt sind (Lee et al.,
2001; Mao et al., 1999). Es handelt sich um Proteine, die am antrograden Transport beteiligt
sind. Man kann also vermuten, dal3 das am retrograden Transport beteiligte Sec20p keinen
Einflud auf die Sekretion von Sap2p hat. Allerdings wére doch ein indirekter Effekt zu vermuten
gewesen, daaus S cerevisiae sec20-Mutanten verschiedene Sekretionsphanotypen bekannt sind.
So konnte z. B. gezeigt werden, dal3 es in sec20-1-Mutanten bei restriktiver Temperatur zu einem
Transportblock der Carboxypeptidase Y (CPY) kommt (Cosson et al., 1997). Dies ist bei
permissiver Temperatur allerdings nicht der Fall. Im Gegensatz dazu wurde von Schleip (2001)
gezeigt, dal3 es schon bei permissiver Temperatur in sec20-2-Mutanten zu einer Anreicherung
der p1-Form der CPY kommt. Es wurde aul3erdem gezeigt, dal’ sec20-2-Mutanten einen Defekt
in der Chitinase-Glykosylierung aufweisen (Schleip et al., 2001). Chitinase, ein O-glykosyliertes
Protein, das sowohl an der Zelloberfléche als auch im Kulturiberstand von C. albicans-Kulturen
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zu finden ist (McCreath et al., 1995), wurde als zweites ,Indikator-Protein® fir die
Untersuchung des Sekretionsweges eingesetzt. Aus C. albicans ist bekannt, dal3 in homozygot
pmtl-disruptierten Stammen eine im Vergleich zum Wildtyp hohere Chitinase-Aktivitédt im
Medium zu finden ist, wahrend die Chitinase-Aktivitét an der Zelloberflache vermindert ist. Hier
geht man davon aus, da3 eine Unterglykosylierung von Zellwandproteinen oder von der
Chitinase selber die vermehrte Sekretion der Chitinase ins Medium bedingt (Timpel et al., 1998).
Wie oben beschrieben, konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dal3 auch eine Mutation im
SEC20-Gen zu einer Unterglykosylierung der Chitinase fihrt (Schleip et al., 2001). Daher wurde
angenommen, dal3 es bei einer Verminderung der SEC20-Expression in C. albicans zu einer
Unterglykosylierung der Chitinase und damit verstérkter Sekretion kommen wirde. Dies konnte
alerdings nicht bestdtigt werden. Es war keine Veranderung sowohl in der Chitinase-Aktivitét
im Kulturiberstand als auch an der Zelloberfléche zu erkennen (Abb. 23). Dieses Ergebnis 183
darauf schlief3en, dal3 die Repression der SEC20-Expression zwar ausreichend ist, um einige
Supersensitivitétsphenotypen hervorzubringen, hingegen nicht ausreicht, um die Glykosylierung
der Chitinase oder deren Sekretion zu verdndern. Es wére nun interessant, den
Glykosylierungszustand der Chitinase durch Western-Blot zu analysieren. Da allerdings kein
Antikorper gegen C. albicans-Chitinase zur Verfigung steht, ist diese Untersuchung zur Zeit
nicht moglich.

