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Einleitung 1

1  Einleitung

Candida albicans — K linische Bedeutung und Therapie

Pilze und insbesondere Hefen haben in den letzten Jahren eine beachtliche Bedeutung fur den
Menschen gewonnen. Das Spektrum reicht vom o©konomischen und wissenschaftlichen
Nutzen bis hin zur lebensbedrohlichen Infektion.

Auf der einen Seite des Spektrums steht die Bier- und Backerhefe Saccharomyces cerevisiae,
der neben ihrer traditionellen Funktion in Fermentationsprozessen auch eine Rolle as
eukaryontischer Modellorganismus in der molekulargenetischen Forschung zukommt. Die
vollstandige Sequenzierung des Genoms dieses apathogenen Pilzes, der mit einer
Generationszeit von 90 Minuten und der Bildung haploider Sporen nahezu optimae
Eigenschaften as ,Labororganismus’ besitzt, stellte eéinen Meilenstein in der Hefeforschung
dar, der durch die Entwicklung der ,Microarray”-Technologie neue Maglichkeiten zur
Untersuchung des Transkriptoms und des Proteomsvon S. cerevisiae eroffnet.

Auf der anderen Seite des Spektrums befinden sich Hefen, welche direkt oder indirekt eine
schadliche Wirkung auf den Menschen entfalten. Die Infektion von Getreide und
Futterpflanzen mit der Hefeform des pflanzenpathogenen Pilzes Ustilago maydis fuhrt
beispielweise Uber die Minderung der Ernteertrége zu wirtschaftlichen Verlusten. Eine
unmittelbare Bedrohung geht von humanpathogenen Hefen, z.B. Cryptococcus neoformans
und Candida albicans aus. Beide Organismen werden als opportunistische Erreger
bezeichnet, da ein geschwéchtes Immunsystem des Wirtes die Voraussetzung fir eine
erfolgreiche Infektion darstellt.

Als fakultativ intrazelluldrer Parasit besitzt C. neoformans die Fahigkeit, nach der Infektion
des Menschen Uber die Lunge in den Makrophagen zu Uberleben. Die Ausbreitung im
Zentralnervensystem fihrt letztendlich zum Krankheitsbild einer Meningoenzephalitis.

C. albicans gilt ds der bedeutendste humanpathogene Pilz. Drei Viertel aler nosokomiaen
Pilzinfektionen werden auf C. albicans zurtickgefihrt (Jarvis, 1995). Als Bestandteil der
mikrobiellen Flora des Menschen besiedelt er die Schleimhaute des gastrointestinalen und
urogenitalen Traktes. In mindestens einem Drittel der Gesamtbevdlkerung wurde C. albicans
oropharyngial oder gastrointestinal nachgewiesen (Milatovic et al., 1997). Drel Viertel aller
Frauen zeigen einmal in ihrem Leben eine durch Candida spp. hervorgerufene Vaginitis, ca
20 % sind mehrfach betroffen (Fidel et al., 1999). Die sogenannte ,, Windeldermatitis* ist bel
Sauglingen weit verbreitet. Menschen mit einem intakten Immunsystem entwickeln lediglich
lokal begrenzte Candidosen der Haut und der Schleimhédute, welche einer Therapie mit
Antimykotika relativ leicht zuganglich sind. Eine Immunsuppresson des Menschen
erleichtert C. albicans sowohl die Infektion als auch die systemische Ausbreitung im Wirt.
Die Zahl von Personen mit einem kurzzeitig geschwéachten oder dauerhaft geschédigten
Immunsystem hat gerade durch die Entwicklung der Medizin in den letzten Jahren deutlich
zugenommen. Die Therapie von Krankheiten und Infektionen mit Cytostatika, Breitspektrum-
antibiotika und Corticosteroiden beeintrachtigt neben dem Gleichgewicht der natirlichen
mibrobiellen Flora des Menschen auch sein Immunsystem. Die Entwicklung der
Organtransplantation hat dartiber hinaus eine weitere ,, Zielgruppe® fur C. albicans geschaffen,
da die medikamentdse Immunsuppression zur Vermeidung von Abstof3ungsreaktionen die
lokale oder systemische Ausbreitung des opportunistischen Pilzes erleichtert. Intravendse
Katheter, welche bel den zuvor beschriebenen Behandlungen haufig zum Einsatz kommen,
stellen als potentieller Infektionsort ebenso einen Risikofaktor dar, wie die parenterale
Erndhrung.
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Der HIV-Infektion des Menschen kommt jedoch die bel weitem grofdte Bedeutung fur die
steigende Zahl von Pilzinfektionen zu. Die AIDS-Erkrankung ist durch einen stetig
zunehmenden Zerfall des Immunsystems gekennzeichnet. Die auftretenden bakteriellen
Infektionen sind trotz der zunehmenden Resistenzen mit Antibiotika weitgehend therapierbar.
Die sténdige Immunsuppression erleichtert aber auch eukaryontischen Erregern und Parasiten
(Candida spp., Aspergillus spp., C. neoformans, Pneumocystis spp., Cryptosporidium spp.)
die Besiedlung des Wirtes. So wurde beispielsweise bei 90 % aller AIDS-Patienten eine orale
Candidose diagnostiziert (Greenspan, 1994). Im weiteren Verlauf der ,erworbenen
Immundefizienz® entwickelt sich mit der Verbreitung im gesamten Korper eine systemische
Candidose, die eine Mortalitéatsrate von 35 % aufweist (Wenzel, 1995).

Die Therapie von Pilzerkrankungen des Menschen wird durch die Gemeinsamkeit von Pilz-
und humanen Zellen as Eukaryonten erschwert. Zur erfolgreichen Bekampfung von Pilzen
stehen nur wenige Wirkstoffe zur Verfigung. Um unerwiinschte Nebenwirkungen zu
reduzieren, bilden pilzspezifische Komponenten von Zellmembranen und Stoffwechselwegen
die Angriffspunkte fur Antimykotika Bei den beiden meistverwendeten Therapeutika
Amphotericin B und Nystatin handelt es sich um Polyene, welche mit dem pilzspezifischen
Membranbestandteil Ergosterol interagieren und dadurch die Zellmembran permeabilisieren
und die Pilzzellen abtéten. Die Membran des Pilzes kann auch durch die Hemmung der
Ergosterolsynthese geschadigt werden. In dieser Weise wirken die Azolderivate Ketoconazol,
Fluconazol und Itraconazol. Das Nukleosidanalogon 5 -Fluorocytosin stellt einen weiteren
fungiziden Wirkstoff dar. Es kann nur von Pilzen zu 5 -Fluoruracil metabolisiert werden,
welches die RNA-Sythese inhibiert (Hoppe-Tichy, 1997).

Alle Antimykotika verbinden jedoch zwei Nachteile. Einerseits ist die intrakorporae
Anwendung bel grof¥lachigen und systemischen Mykosen mit schweren Nebenwirkungen
verbunden, da sie leber- und nierenschadigend wirken. Andererseits hat die antimykotische
Therapie, vor alem mit Azolderivaten, schon zur Entwicklung resistenter Stdmme gefiihrt.
Einen Mechanismus stellt hierbei die Amplifikation resistenzvermittelnder Gene dar. Die
Fluconazolresistenz eines C. glabrata-lsolates konnte z.B. auf eine erhthte Kopiezahl eines
Chromosoms zurtickgefthrt werden (Marichal et al., 1997). Die erhthte Inzidenz von
Pilzinfektionen wird zwangdaufig auch die Entwicklung von Resistenzen beschleunigen. Es
ist daher wichtig, pilzspezifische Komponenten von Stoffwechsel- und Signalwegen auf
molekularer Ebene zu charakterisieren, um die Virulenzfaktoren des Pilzes as Grundlage zur
Entwicklung neuer antimykotisch wirksamer Substanzen zu entschliisseln. Da ca. 80 % aller
Mykosen durch Candida spp. hervorgerufen werden (Pfaller, 1996), konzentriert sich die
molekul argenetische Analyse auf den Haupterreger C. albicans.

C. albicans— Taxonomie und Genetik

Die humanpathogene Hefe C. albicans wurde bisang den Deuteromyceten zugeordnet. Bei
den Mitgliedern dieser auch as Fungi imperfecti bezeichneten Gruppe konnte noch kein
sexudler Vermehrungszyklus nachgewiesen werden. Diese klassische Eintellung basierte
hauptséchlich auf der morphologischen Analyse, der Ploidie und der Art der vegetativen
Zdllteilung (Knospung , Spaltung).

Neuere Einteilungen hingegen legen den Schwerpunkt auf molekulargenetische Kriterien. Zur
phylogenetischen Analyse dienen beispielsweise Sequenzvergleiche ribosomaler RNA bzw.
DNA (5S, 18S, 26S). Neben der Sequenzierung weiterer Gene (Cytochrom Il Oxidase,
b-Tubulin) erlaubt auch die Analyse der mitochondrialen DNA Ruckschlisse auf die
verwandtschaftlichen Beziehungen der Hefen (Petersen, 2000).
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Die Fungi imperfecti konnen nach diesen Kriterien den Ascomyceten und Basidiomyceten
zugeordnet werden, wobel jedoch aufgrund der sexuellen Fortpflanzung zwischen
teleomorphen und anamorphen Genera unterschieden wird. Wahrend C. neoformans z.B. den
Basidiomyceten zugeordnet werden kann, gelten C. albicans und S cerevisae as
Ascomyceten (Petersen, 2000). S cerevisiae wird jedoch, im Gegensatz zu C. albicans,
aufgrund seiner sexuellen Vermehrung als teleomorph eingestuft. Der namengebende Ascus
enthdlt bei der Béckerhefe vier haploide Sporen, die entweder den Paarunstyp a oder a
besitzen. Nach der Keimung der Sporen unter geeigneten Umweltbedingungen kodnnen
haploide Zellen komplementdren Paarungstypes durch Fusion (,Mating”) den sexuellen
Vermehrungszyklus abschlief3en. Genetisch  determiniert  wird der Paarungstyp am
sogenannten MAT-Locus. In C. albicans wurden vor kurzem homologe Gene dieses MAT-
Locus beschrieben (Hull und Johnson, 1999). Neben den homologen regulatorischen
Proteinen al, al und a2 werden am heterozygoten MAT-Locus von C. albicans (auch MTL)
noch drel weitere Proteine codiert: eine Poly(A)-Polymerase, ein Oxysterol-bindendes Protein
und eine Phosphatidylinositolkinase. Die Funktionaitét dieses Locus im Hinblick auf eine
sexuelle Fortpflanzung konnte bisher nur artifiziell erzeugt werden. Stdmme mit einer
Deletion entweder im MTLa- oder im MTLa-Locus wurden nach ener gemeinsamen
Inkubation in der Maus mithilfe entsprechender Marker auf eine vollzogene Fusion hin
selektiert (Hull et al., 2000). In einem anderen Ansatz wurden durch den Verlust eines
Homologs von Chromosom 5 produzierte MTLa- und MTLa-Stdmme auch in Kultur
»gekreuzt* (Magee und Magee, 2000). In beiden Félen konnte eine erfolgreiche Fusion
komplementéarer Stdmme nachgewiesen werden, da die produzierten Stdmme tetraploid waren
und sowohl beide MTL-Allele as auch die Marker der eingesetzten Deletionsstamme
aufwiesen. Zum Beweis eines natirlichen sexuellen Vermehrungszyklus von C. albicans
fehlt allerdings noch der Nachweis einer meiotischen Zellteilung.

Unabhdngig von der sexuellen Rekombination zeigt sich eine ausgeprégte genetische
Variabilitét. Neben einigen heterozygoten Loci (Whelan und Magee, 1981; Whelan und Soll,
1982) werden auch gréfere Umordnungen des diploiden Genoms beobachtet (Rutschenko-
Bulgac et al., 1990). Diese genetische Instabilitét erschwert die molekulargenetische Analyse
von C. albicans,

Dartberhinaus erweist sich auch der abweichende Kodongebrauch insbesondere bei der
Expression heterologer Gene a's hinderlich. Da das Kodon CUG in Serin und nicht in Leucin
trandatiert wird (Leuker und Ernst, 1994; Santos und Tuite, 1995), finden z.B. die
Reportergene lacZ aus Escherichia coli und GFP aus Aequorea victoria in C. albicans keine
Anwendung. Mit dem eine b-Galaktosidase codierenden LAC4-Gen aus Kluyveromyces lactis
(Leuker et al., 1992), einer codonoptimierten GFP-Version (Cormack et al., 1997) und RLUC
aus Renilla reniformis (Srikantha et al., 1996) stehen zur Expressionanalyse einige
Reportergene zur Verfigung. Dieses Repertoir wurde vor kurzem um das lacZ-Gen aus
Streptococcus thermophilus erweitert (Uhl und Johnson, 2001). Diese b-Galaktosidase zeigte
im Vergleich mit der von LAC4 exprimierten eine deutlich hohere Aktivitdt und eignet sich
auch in integrierter Einzelkopie zur Analyse der Reportergenexpression.