4.7 DasCaSec20-Protein wird O-glykosyliert

Um das CaSec20-Protein naher untersuchen zu kénnen, wurde ein C-terminales c-myc-Epitop
eingefuhrt. Dieses Epitop wurde direkt N-terminal vor das vermutliche Retentionssignal (VDEL)
gesetzt, dain S cerevisiae gezeigt wurde, dal3 eine Veranderung des HDEL-Signals in Sec20p zu
einer verminderten Proteinmenge in der Zelle fuhrte (Sweet und Pelham, 1992). Die Expression
von SEC20 wurde unter die Kontrolle des glukoseregulierten PCK1-Promotors gestellt. Die
Epitop-markierte Version des Sec20-Proteins konnte im Western-Blot nachgewiesen werden.
Drei unterschiedlich grof3e Varianten des Proteins wurden detektiert (Abb. 24). Hauptsachlich
wurde eine 50 kDa-Form gefunden und daneben zwel viel geringer produzierte Varianten mit
einem Molekulargewicht von 38 kDa und 110 kDa. 38 kDa entsprechen dem theoretischen
Molekulargewicht des 332 Aminosauren umfassenden Sec20-Proteins ohne Modifikationen, aber
mit seinem zusétzlichen c-myc-Epitop. Viele Proteine werden posttranslational modifiziert und
erhalten dadurch ein von ihrer errechneten Grole abweichendes Molekulargewicht. Eine haufig
auftretende Modifikation ist die Glykosylierung eines Proteins. Fast alle Glykoproteine der Hefe
binden an das Lektin Concanavalin A (ConA). Mit Hilfe von ConA-Sepharose konnte gezeigt
werden, dal’ es sich bei den grofReren Formen von Sec20p um glykosylierte Formen des Proteins
handelt. Im Gegensatz dazu ist die 38 kDa-Form die unglykosylierte Form von Sec20p (Abb.
25). Auchin S cerevisiae konnten zwei Formen von ScSec20p mit unterschiedlicher Mobilitét
detektiert werde (Sweet und Pelham, 1992). Hier handelt es sich bei der Form mit geringerer
Mohbilitét um ein glykosyliertes ScSec20p und bei der kleineren Form mit der hdheren Mobilitat
um eine unglykosylierte Variante. Die Grofienunterschiede scheinen geringer zu sein as bei
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C. albicans. Absolute Werte sind alerdings nicht bekannt (Sweet und Pelham, 1992).
Computeranalysen deuten sowohl auf potentielle N- als auch auf O-Glykosylierungsstellen im
CaSec20p. Da durch die Behardlung mit PNGase F keine Anderung im Laufverhalten des
Proteins erreicht werden konnte, ist davon auszugehen, dal3 es sich nicht um eine Modifikation
durch N-Glykosylierung handelt. Dieses Ergebnis steht im Gleichklang mit der Annahme, dal3 es
sich bei CaSec20p um ein Typ ll-integrales Membranprotein handelt. Die vorhergesagten
potentiellen O-Glykosylierungsstellen befinden sich im ER-Lumen, wohingegen die putative
N-Glykosylierungstelle im Zytoplasma lokalisiert ist. Es zeigte sich aso, da3 Sec20p
O-glykosyliert ist, und auf3erdem wurde dadurch die Vermutung der Orientierung des Proteins
im ER bestétigt. Durch die gezeigte O-Glykosylierung kann geschlossen werden, dal3 Sec20p
vom ER zunéchst in den Golgi (zur Modifikation) transportiert wird. Die O-Glykosylierung in
C. albicans beginnt im ER und wird im Golgi fortgesetzt (Ernst und Prill, 2001). Es ist daher
anzunehmen, dald Sec20p erst nach Modifikation im Golgi seine eigentliche Lokalisation in der
ER-Membran findet (siehe unten). Das verdeutlicht die potentielle Bedeutung des VDEL-
Retentionssignals.

Allerdings konnte nicht geklart werden, wie es zu dieser sehr grofen Veranderung des
Molekulargewichts des Sec20p kommt. Durch Modifikation des Proteins wird es um 12 kDa
vergrof3ert (38 kDa unmodifiziert zu 50 kDa modifiziertem Protein). Es ist bekannt, dal? die
Addition ener Mannose eine Molekulargewichtsveranderung von 162 Da bedingt
(http://www.abrf.org/ABRF/ResearchCommittees/deltamas/deltamass.html). In C. albicans
Sec20p gibt es 19 Serin-/Threonin-Reste im C-terminalen Bereich (Abb. 9). Wenn man nun
davon ausginge, dal? jeweils eine Kette aus funf Mannosen bei der O-Glykosylierung angehangt
werden, mufden 15 Serin-/Threonin-Reste glykosyliert werden, um diese Molekulargewichts-
verdnderung auszuldsen. Kirzlich wurde alerdings gezeigt, dal3 lineare O-Mannoseketten an der
zweiten Mannose Manno-phosphoryliert werden kénnen (Nakayama et al., 1998). Dieses konnte
zu einem Ansatzpunkt fir eine zweite Mannosekette, und damit zu einer grof3eren
Mol ekulargewichtsveranderung pro Serin/Threonin, fuhren (Jigami und Odani, 1999).