Heterologe Gene konnen auch nach Transformation autonom replizierender Plasmide
episomal exprimiert werden. Im Gegensatz zu S cerevisiae basieren diese Plasmide nicht auf
Centromer- oder 2mSequenzen, sondern auf autonom replizierenden Sequenzen (Kurz et al.,
1987; Cannon et al., 1992; Herreros et al., 1992). Die Kopiezahl aller C. albicans-Vektoren
ist daher variabel. Vor kurzem wurden in C. albicans erstmals auch natirliche Plasmide
beschrieben (Huber und Rustchenko, 2001). Neben einem grofen zirkuléren rDNA-Plasmid
unbekannter Grofe treten lineare rDNA-Plasmide mit einer GrofRe zwischen 50-150 kb in
variabler Kopiezahl auf.
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Zur Analyse der Funktion eines Gens wird es haufig auch in definierten Mengen mit Hilfe
eines regulierbaren Promotors exprimiert. Der Promotor des PCK1-Gens, welches die
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase codiert, eignet sich beispidlweise zur sehr starken
Uberexpression eines Gens. Durch Glukose wird die Expression des Schliisselenzyms der
Glukoneogenese und somit auch der PCK1p reprimiert, wahrend er durch aternative
C-Quellen (z.B. Casaminosauren) induziert werden kann (Leuker et al., 1997). Die
Expresson eines essentiellen Gens 1&% sich in Fuson mit dem MET3-Promotor durch
Methionin und Cystein bis zur Letalitét minimieren (Care et al., 1999). Der MAL2-Promotor
(Backen et al., 2000) und ein Tetracyclin-regulierter Promotor (Nakayama et al., 2000) haben
die Moglichkeiten der regulierten Genexpression in C. albicans erweitert.

Die Transformation von C. albicans basiert hauptsachlich auf den Markern URA3 (Kdly et
al., 1987), ADE2 (Kurtz et al., 1987) und LEU2 (Kelly et al., 1988), welche auxotrophen
Stdmmen auf Mangelmedien Wachstum erméglichen (Fonzi und Irwin, 1993). Der dominante
Marker IMH3 hingegen verleiht prototrophen Stdmmen ene Resistenz gegentber
Mycophenolsdure (Beckerman et al., 2001) und erdffnet die Mdoglichkeit Wildtypstamme
bzw. klinische Isolate zu transformieren.

Zur Gendisruption stehen mittlerweile zahlreiche Methoden zur Verfigung. Die klassische
»URA-Blaster“-Methode mit FOA-Selektion (Fonzi und Irwin, 1993) wurde erganzt durch die
»URA-Flipper‘-Methode, welche zur gezidten Induktion der intrachromosomalen
Rekombination eine Rekombinase unter der Kontrolle eines regulierbaren Promotors
verwendet (Morschhéuser et al., 1999). Wéahrend mit diesen Verfahren das Zielgen in zwei
Schritten auf beiden Allelen ausgeschaltet wird, produziert eine andere Methode in nur einem
Transformationschritt und anschlief3ender mitotischer Rekombination homozygote Mutanten
(Enloe et al., 2000).

Die gerade in der letzten Zeit entwickelten Methoden zur molekulargenetischen Analyse von
C. albicans haben die Forschung an diesem pathogenen Pilz erheblich vereinfacht und
beschleunigt. Das Fundament der weiteren Entwicklung bildet hingegen die vollstandige
Sequenz des Genoms, auf welche sait dem letzten Jahr freier Zugriff besteht unter:
(http://www-sequence.stanford.edu/group/candida/). Anhand eines umfassenden Sequenz-
vergleichs von Uber 500 Genen, welche an der sexuellen Differenzierung von S cerevisiae
beteiligt sind, mit dem C. albicans-Genom konnten zahlreiche Homologe identifiziert werden
(Tzung et al., 2001). Nahezu alle Komponenten des Pheromon-Signalweges in S cerevisiae
besitzen homologe Gene in C.albicans, wahrend zahireiche an der Meiose beteiligten Gene
nur in der Béckerhefe vorkommen. Im Vergleich mit Meose-Genen anderer Organismen
(Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans) wurden jedoch einige Homologe in
C. albicans identifiziert und lassen die Existenz einer natirlichen sexuellen Fortpflanzung
maoglich erscheinen.

C. albicans—Virulenzfaktoren

Die Virulenz eines Pathogens wird durch zahlreiche Eigenschaften des Erregers bestimmt.
Als Kommensale und opportunistischer Pilz besiedelt C. albicans mehrere Korperregionen
des Menschen. In der Anpassung an die sehr unterschiedlichen Wachstumsbedingungen weist
dieser Pilz eine hohe Variabilitdt auf, wenngleich er es nicht vermag, ein vollig intaktes
Immunsystem des Wirtes zu tberwinden. Die zuvor beschriebenen Einschrénkungen in der
Immunabwehr aber auch Mazerationen der Haut ermdglichen C. albicans eine lokale oder
systemische Infektion. In der Rethenfolge, in der die Virulenzfaktoren dabei wirksam werden,
sollen sie vorgestellt werden.
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Der Adhésion des Pilzes an die Epithelien des Wirtes folgt die Invasion des Gewebes. Eine
systemische Infektion zeichnet sich dartiberhinaus durch die Ausbreitung von C. albicans im
gesamten Organismus aus. Die bel vielen Pathogenen beschriebene Immunevasion durch
Antigenvariation stellt auch einen Virulenzfaktor dieses opportunistischen Erregers dar
(Abb.1).

Adhision Invasion
an Epithelien von Gewebe
Obcrﬂuchen- (Proteasen, Lipasen)
proteine) (Hvphen)
Vlrulenz ] )
Ausbreitung Immunevasion
im Wirt (Phiinotvpwechsel)

(Hefen)

Abbildung 1: Virulenzfaktoren von C. albicans

Die Adhéasion von C. albicans an die Mukosa des Wirtes wird durch Proteine, die auf der
Zéelloberflache des Pilzes exprimiert werden, gewahrleistet. Diese als Adhésine bezeichneten
Polypeptide sind in der Lage an Proteine der extrazelluldren Matrix der Sdugerzelle, wie z.B.
Fibronectin, Laminin, Fibrinogen und Kollagen Typ | und IV zu binden (Hostetter, 1994;
Sturtevant und Calderone, 1997; Chaffin et al., 1998). Eine solche Funktion wird z.B. durch
die beiden Proteine Alslp und Alsbp vermittelt (Fu et al., 1998). Die insgesamt sieben
Als-Proteine zeigen typische Merkmale sekretierter Proteine und werden wahrscheinlich tber
den Rest eines GPI-Ankers am C-Terminus auf der Zelloberflache verankert (Hoyer, 2001).
Der Aminoterminus scheint die Bindung an die Proteine der Wirtszellen zu vermitteln. Ein
weiteres Adhasin stellt das strukturell sehr @hnliche Protein Hwplp dar (Staab et al., 1999).
Dieses Mannoprotein prasentiert ebenfalls seinen Aminoterminus auf der Zelloberfl&che,
wéhrend der Carboxyterminus kovalent mit der Zellwand verbunden ist. Das Integrin-
ahnliche Protein Intlp kann ebenfals der Klasse der Adhdsine zugeordnet werden. Die
Deletion dieses Oberflachenproteins beeintrdchtigt die Adhdsionfdhigkeit an humane
Epithelzellen und verursacht einen nahezu vollstdndigen Verlust der Virulenz (Gae et al.,
1998).

Der Glykosylierungsstatus dieser Adhdsine scheint an ihrer Funktion ebenfalls beteiligt zu
sein, da Deletionen der Mannosyltransferasen Mntlp und Pmtlp sowohl eine verminderte
Adhésion als auch eine drastisch reduzierte Virulenz zeigen (Buurman et al., 1998; Timpel
etal.,, 1998). Wenngleich ihre Funktion nur indirekt die Pathogenitdt von C. albicans
beeinflul%, kénnen sie as Virulenzfaktoren bezeichnet werden. Wahrend die Funktion der
Adhésine auch fir die Rolle von C. albicans a's Kommensale von Bedeutung ist, markiert die
Invasion des Wirtsgewebes den Ubergang zur Rolle al's Pathogen.
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Der Fahigkeit zum filamentdsen Wachstum in Form von Hyphen und Pseudohyphen kommt
dabei neben der Sekretion proteolytischer und lipolytischer Enzyme eine entscheidende
Bedeutung zu. Der Vergleich mit anderen Pilzen zeigt jedoch, da3 die Bildung von
Filamenten aleine nicht ausreicht, um die Rolle a's Pathogen zu definieren.

Obwohl S. cerevisiae die Fahigkeit zur Pseudohyphenbildung besitzt (Gimeno et al., 1992),
gilt die Béckerhefe nicht as Krankheitserreger. Allerdings konnte z.B. bei den pathogenen
Hefen C. glabrata und C. neoformans filamenttses Wachstum nachgewiesen werden, obwohl
se lange Zeit als afilamentos galten (Csank und Haynes, 2000; Wickes et al., 1996). Die
Fahigkeit zum reversblen Wechsel zwischen einzelligem und filamentbsem Wachstum
(Dimorphismus) begriindet ebenfalls nicht die Pathogenitét, da auch reine Myzelbildner wie
A. fumigatus gefahrliche Krankheitserreger darstellen (Odds, 1988). Der Dimorphismus von
C. albicans scheint hingegen in erheblichem Umfang zur Pathogenitét dieses Pilzes
beizutragen, da klinische Isolate in der Regel sowohl Blastosporen as auch Filamente
enthalten. Hyphen sind beipielsweise in der Lage, Epithelien zu durchwachsen (Pendrak und
Klotz, 1995; Weide und Ernst, 1999) und so zur Gewebeinvasion beizutragen. Nach Eintritt in
die Blutbahn eignet sich die Hefeform von C. albicans optimal zur Verbreitung im gesamten
Organismus (Cutler, 1991). Diese , Uberschwemmung* des Wirtes erfolgt jedoch nur im Zuge
einer systemischen Infektion bel einem volligen Zusammenbruch des Immunsystems, z.B. bel
AIDS-Patienten im Endstadium. Der Dimorphismus erweist sich jedoch auch in der Reaktion
auf die zelluldre Immunantwort als vorteilhaft, da phagozytierte Blastosporen in Form von
Hyphen aus Makrophagen herauszuwachsen vermdgen (Arai et al., 1977; Vasguez-Torres
und Balish, 1997). Die molekularen Mechanismen der Regulation des Dimorphimus werden
im folgenden Kapitel detailiert vorgestellt.

Als weitere Virulenzfaktoren, die zur Invasion beitragen, werden sekretierte Proteasen,
(Phospho)Lipasen und N-Acetyl-Glukoaminidasen angesehen (Hube et al., 1997; Ghannoum
et al., 2000; Hube et al., 2000, Molloy et al., 1994). Von den beschriebenen Phospholipasen
PLA, PLB, PLC und PLD konnte bisher nur fir PLB1 ein Zusammenhang zur Virulenz von
C. albicans hergestellt werden (Ghannoum et al., 2000). Die sauren Aspartatproteasen (SAP)
bilden ebenso wie die Lipasen (LIP) eine zehn Mitglieder umfassende Genfamilie. Die
Bedeutung fur die Virulenz wurde durch die Deletion einiger SAP-Gene nachgewiesen (Hube
et al., 1997). Ebenso wie die LIP-Gene unterliegen die SAP-Gene einer komplexen
differentiellen Expression. Die Expresson einiger SAP-Gene wird beispidweise in
Anpassung an die verschiedenen Habitate von C. albicans durch den pH-Wert reguliert.
Dartberhinaus werden im zeitlichen Verlauf der Gewebeinvasion unterschiedliche SAP-Gene
exprimiert (Schaller et al., 2000). Der friihen Phase der Invasion mit der Expression von SAP1
und SAP2 schliefd sich die Expression von SAP8 an. Wahrend der abschlief3enden intensiven
Hyphenbildung wird ausschliefdich SAP6 exprimiert. Die grofe Zahl der Proteasen und
Lipasen codierenden Gene und insbesondere ihre differentielle Expression verleiht
C. albicans im Hinblick auf die Invasion verschiedener Wirtsgewebe eine enorme Flexibilitét,
welche durch den reversiblen Wechsel zwischen Blastosporen und Filamenten zuséizlich
erhoht wird.