Bisher ist noch keine Konsensussequenz fir die O-Glykosylierung von Proteinen gefunden
worden (Strahl-Bolsinger et al., 1999). Um Glykosylierungsstellen im Sec20-Protein ndher
einzuengen, wurden verschiedene Mutationen eingefihrt (Abb. 29). Die auszutauschenden
Aminosauren wurden durch einen Sequenzvergleich mit dem S cerevisiae Sec20-Protein
ausgewdhlt. Da auch ScSec20p O-glykosyliert ist (Sweet und Pelham, 1992), wurde
angenommen, dal3 die Glykosylierungsstellen moglicherweise konserviert sind. Sieben
besonders konservierte Serin/Threonin-enthaltende Stellen des Proteins wurden ausgewdahit und
gegen Alanin ausgetauscht. Diese Aminosduren befinden sich alle im luminalen, C-terminalen
Bereich des Proteins (Abb. 29). Zusdtzlich wurde die einzige potentielle
N-Glykosylierungsstelle, die im zytosolischen Teil des Proteins liegt, mutagenisiert. Es konnte
gezeigt werden, dal3 die Mutagenese einiger der potentiellen O-Glykosylierungsstellen die
Laufgeschwindigkeit des Proteins im Gel leicht erhdhen, wohingegen die Veranderung der
N-Glykosylierungsstelle keinen Einfluf3 auf das Laufverhalten des Proteinsim Gel hat (Abb. 30).
Es wird deutlich, dal3 zumindest ein Teil der Glykosylierung an Aminosauren in der
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Serin/Threonin-reichen Region des Proteins erfolgt. Es konnten vier potentielle
O-Glykosylierungsstellen identifiziert werden bei deren Mutation das Laufverhaten des Proteins
im Gel verandert wurde (TT284AA; SS278AA; TLS299ALS; SAS271AAA; Abb. 30). Auch bei
der Mutation TKT293AKA wurde ein leicht erhohtes Laufverhalten des Proteins detektiert. Hier
war alerdings sehr aufféllig, dal3 die detektierte Proteinmenge im Vergleich zu den anderen
Mutanten viel geringer war. Ein Zusammenhang mit der von Threonin eingerahmten
Aminosiure Lysin kénnte vermutet werden. Uber Lysin wird an Substratproteine Ubiquitin, ein
hochkonserviertes Polypeptid mit einer Grof3e von 76 Aminosauren, kovalent verkntpft. Die
Ubiquitin-Modifikation spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von Abbauprozessen in der
Zelle (Hochstrasser, 1996; Jentsch und Schlenker, 1995). Es kdnnte also angenommen werden,
da® durch Mutation in der direkten Umgebung dieses Lysins ein beschleunigter Abbau
stattfindet.

Eine Modifikation in der besonders Serin/Threonin-reichen  Aminosduresequenz,
TTSS321AAAA, die auch in S cerevisiae zu finden ist, verhinderte vollig die Detektion des
Proteins. Dieses der Expression in pmt-Mutanten &hnliche Ergebnis kdnnte hier durch einen
Stabilitétsverlust des Proteins ohne diese spezielle Glykosylierung erklart werden. Es scheint
also sicher zu sein, dal3 die , TTSS*-Sequenz am C-terminalen Ende des Proteins glykosyliert
wird und diese Glykosylierung essentiell fur die Stabilitét des Proteins in der Zelleist.

4.8 Sec20p wird durch O-Glykosylierung stabilisiert

An der O-Glykosylierung ist in C. albicans die PMT-Genfamilie beteiligt. Diese besteht funf
homologen Genen, von denen bisher drei disruptiert wurden (Timpel et al., 1998, 1999, Stephan
Prill, personliche Mitteilung). Um die O-Glykosylierung von CaSec20p ndher zu untersuchen,
wurde die Epitop-markierte Variante des Proteins in den unterschiedlichen pmt-Mutanten (pmt1,
pmt4 und pmt6-Mutanten) exprimiert. Eine Detektion des Sec20p war nur in der pmt6-Mutante
moglich, in pmtl- und pmt4-Mutanten konnte unter denselben Versuchsbedingungen kein
Protein detektiert werden (Abb. 26).