Neben dem Dimorphismus wurde in C. albicans noch das Phd&nomen enes spontanen
Phanotypwechsels  (,phenotypic  switching®) beschrieben. In  Stamm 3153A  treten
beispielswveise bis zu funf verschiedene Kolonieformen auf (,star”; ,<ippled”; ,hat”;
»irregular wrinkle®; ,fuzzy*). Da sich jeder Kolonietyp spontan in einen anderen umwandeln
kann und auch Mischformen beobachtet werden, ist die experimentelle Anayse dieses
komplexen Phanotypwechsel nahezu unmdoglich (Slutsky et al., 1985). Der Phasenwechsel
des Stammes WO-1 wurde hingegen eingehend charakterisiert (Slutsky et al., 1987; Sall,
1997). Er ist lediglich durch zwei verschiedene Phanotypen gekennzeichnet. Wahrend die
,White"-Form dieses Stammes eine normale Kolonieform und runde bis ovae Zelen
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aufweist, bildet die ,,opague” -Form flache gréauliche Kolonien und elongierte stébchenférmige
Zéellen. Die Ultrastruktur von ,opaque‘-Zellen zeigt aufRerdem noch charakteristische as
»pimple’ bezeichnete Ausstilpungen (Anderson et al., 1990). Der ,,white"-Phanotyp kann bei
30°C kultiviert werden, wohingegen der ,,opagque’-Phanotyp nur bei 25°C relativ stabil ist
(Bergen et al., 1990). In beide Richtungen findet auch unter diesen Bedingungen en
spontaner Wechsel des Phanotyps statt, wobei der Wechsel von ,,opague” zu “white* deutlich
haufiger (102-10) beobachtet wird als umgekehrt (10°3-10®). Experimentell kann durch eine
Temperaturerhdhung auf 42°C eine Massenkonversion vom ,,opaque”- zum , white”-Phanotyp
induziert werden.

Neben diesen morphologischen Merkmalen unterscheiden sich beide Phasen z.B. auch
hinsichtlich der Adhésion (Kennedy et al., 1988), des Sterol-/Lipidgehaltes (Ghannoum et al.,
1990) und der Senstivitdt gegentber Antimykotika (Soll et al., 1991). Dartberhinaus
vermogen lediglich ,,white*-Zellen unter Standardbedingungen Hyphen zu bilden, , opaque’-
Zellen zeigen nur auf humanen Epithelzellen filamentdses Wachstum (Anderson et al., 1989).
Reguliert werden die Charakteristika beider Phanotypen durch ein komplexes System
differentieller Genexpression. Als , opaque”-spezifische Gene wurden SAP1, SAP3, OP4 und
CDRS3 beschrieben (Morrow et al., 1992; Hube et al., 1994; Morrow et al., 1994; Balan et al .,
1997), as ,white"-spezifisch SAP2 und WH11 (Srikantha und Soll, 1993).

In die Regulation des Phanotypwechsels auf molekularer Ebene scheinen die beiden Histon-
Deacetylasen Hdalp und Rpd3 involviert zu sein. Die Deletion von HDA1 forciert den
Wechsel von ,,white" zu ,,opagque”, wahrend die Deletion von RPD3 die Wechsdrate in beide
Richtungen erhoht (Srikantha et al., 2001). Demgegeniiber besitzt auch der Transkriptions-
faktor Efglp, der im Mittel punkt dieser Arbeit steht und daher noch detailiert vorgestellt wird,
eine regulatorische Funktion im Phanotypwechse des Stammes WO-1. Neben seiner
phasenspezifischen Expression im ,white*-Phanotyp verursacht die Uberexpression von
EFGL1 einen Wechsel vom ,,opague® -zum ,,white" -Phénotyp (Sonneborn et al., 1999b).

Die Bedeutung dieses Phasenwechsels fur die Virulenz von C. albicans zeigt sich an ener
erhohten Wechselrate in frischen klinischen Isolaten (Soll, 1988; Jones et al., 1994).
Dartiberhinaus konnten , opaque‘-Zellen in einem Modell die menschliche Haut besser
besiedeln, wéhrend ,white"-Zdllen im Maus-Modell der systemischen Infektion eine hthere
Virulenz zeigen (Kvaa et al., 1999). Diese Spezialisierung der Phanotypen auf verschiedene
Infektionswege unterstreicht ihre Funktion in der Pathogenese.

Zusétzlich bietet ein Phanotypwechsel die Mdglichkeit der Antigenvariation zur Umgehung
des Immunsystems. Bel anderen Pathogenen wie z.B. Trypanosoma brucei, Neisseria
gonnorhoae und Salmonella typhimurium ist diese Funktion mit der Expression zahlreicher
antigener Varianten allerdings deutlich stérker ausgepragt as im Stamm WO-1 mit dem
Wechsel zwischen lediglich zwei Phanotypen (Donelson, 1989; Swanson und Koomey, 1989;
Glasgow et al., 1989).

C. albicans verfugt somit Uber ein grof3es Repertoir potentieller Virulenzfaktoren, die in
einem komplexen Zusammenspiel zur Pathogenitét dieses oppurtunistischen Pilzes beitragen.
In Anpassung an die sehr verschiedenen Habitate des Kommensaen und die
unterschiedlichen Infektionswege des Erregers verleiht ein flexibles System differentieller
Genexpression C. albicans diese grof3e Variabilitét.
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C. albicans— Dimor phismus

Die Pathogenitét von C. albicans basiert nicht ausschliefdich auf dem Dimorphismus dieses
Pilzes. In Kombination mit den zuvor beschriebenen Virulenzfaktoren wird ihm jedoch eine
Schltssdlrolle zugeordnet. In C. albicans beschreibt er nicht nur die zwei morphologischen
Wachstumsformen Hefe und Hyphe, sondern den Wechsd zwischen einzelligem und
mehrzelligem filamentésen Wachstum im allgemeinen. Einzelliges Wachstum manifestiert
sich einerseits in der typischen Hefezellform (Blastosporen), andererseits in Chlamydosporen.

Filamente werden sowohl in Form von
echten Hyphen as auch Pseudohyphen

gebildet (Abb. 2). Blastosporen
Die Vemehrung der Blastosporen
erfolgt durch Knospung, wohingegen die
dickwandigen runden Chlamydosporen

von pseudohyphalen Helferzellen : , ,
ebildet werden (Montazeri  und ' .
Heckick, 1984 Joghi et(al., 1093). EEHURR > SR
Wahrend ausdifferenzierte echte Hyphen
und Pseudohyphen sich nur schwer ¢
unterscheiden lassen, weist ihre Genese
charakteristische Merkmale auf. Chlamydosporen
Echte Hyphen entstehen durch das

kontinuierliche apikale Wachstum eines

Abbildung 2: Wachstumsformen von C. albicans

Keimschlauches, der  anschlief3end
septiert wird. Pseudohyphen werden durch unipolare Knospung gebildet, wobei die
elongierten Tochterzellen den Kontakt zur Mutterzelle aufrechterhalten und auf diese Weise
Filamente bilden. Beide filamentésen Formen sind in der Lage durch Knospung wieder
Blastosporen zu bilden.