Die Glykosylierung scheint also mit der Expresson oder der Stabilitdt des Proteins in
Verbindung zu stehen. Mit Hilfe der durchgefiihrten Pulse-Chase-Experimente konnte gezeigt
werden, dald3 zunéchst unglykosyliertes Sec20p (38 kDa Form) gebildet wird, welches in
ca. 30 Minuten zur 50 kDa Form glykosyliert wird. Die Produktion von Sec20p ist in den pmt1-
Mutanten nicht beeintréachtigt. Dieses wird dadurch deutlich, dal3 eine vergleichbare Menge
unglykosyliertes Protein auch in diesen Mutanten gebildet wird (Abb. 28). Allerdings kommt es
hier nach der Synthese des unglykosylierten Proteins nicht zu einer Glykosylierung. Nach einem
,chase® von 30 Minuten ist die 38 kDa-Form nicht mehr zu detektieren. Dieses &% die
Annahme zu, dal3 Sec20p abgebaut wurde. Man kann also davon ausgehen, dal3 Sec20p ohne
Stabilisierung des Proteins durch Glykosylierung nicht stabil ist. Es koénnte alerdings auch
postuliert werden, dal3 die Glykosylierung nicht direkt fur die Stabilitét, sondern fur die
Lokalisation des Proteins wichtig ist. Wenn man annimmt, dal3 die Glykosylierung fir die
Retention des Proteins im ER notwendig ist, kdnnte esin pmt1-Mutanten zur Sekretion oder dem
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Export des Proteins aus dem ER ins Proteasom kommten, wo es abgebaut wird. Die Bedeutung
der O-Glykosylierung fUr die Retention von Proteinen im ER ist von Harty (2001) beschrieben
wurden. Es wurde gezeigt, da3 ein mutierter Alpha-Faktor in Hefe, der auf Grund seiner
Mutation nicht mehr N-, sondern O-glykosyliert wird, im ER-Lumen angereichert wird. Diese O-
Glykosylierung wird von ScPmt2p durchgefiihrt und bedingt die Retention des Proteins im ER.
Bel einer Deletion von Pmt2p wurde die O-Glykosylierung verhindert und dadurch der Abbau
des Proteins beschleunigt (Harty et al., 2001). Der Transport von falsch gefalteten Proteinen vom
ER ins Zytosol findet, genau wie der Import ins ER, mit Hilfe der Sec61p-Trans okationspore
statt (Romisch, 1999). Allerdings konnte gezeigt werden, dal3 andere Bereiche der Pore flr
diesen Export von Proteinen als fir den Import von Proteinen ben¢tigt werden (Zhou und
Schekman, 1999). Fur den Export von Protein ist eine Interaktion des Proteins mit der
Transmembrandoméne oder dem luminalen Teil der Pore notwendig (Zhou und Schekman,
1999). Dal3 O-Glykosylierung den Export aus sterischen Grinden verhindert, ist allerdings kaum
anzunehmen, da gezeigt wurde, dal3 falschgefaltete Proteine mit vielen N-Glykan-Seitenketten
auch durch die Translokationspore ins Zytosol gebracht werden (Plemper et al., 1997). Esist viel
mehr wahrscheinlich, dal? eine durch die O-Glykosylierung ausgel6ste Konformationsénderung
den Export verhindert und es zu einer ER-Anreicherung kommt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 die O-Glykosylierung des CaSec20p nicht essentiell fir seine
Funktion ist, da pmt1- und pmt4-Mutanten lebensfahig sind. Es kann angenommen werden, daf3
die Glykosylierung zwar den Proteinabbau verlangsamt, dal3 aber auch ohne diese Stabilisierung
noch ausreichend funktionsféhiges Sec20p in der Zelle fur den Erhalt der Lebensfahigkeit
vorliegt.

4.9 Interaktionspartner von CaSec20p

Um mogliche Interaktionspartner von CaSec20p zu finden, wurde zunéchst ene
Computeranalyse durchgefuihrt. Uber den Vergleich mit bekannten Interaktionspartnern von
ScSec20p wurden Gene fur zwel mogliche Kandidaten im C. albicans-Genom gefunden Die
C. albicans-Homologen zu den S. cerevisiae-Genen SCUFEL (Lewis und Pelham, 1996) und
STIP20 (Sweet und Pelham, 1993) wurden kloniert.

4.9.1 CaUfelp

Nach der Klonierung von C. albicans UFE1 sollte Uberprift werde, ob CaUFE1 auch in
S cerevisiae funktiondl ist. In S cerevisae ist ScUfelp mit der Syntaxin-Familie der
t-SNARE’s, vor alem mit dem im cis-Golgi lokalisierten ScSed5p verwandt (Lewis und Pelham,
1996). Da es weder fur die Vesikelformation noch fur die Vesikelfusion notwendig ist, geht man
auch hier wie bei Sec20p und Tip20p davon aus, dald es am retrograden Transport als t-SNARE
im ER beteiligt ist. Ein weiteres Indiz dafir ist, dal3 ScUfelp-Mutanten sowohl einen Defekt im
Golgi-ER-Rucktransport von Emp47p (ein Protein mit einem Dilysinmotiv) als auch von Erd2p
(ein Protein mit einem HDEL-Motiv) zeigten (Lewis und Pelham, 1996).
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Es konnte hier nachgewiesen werden, dal3 CaUFEL einen Defekt von SCUFE1 komplementieren
kann. Die ldentitdt der Aminosduresequenz von 30 % ist offenbar aussreichend, um diese
Komplementation zu erméglichen. Besonders wichtig erscheint dabel, dal3 die schon aus
ScUfelp bekannte Aminosdure (Asparaginsaure) zur Interaktion mit einem Arginin in ScSec20p
auch in CaUfelp zu finden ist. Diese interagierenden Aminosauren sind in alen vier Proteinen
(CaSec20p, CaUfelp und ScSec20p, ScUfelp) direkt hinter der TMD des Proteins im luminalen
Tell lokalisiert (Abb. 33) und ermdglichen eine Proteinassoziation durch die Interaktion
zwischen ener postiv- und einer negativ-geladenen Aminosdure. Die Mutation dieser
Aminosdure in ScUfelp ist leta, wenn nicht gleichzeitig in ScSec20p eine Mutation zur
Rekonstitution des interagierenden Paares durchgefuihrt wird (Lewis et al., 1997). Der
Komplementationsversuch zeigt, dal3 das CaUfelp in S cerevisiae funktionell ist. Dies bedeutet,
dal3 die Interaktion mit ScSec20p rekonstituiert werden kann. CaSec20p konnte alerdings
ScSec20p nicht komplementieren. Wie hier gezeigt wurde, liegt die Ursache nicht in einer
fehlenden Interaktion mit Ufelp, sondern ist auf andere Faktoren zuriickzufthren.

Aus den oben beschriebenen Komplementationsversuchen kann man schlief3en, dal3 CaUFEL
nicht nur eine Sequenzhomologie zu SCUFEL zeigt, sondern auch funktionell nahe mit diesem
t-SNARE verwandt ist. In S cerevisiae konnte aul3erdem eine Interaktion von ScUfelp mit
ScSec22p gezeigt werden (Lewis et al., 1997). Die tats&chliche Funktion von Sec22p im
vesikuléren Transport ist noch nicht geklart. Momentan wird neben seiner Funktion als t-SNARE
des Golgi (Parlati et al., 2000) auch seine Funktion als v-SNARE auf COPI-Vesikeln im
retrograden Transport angenommen (Lewis et al., 1997). Auch in C. albicans konnte durch
Computeranalyse ein Homolog zu ScSec22p identifiziert werden. Es ist aso durchaus moglich,
dald auch in C. albicans Ufelp als t-SNARE mit dem v-SNARE Sec22p der COPI-Vesikel an der
ER-Membran interagiert (Abb. 40).

Aus S cerevisiae ist bekannt, dal? das t-SNARE ScUfelp neben seiner Funktion im retrograden
vesikuléren Transport auch an der homotypischen Membranfusion von ER-Membranen beteiligt
ist (Latterich et al., 1995; Patel et al., 1998). Homotypische Membranfusion bedeutet, dal? die
fusionierenden Membranen einen gleichen Ursprung haben. Hierbei bedingt eine t-/t-SNARE
Interaktion in Anwesenheit der NSF-verwandten ATPase Cdc48p eine Fusion von ER-
Membranen (Patel et al., 1998). Durch die gezeigte Komplementation der ufel-1 M utante ist
davon auszugehen, dal3 auch diese Aufgabe von CaUfelp Ubernommen werden kann. Es wurde
gezeigt, dal3 die temperatursensitive Mutante ufel-1 beide Fusionsdefekte aufweist, daher auch
beide komplementiert werden mussen. Dies a3t vermuten, dal3 auch C. dbicans Ufelp eine
mogliche Rolle in der homotypischen Membranfusion im Verlauf der Zellteilung spielt.
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4.9.2 CaTip20p

Nach der Klonierung von C. albicans TIP20 sollten Komplementationsversuche zeigen, ob
CaTip20p auch in S. cerevisiae funktionell ist. Nach Einbringen des Gens auf einem Plasmid in
einen temperatursensitiven S. cerevisiae tip20-5-Stamm konnte gezeigt werden, da3 CaTlP20
das S. cerevisiae-Homolog nicht komplementieren kann. Die Identitét in der Aminosauresequenz
dieser beiden Homologe betrégt 19 %. Von S cerevisiae ist bekannt, dald ScTip20p ein
zytoplasmatisches Protein ist, das mit dem zytoplasmatischen Tell von ScSec20p interagiert
(Frigerio, 1998). In diesem Tell ist die Homologie der Sec20-Proteine geringer als im TMD-
Bereich oder im luminaen Teil. Zusdtzlich fehlen dem CaSec20p in diesem Bereich
95 Aminosduren (Abb. 10). Man kann vermuten, dal3 diese Abweichungen eine Interaktion von
CaTip20p mit ScSec20p verhindern. Dies steht in Gleichklang mit den Ergebnissen der
Disruptionsversuche in S cerevisiae. Da eine N-terminale Verklrzung des S cerevisiae Sec20p
fur die Zelle leta war, konnte man vermuten, dal’3 die ScTip20p/ScSec20p-Interaktion in
S cerevisiae aulRerhalb des zu CaSec20p homologen Bereiches liegt. Andererseits konnte
natUrlich auch eine Identitdt von 19% der beiden Tip20p fur eine Komplementation nicht
ausreichen.