Zur experimentellen Induktion filamentdsen Wachstums stehen neben positiven Induktoren
auch spezielle Mangelmedien zur Verfigung. Den stérksten Induktor echter Hyphen stellt
Serum in einer Konzentration von 5-20% dar (Odds, 1988). Auch N-Acetylglukosamin,
Prolin und cAMP vermdgen Hyphenwachstum zu induzieren (Cassone et al., 1985; Land
etal., 1975; Niimi et al., 1980, Sabie und Gadd, 1992; Niimi et al., 1996). Neben diesen
Medienzusdtzen beginstigt eine Temperaturerhdhung (37°C) und ein neutraler pH-Wert die
Entwicklung echter Hyphen (Buffo et al., 1984). Die Effizienz der Hypheninduktion kann
durch eine vorangehende Hungerphase gesteigert werden (Holmes und Shepherd, 1988;
Delbrick und Ernst, 1993). Nahrstoffmangel fuhrt auch als Einzelfaktor zur Hyphenbildung.
Sowohl Stickstoffmangel (SLAD) als auch ein Medium mit komplexer Stickstoffquelle und
Mannitol as Kohlenstoffquelle (Spider- und modifiziertes Lee-Medium) induzieren
filamentéses Wachstum in C. albicans (Csank et al., 1998; Liu et al., 1994). Die Limitierung
von Sauerstoff forciert ebenfalls die Entwicklung echter Hyphen (Riggle et al., 1999;
Sonneborn et al., 1999a).

Nahezu alle Induktionsprotokolle erinnern an die nattirlichen Wachstumsbedingungen dieses
Pilzes in seinem Wirt oder sind aus diesen abgeleitet worden. Verschiedene Charakteristika
der von C. albicans besiedelten Epi- und Endothelien des Menschen fuhren sowohl Uber
positive Induktoren as auch Uber Mangelbedingungen zur Entwicklung filamentésen
Wachstums. Die Umweltreize werden in einem komplexen System verschiedener
Signaltransduktionskaskaden integriert und in die optimae Wachstumsform des Pilzes
umgesetzt. Diese sollen mit Konzentration auf die beteiligten Transkriptionsfaktoren im
folgenden vorgestellt werden (Abb. 3).
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Abbildung 3: Regulation des Dimorphismusin C. albicans

Der Ubergang von der Hefe- zur Hyphenform wird durch die dargestellten
Transkriptionsfaktoren (TF) reguliert. Neben einer MAPK-Kaskade vermittelt ein cAMP-
abhangiger Signalweg die Induktion filamenttsen Wachstums (néheres siehe Text).

In C. albicans wurden zahlreiche an der Regulation der Morphogenese beteiligte Faktoren
identifiziert. lhre funktionellen Zusammenhdnge sind mit Ausnahme zweier Signalwege
weitgehend unbekannt. Parallel zu einer MAPK-Kaskade wird die Hyphenbildung durch
einen CAMP-abhéngigen Signalweg reguliert.

Die Grundlage zur ldentifizierung dieser beiden Wege bildete ihre grofl3e Homologie zur
Signdtransduktion in S cerevisae. Der MAPK-Weg steuert in S cerevisiae neben der
Pseudohyphenbildung auch die Pheromonantwort (Liu et al., 1993; Madhani und Fink, 1997).
Auch der cAMP-abhdngige PKA-Weg besitzt in S cerevisiae neben der Regulation des
filamentdsen Wachstums zahlreiche weitere Funktionen (Robertson und Fink, 1998). Die
Proteinkinase A ist sowohl in die Regulation der Antwort auf osmotischen, oxidativen und
temperaturbedingten Stref3 (Norbeck und Blomberg, 2000; Charizanis et al., 1999; Smith
etal.,, 1998), ads auch in den Wechsd von fermentierbaren zu nicht-fermentierbaren
C-Quellen involviert (Jiang et al., 1998). Auch die Eisenaufnahme und der Abbau von
Reservekohlenhydraten werden Uber die PKA gesteuert (Robertson et al., 2000).

In Homologie zu C. albicans fuhrt Stickstoffmangel in S cerevisiae ebenfdls zu
filamentdsem Wachstum, alerdings nur in Form von Pseudohyphen (Gimeno et al., 1992). In
der Signatransduktion werden die homologen Kinasen Ste20p (Cst20p), Stellp (Hst1lp; im
Genom identifiziert aber noch nicht néher beschrieben), Ste7p (Hst7p) und Ksslp (Ceklp)
durch aufeinanderfolgende Phosphorylierungen aktiviert (Liu et al., 1993).
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Am Ende dieser signalverstérkenden Kaskade fihrt die Phosphorylierung des Transkriptions-
faktors Stel2p (Cphlp) zur Aktivierung der Zielgene. Die Spezifitdt dieses Signalweges, der
in S. cerevisiae sowohl die Pseudohyphenbildung a's auch die Pheromonantwort steuert, wird
auf Ebene der MAP-Kinasen sowie des Transkriptionsfaktors reguliert. In der Pseudohyphen-
induktion wird die MAP-Kinase Ksslp, in der Pheromonantwort die MAPK Fus3p aktiviert
(Madhani et al., 1997). Zusétzlich fuhrt die Dimerisierung von Stel2p mit Teclp zur Bindung
von ,filamentous growth responsive elements® (FRE) in den Promotoren der Zielgene,
wéhrend die Dimeriserung von Stel2p mit Mcmlp Uber die Bindung von ,pheromone
responsive elements® (PRE) die Pheromonantwort vermittelt. Die funktionelle Homologie
bzw. die Rethenfolge im Signaweg der C. albicans-Homologen konnte mit epistatischen
Versuchen nachgewiesen werden (Liu et al., 1994; Kohler und Fink, 1996; Leberer et al.,
1996; Csank et al., 1998).