Trotzdem vermuteten wir weiterhin, dal3 es sich bel dem klonierten CaTlP20-Gen um das Gen
handelt, das ein zu ScTip20p homologes Protein kodiert, welches mit CaSec20p interagiert. Die
beiden C. albicans Proteine weisen einen ahnlichen CAIl (Kodon Adaptation Index) auf. Dieser
betrggt fur CaTlP20-Gen 0,17 und fir CaSEC20-Gen 0,19 (http://alces.med.umn.edu/
bin.webcuse). Der CAl gibt einen theoretischen Wert fur die Haufigkeit eines Proteins in der
Zelle an (Sharp und Li, 1987). Bei Interaktionspartnern mit einem vergleichbaren CAl geht man
davon aus, daR die Proteine eine 1:1-Interaktion eingehen (Coghlan und Wolfe, 2000). Ahnliche
Schluf¥folgerungen wurden auch schon bel S cerevisiae gezogen (Sweet und Pelham, 1993).
Hier betrégt der CAl fur ScCSEC20 0,09 (Sweet und Pelham, 1992), was genau dem Wert fir
TIP20 entspricht (Sweet und Pelham, 1993).

Da dieser Wert nur einen indirekten Hinwels auf eine Interaktion gibt, wurden ,, Two-Hybrid"-
Anaysen mit CaTip20p und CaSec20p zunéchst in S, cerevisiae durchgefihrt. Abgeleitet von
den Verhdltnissen in S. cerevisiae wurde davon ausgegangen, dal3 der zytoplasmatische Teil von
Sec20p fur die Interaktion mit Tip20p notwendig ist, da es sich bei Tip20p um ein
zytoplasmatisches Protein ohne Signalsequenz oder TMD handelt. Es konnte tatséchlich eine
Interaktion des zytoplasmatischen Tells von CaSec20p mit CaTip20p in der , Two-Hybrid*-
Analyse nachgewiesen werden. Dabel wurde kein Unterschied gefunden, ob Tip20p an die Gal4-
Binde- oder Aktivierungsdomane fusioniert war (Abb. 35).

In S. cerevisiae wurde gezeigt, dal? die Uberexpression des zytosolischen Teils von ScSec20p
toxisch ist. Erst die gleichzeitige Uberexpression von ScTip20p machte die Zellen wieder
lebensfahig. Der zytosolische Teil von ScSec20p interagiert mit ScTip20p, wodurch die
essentielle Interaktion des intakten ScSec20p mit ScTip20p verhindert wird (Sweet und Pelham,
1993). Auchin C. albicans scheint die Uberproduktion des zytosolischen Teils von Sec20p nicht
moglich zu sein. Bei Trarsformation mit dem entsprechenden Plasmid wurden zwar
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Transformanten erhalten, alerdings konnte das Protein nicht detektiert werden (Daten nicht
gezeigt). Daher kann man davon ausgehen, dal3 entweder schon die Expression des verkirzten
Proteins verhindert wird oder der sofortige Abbau stattfindet.

Im Verlauf der , Two-Hybrid“-Analyse wurde zusétzlich gezeigt, dald Tip20p in der Lage ist,
Homodimere zu bilden (Abb. 37). Be gleichzeitiger Expresson von zwei CaTip20-
Fusionsproteinen, fusioniert mit der Gal4-Aktivierungsdomane und Gal4-Bindedomane, konnte
eine Tip20p-Tip20p-Interaktion und die Aktivierung des GAL-Promotors beobachtet werden.
Diese Experimente wurden durch die hohe Hintergrundaktivitdt der BD-Tip20p-Fusion
erschwert; die quantitative Auswertung der [-Galaktosidase-Aktivitét ergab aber eindeutig
erhdhte Werte in den Doppeltransformanten. Es kann daher angenommen werden, dal3 CaTip20p
in der Zelle als Homodimer vorliegt. Neben zwei , Leucin-Zipper“-Motiven enthélt CaTip20p
auch eine , coiled-coil“-Region, die es zu einer Dimerbildung befahigt (http:hits.isb-sibch/cgi-
bin/PFSCAN_parser). Leucin-Zipper-Motive konnen neben einer DNA-Bindung auch zur
Dimerbildung dienen (O’'Shea et al., 1989). In S cerevisae ergaben kirzlich durchgefihrte
Two-Hybrid-Screens, dal3 Tip20p mit einem weiteren Protein, Dd1p, interagiert (Ito et al.,
2001). Auch Dd1p enthélt wie Tip20p ein Leucin-Zipper-Motiv (Sen-Gupta et al., 1997). In
ScDdl 1p-Mutanten (dependent on SLY 1) ist das sonst nicht essentielle Sec22p essentiell (Andag
et al., 2001). All dies spricht dafr, dal3 Dd1p (Gen- YNL258C) in S. cerevisiae eine Funktion
auch im retrograden Proteintransport hat. In C. albicans konnte alerdings durch
Computeranalyse kein Homolog gefunden werden. Es besteht daher die Moglichkeit, dal3 die in
S cerevisiae stattfindende ScTip20p/ScDd 1p-Interaktion im Zytoplasma in C. albicans durch
eine Homodimerbildung von CaTip20p ersetzt wird.

Neben der , Two-Hybrid“-Analyse wurde die Interaktion zwischen CaSec20p und CaTip20p
durch Koimmunprézipitation hier biochemisch nachgewiesen. Mit Hilfe dieser Methode ist eine
gesicherte Aussage Uber die Interaktion der Proteine in vivo moglich. Zunéchst wurde ein Gen
fir ein C-terminal Epitop-markiertes CaTip20-Protein konstruiert und in Wildtyp-C. albicans
exprimiert. Es wurden zwei unterschiedlich grof3e Tip20-Proteine im SDS-PAGE detektiert, und
zwar wohl ein 87 kDa grofes Protein, das dem errechneten Molekulargewicht von Tip20p
entspricht, als auch ein 100 kDa Protein (Abb. 39). Wodurch dieser GrofRenunterschied zustande
kommt, oder ob es sich bei dem kleineren Protein um ein Abbauprodukt handelt, wurde nicht
ndher untersucht. Mit Hilfe von CaSec20p konnte CaTip20p prézipitiert werden. Dies war
sowohl in vitro, d. h. mit Rohextrakten aus verschiedenen Zellen moglich als auch in vivo, d. h.
mit Rohextrakten von Zellen, die sowohl CaSec20p als auch CaTip20p produzieren. Die
durchgefihrten Koprazipitationsversuche ergaben alerdings, dal3 nur das 100 kDa-Protein mit
Sec20p interagiert, so da3 man moglicherweise bei dem 87 kDaProtein von einem
Abbauprodukt von Tip20p ausgehen kann.
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4.10 Modell zum retrograden Proteintransport in C. albicans

Aus den hier erhobenen Daten ergibt sich folgendes Modell:

Es [a3t sich vermuten, dal’ ein Wechsel zwischen CaTip20p als Homodimer im Zytosol oder as
Heterodimer mit Sec20p an der ER-Membran vorliegt (Abb. 40). Wodurch dieser Wechsel
ausgel st wird, und was er bewirkt, ist nicht bekannt. Die Interaktion von CaTip20p mit dem
zytosolischen Anteil von CaSec20p konnte mit der Funktion von ScSlylp in S cerevisiae
verglichen werden. Auch hier interagiert ein zytosolisches Protein (Slylp) mit einem freien
t-SNARE (Sed5p) (Cao et al., 1998). Sobald das t-SNARE alerdings mit einem v-SNARE
interagiert, diffundiert das zytosolische Protein wieder ab (Pevsner et al., 1994). Im Fall von
CaTip20p konnte es dann zu einer Homodimerbildung kommen. Allerdings ist fur Tip20p in
S cerevisiae bekannt, dald es auch im Komplex mit Sec20p asoziiert beibt. So konnte ein
Komplex aus Sec20p, Ufelp, Tip20p und Sec22p isoliert werden (Lewis et al., 1997).

- VDEL f Abb. 40: Modell zur
\“f et el Vesikelbindung im retrograden

P Golgi-ER-Transport in der Hefe
Calltel @’ CaSec20 Zytosol C. albicans liegt

zunéchst as Homodimer im
Zytoplasma vor. Zur
CaTip20 Rekrutierung von COPI-Vesikeln
wird dieser Dimer aufgelst und
durch Interaktion von mit
COPI Sec20p an der ER-Membran
gelangt auch der Vesikel and die
K\ Membran. Dort kommt es nach
dieser ersten Bindung zu einer
v-SNARE/t-SNARE Interaktion,
an der Ufelp as t-SNARE und
Sec22p as v-SNARE beteiligt
sind. Dies ist durch die
Interaktion und damit die

o k raumliche Nahe von Ufelp und
Sec20p maglich. Die Paarung der
Corl SNARE-Proteine gilt als Beginn

CaTip20

COrl

der Membranfusion, d. h. der
Fusion des COPI Vesikels mit

CaTip20- der ER Membran.