Obgleich S. cerevisae und C. albicans eine grof’e Homologie in dieser MAPK-Kaskade
aufweisen, so unterscheiden sich die Signalwege im Hinblick auf ihre Bedeutung fir das
filamentdse Wachstum der beiden Hefen erheblich. Wéahrend die Pseudohyphenbildung von
S cerevisiae durch die Deletion von Komponenten der MAPK-Kaskade nahezu vollstandig
inhibiert wird, zeigt C. albicans nach Mutation der Homologen sowohl hinsichtlich der
Hyphenbildung as auch der Virulenz nur partielle Defekte (Kohler und Fink, 1996; Leberer
et al., 1996; Lo et al., 1997). Insbesondere ist im Vergleich mit S. cerevisiae die Bedeutung
des durch den MAP-Kinaseweg regulierten Transkriptionsfaktors Cphlp fir die
Hyphenbildung von C. albicans geringer einzuschétzen. Die Schltisselrolle in der Regulation
filamentosen Wachstums spielt der Transkriptionsfaktor Efglp (Stoldt et al., 1997; Lo et al.,
1997; Ernst, 2000a, b). Die Deletion von EFG1 blockiert nahezu vollstandig die
Hyphenbildung unter allen Standardinduktionsprotokollen, wahrend die zusétzliche Deletion
von CPH1 diesen Phéanotyp, auch in einer efgl/tupl-Mutante (Braun und Johnson, 2000),
kaum zu steigern vermag. Den kompletten Verlust der Virulenz im Mausmodell der
systemischen Infektion zeigt jedoch nur die efgl/cphl-Doppeldeletion (Lo et al., 1997).
Allerdings wurde auch in dieser Mutante unter speziellen Bedingungen filamentses
Wachstum beobachtet (Brown et al., 1999; Sonneborn et al., 1999a). Sowohl die Einbettung
in Agar as auch mikroaerophile Bedingungen (Sauerstoffmangel) fuhren zur Ausbildung
echter Hyphen (Brown et al., 1999; Riggle et al., 1999; Sonneborn et al., 1999a). Vermittelt
wird die Filamentbildung unter diesen Bedingungen durch den Transkriptionsfaktor Czf1p
(Abb. 3). Wéahrend eine czZfl-Mutante in Einbettung weniger Hyphen bildet, stimuliert die
Uberexpression von CZF1 die Bildung echter Hyphen (Brown et al., 1999). Da die
zusétzliche Deletion von CPH1 den Phanotyp von czfl noch steigert, scheint Cphlp an der
Hypheninduktion unter diesen Bedingungen aktivierend betelligt zu sein. Fiur Efglp wird
hingegen eine inhibierende Funktion diskutiert, da eine efgl-Mutante bel Sauerstoffmangel
sogar ein gegeniber dem Wildtyp verstérktes Hyphenwachstum zeigt (Sonneborn et al.,
1999a).

Der zuvor beschriebene Einfluld des pH-Wertes auf den Dimorphismus wird dber den
Transkriptionsfaktor Prr2p reguliert (Ramon et al., 1999). Dieser unterliegt seinerseits einer
Aktivierung durch Prrlp (Porta et al., 1999). Eine prr2-Mutante zeigt bei leichter Induktion
ein vermindertes Hyphenwachstum und ist nicht in der Lage, die Expresson der
pH-regulierten Gene PHR1 und PHR2 zu steuern (Fonzi, 1999).

Wahrend ale zuvor beschriebenen Transkriptionsfaktoren den Ubergang von der Hefe- zur
Hyphenform aktivieren, besitzt der Transkriptionsfaktor Tuplp ene antagonistische
reprimierende Funktion, da ein tupl-Deletionsstamm konstitutiv filamentdses Wachstum zeigt
(Braun und Johnson, 1997). Dabel handelt es sich jedoch hauptsachlich um Pseudohyphen.
Da in der tupl-Mutante durch Serum jedoch keine echten Hyphen induziert werden kdnnen
(Braun und Johnson, 1997), scheint Tuplp neben seiner Rolle as Repressor von
Pseudohyphen auch in der Ausbildung echter Hyphen regulatorisch beteiligt zu sein.
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Ein indirekter Einflul? auf den Dimorphismus kann alerdings nicht ausgeschlossen werden,
da dieser Transkriptionsfaktor analog zu seiner Rolle in S, cerevisiae als Regulator von Uber
100 Genen (Glukose-Regulation, oxidative Strefiantwort, DNA-Reparatur) auch in
C. albicans an der hitzebedingten Streffantwort und der Integritét der Zellwand beteiligt ist.
Dal’ jedoch der starke filamentdse Phanotyp der tupl-Mutante z.T. durch die zusétzliche efgl-
Deletion (aber nicht durch cphl) wieder aufgehoben werden konnte (Braun und Johnson,
2000), unterstreicht die Schltisselfunktion von Efglp im Dimorphismus von C. albicans.

Der cAMP-abhéngige Signalweg, in dem Efglp diese Funktion auslibt (Abb. 3), weist ebenso
wie der MAP-Kinaseweg grofe Homologien zu S cerevisisae auf. Wahrend in der
Béackerhefe das kleine G-Protein Ras2p beide Signalwege reguliert (Lorenz und Heitman,
1997; Robertson und Fink, 1998), wird seine Funktion in C. albicans von dem homologen
Protein Raslp Ubernommen (Feng et al., 1999). In S cerevisiae wird die MAPK-Kaskade von
Ras2p Uber Cdc42p aktiviert (Mosch et al., 1996), wohingegen der PKA-Weg von Ras2p lber
die Aktivierung der Adenylylzyklase Cyrlp und die damit verbundene Erhthung des cCAMP-
Spiegels angeschaltet wird. Das dominant aktive Ras2'3%-Alld forciert die
Pseudohyphenbildung in S. cerevisiae (Gimeno et al., 1992). In C. albicans blockiert die
Deletion von RASL die Bildung echter Hyphen, wahrend die Entwicklung von Pseudohyphen
nicht beeintrachtigt wird (Feng et al., 1999). Ein dominant aktives Allel verstarkt hier die
Induktion echter Hyphen. Fir Raslp wird daher auch in C. albicans eine aktivierende
Funktion sowohl des MAP-Kinaseweges tber Cst20p (Abb. 3) als auch des PKA-Weges Uber
den cAMP-Spiegel diskutiert (Ernst, 2000b).

Die im Zentrum des cAMP-abhdngigen Weges stehende Proteinkinase A besitzt in
S. cerevisiae drei isoforme katalytische Untereinheiten (Tpk1p, Tpk2p, Tpk3p), wobel Tpk2p
eine aktivierende und Tpk1p/Tpk3p eine inhibierende Funktion in der Pseudohyphenbildung
zukommt (Robertson und Fink, 1998; Pan und Heitman, 1999). In C. albicans wurden bisher
nur die beiden Isoformen Tpklp und Tpk2p beschrieben (Bockmihl, 2001; Sonneborn et al.,
2000). Die Deletion von TPK1 wie TPK2 fuhrt unter schwachen Induktionsbedingungen zu
Defekten in der Entwicklung echter Hyphen. Beide Isoformen scheinen ihre Funktion
gegenseitig komplementieren zu kénnen, da nur eine konditionale tpkl/tpk2-Doppel mutante
auch unter starken Induktionsbedingungen (Serum) vollig afilaments wéachst (Bockmiihl,
2001). Allerdings vermittelt Tpklp hauptsichlich Hyphenwachstum auf festen Medien,
wohingegen Tpk2p dies in erster Linie in Flissgmedien vermag. Dartiberhinaus wird als
Tpk2p-Funktion die Initialiserung des Keimschlauches, as Tpklp-Funktion die sich
anschlief3ende Aufrechterhaltung des Hyphenwachstums diskutiert (Bockmuhl, 2001).