Homodimer
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In S. cerevisiae wird bel der Bindung von COPIl Vesikeln an die Golgi-Membran das Protein
Usolp benttigt (Sapperstein et al., 1996). Dieses ads Homodimer zunéchst im Zytosol
vorliegende Protein wird Y ptlp-abhangig an die Golgimembran gebracht (Jones et al., 2000).
Der Homodimer wird as der Bindefaktor der vom ER kommenden Vesikel angesehen. Durch
die Bindung von Usolp an den TRAPP-Komplex des Golgi kommt es zur ersten Bindung der
Vesikel, der die Interaktion der t- und v-SNARE Proteine folgt (Barrowmann et al., 2000). Ein
ahnliches Szenario konnte auch fur CaTip20p angenommen werden (Abb. 40). Tip20p rekrutiert
moglicherweise die COPI-Vesikel an die ER-Membran durch seine Bindung mit Sec20p.
Dadurch ist eine Interaktion des v-SNARE auf dem COPI-Vesikel mit dem t-SNARE Ufelp
moglich. Sec20p dient also nicht als klassisches SNARE-Protein, das mit einem SNARE des
Vesikels interagiert, sondern as Rekrutierungshilfe, vergleichbar mit dem TRAPP-Komplex des
Golgi. Fur die ER-Membran sind noch keine TRAPP-Proteine isoliert worden.
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5 Zusammenfassung

Im Kklassischen Sekretionsweg der Eukaryoten vermitteln intrazelluldre Vesikel den
Proteintransport zwischen den Zellkompartimenten. Neben dem anterograden Vesikeltransport
vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi ist auch der umgekehrte retrograde Weg von
Bedeutung, um Sekretionskomponenten in das Ausgangskompartiment zurlickzuholen. In der
vorliegenden Arbeit wurden mit Sec20p und assoziierten Proteinen spezifische Komponenten
des retrograden Veskeltransports in dem humanpathogenen Pilz Candida albicans
charakterisiert.

Sequenzanalysen ergaben, dal3 CaSec20p ein 332 Aminosauren-grof3es Protein mit 27 %
Identitdt zu seinem Saccharomyces cerevisiae-Homologen ScSec20p ist. CaSec20p ist ein
Typ Il-integrales Membranprotein mit einer grof3en zytoplasmatischen Domane, die allerdings
im Vergleich zu ScSec20p um 95 Aminosauren verkirzt ist. Eine kurze C-terminale Doméne des
CaSec20p befindet sich im ER-Lumen und weist ein potentielles Retentionssignal (VDEL) auf.
Durch Epitop-Markierung des Proteins konnte seine Lokalisation im perinukleéren Bereich des
ER festgestellt werden. Mutanten, in denen SEC20 unter der Kontrolle des regulierbaren MET3-
Promotor exprimiert wurde, konnten unter Promotor-reprimierenden Bedingungen nicht
wachsen. Hiermit wurde gezeigt, dal3 SEC20 ein essentielles Gen ist. Stédmme mit verminderter
SEC20-Expression (SEC20 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors) waren supersensitiv gegen
die Antimykotika Hygromycin B, G418, Neomycin, Nystatin sowie gegen SDS, Calcofluor
White und Congo Red. Aulerdem kam es zu ener extensiven, intrazelluldren
Membrananreicherung in diesen Stammen, wobe meistens Stapel mit  dre
Ubereinanderliegenden Membranen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbar waren.

Sec20p weist mehrere O-Glykosylierungsstellen im luminalen C-Terminus auf, deren
Modifikation zum Teil essentiell fir die Stabilitét des Proteinsist. In pmt1- und pmt4-Mutanten,
die Defekte in bestimmten Proteinmannosyltransferase-1soformen aufweisen, wird Sec20p nicht
O-glykosyliert und dadurch instabil. Es kann vermutet werden, da3 O-Glykosylierung die
Didokation des Proteins aus dem ER und damit seinen Abbau an zytoplasmatischen
Proteasomen verhindert.

Mit CaUfelp und CaTip20p wurden zwei weitere am vesikuldren Transport beteiligte
Proteine identifiziert. CaUfelp ist dem aus S cerevisiae bekannten t-SNARE des ER homolog
und kann dieses in S cerevisiaeMutanten ersetzen. Mit genetischen und biochemischen
Methoden wurde eine Interaktion zwischen CaSec20p und CaTip20p gezeigt. Sec20p weist zwar
die Strukturmerkmale eines t-SNARES auf, hat aber keinerlei Sequenzhomologie zu bekannten
SNARES und konnte tber Tip20p die Bindung von COP I-Vesikeln vermitteln.

Mit der Klonierung und Charakterisierung von drei bisher nicht beschriebenen Genen
konnten dem Sekretionsweg in C. albicans neue Komponenten hinzugefiihrt werden. Die
Bedeutung dieser Komponenten fir die Lebensfahigkeit und Virulenz sowie ihre Pilzspezifitat
konnten die Basis fur die Entwicklung neuartiger Antimykotika sein.
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