Im Zusammenhang mit der Regulation filamenttsen Wachstums wird Sfllp in S cerevisiae
als potentielles Zielprotein fur Tpk2p diskutiert. Als Transkriptionsfaktor reguliert Sfllp die
Expression des fir die Pseudohyphenentwicklung essentiellen Zellwandproteins Flollp
(Robertson und Fink, 1998; Lo und Dranginis, 1998).

In C. albicans wird hingegen der zentrale Regulator des Dimorphismus Efglp als Zielprotein
von PKA im cAMP-abhangigen Signalweg angesehen (Abb. 3). Einerseits deuten epistatische
Untersuchungen auf die Position von Efglp unterhalb von PKA im gleichen Signaweg hin
(Sonneborn et al., 2000; Bockmihl, 2001). Andererseits besitzt Efglp eine potentielle
PKA-Phosphorylierungssequenz (RVT) an Position 204-206 (Kenelly und Krebs, 1991). Die
Simulation einer nicht-phosphorylierten Aminosdure durch einen Threonin/Alanin-Austausch
zerstort die  Funktionalitdt von Efglp in  der Hypheninduktion, wahrend ein
Threonin/Glutamat-Austausch, der eine konstitutiv phosphorylierte Aminosdure vortauscht,
die Hypheninduktion deutlich verstérkt und ebenfalls die Hyphendefekte von tpk-mutanten
komplementiert (Bockmuhl und Ernst, 2001; Bockmuhl, 2001). Die multiplen Funktionen
von Efglp in der Morphogenese von C. albicans scheinen jedoch durch zusétzliche
Phosphorylierungen und Modifikationen reguliert zu werden (Bockmiihl, 2001).
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C. albicans— Transkriptionsfaktor Efglp

Neben der Bildung von Filamenten in Form von echten Hyphen und Pseudohyphen steuert
Efglp sowohl die Entwicklung von Chlamydosporen als auch einen Phanotypwechsel von
C. albicans (Stoldt et al., 1997; Lo et al., 1997; Sonneborn et al., 1999a, b). Aufgrund seiner
Struktur gilt Efglp als Mitglied der APSES-Proteinfamilie (Abb. 4). Im Bereich der ca. 100
Aminosduren umfassenden APSES-Domane weisen diese Proteine, als Regulatoren

morphogenetischer Prozesse in

verschiedenen Pilzen, eine 80-90%ige APSES-Domiine z
Homologie auf. Asmlp reguliert die r ] :
Reifung der Ascosporen in Neurospora Asml l“—mI bHLH 'm-m
crassa (Aramayo et al., 1996), wahrend | e 5 e
StuA die Bildung von Konidiophoren in (pPhd1l NG bHLH

ASprgI”US nidulans steuert (Mlller 412 448 ] _ 06 514
etal., 1992). S cerevisiae ig mit zwei |Sok2 NG bHLH

Mitgliedern in dieser Gruppe vertreten. | 202 238 296304
Phdl und Sok2 sind in antagonistischer | Efgl NN bHLH

Weise in die Pseudohyphenbildung der | 12 Lt 222 230

P bexmresion |StuA NN eucn

Backerhefe involviert. Uberexpression
von PHD1 sowie Deetion von SOK2
verstérken das filamentbse Wachstum, 04 440 498 506
so daR Phdlp als Aktivator und Sok2p | Efhl bHLH ||

als Repressor von Pseudohyphen gelten
(Gimeno und Fink, 1994; Ward et al., Abbildung 4: Strukturvergleich der APSES-Proteine

. . Die Homologie von bis zu 90% erstreckt sich Uber die
1995). Efglp komplettierte diese Gruppe bHLH-Doméne hinaus Uber enen Bereich von 102

bis vor kurzem. Die vollstandige | aminosauren (Die Zzahlen geben die Position der
Sequenzierung des Genoms  von | Aminoséuren im Protein an). Efhlp aus C. albicans kann in

C.albicans ermdglichte jedoch die |diese Gruppe eingeordnet werden.

Identifizierung eines weiteren APSES-Proteins. Efhlp (Efglp Homolog) besitzt ebenfalls eine
APSES-Doméne und ist in die Steuerung morphogenetischer Prozesse involviert, da seine
Uberexpression zu einem pseudohyphalen Phanotyp fuhrt (Bockmiihl, 2001).

C. albicansist somit wie S cerevisiae mit zwel Mitgliedern in dieser Proteinfamilie vertreten.
Eine basische Helix-L oop-Helix-Doméne (bHLH) bildet ein weiteres Charakteristikum dieser
Transkriptionsfaktoren. Eine solche Doméne kennzeichnet auch viele Transkriptionsfaktoren
aus Saugern (z.B. c-Myc, c-Max, MyoD, E47), Hefen (z.B. Cbf1p, Ino2p/Inodp, Pho4dp) und
anderen Eukaryonten (Ferre-d’ Amare et al., 1993; Ellenberger et al., 1994; Ma et al., 1994;
Cai und Davis, 1990; Berben et al., 1990; Robinson und Lopes, 2000; Ledent und Vervoort,
2001). Sowohl Proliferations- als auch Differenzierungsprozesse von Zellen werden
mal3geblich von ihnen reguliert (Jan und Jan, 1993; Hassan und Bellen, 2000).

Die DNA-Bindung von bHLH-Proteinen an as E-Boxen bezeichnete palindromische
Erkennungssequenzen (5-CACGTG-3'; 5-CAGCTG-3') wird durch die basische Region
vermittelt (Murre et al., 1989; Ellenberger et al.,1994), wéahrend die HLH-Domane lber die
Interaktion amphipathischer Helices zur Bildung von Homo- und Heterodimeren fihrt (Ma
et al., 1994). Insbesondere durch die Heterodimerisierung verschiedener bHL H-Proteine kann
die Affinitdt fur unterschiedliche Zielsequenzen moduliert und somit die Variabilitdt der
Transkriptionsregulation erhdht werden (Swanson et al., 1995; Meroni et al., 1997; Walhout
et al., 1997). Neben E-Boxen wurden daher eine Vielzahl von Erkennungssequenzen von
bHL H-Transkriptionsfaktoren beschrieben (Robinson und Lopes, 2000; Ledent und Vervoort,
2001).
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Wahrend fur die APSES-Proteine noch keine Dimerisierungspartner beschrieben wurden,
deuten Untersuchungen im Zwei-Hybridmoddll in S cerevisiae auf eine Homodimerisierung
von Efhlp (Bockmihl, 2001). Desweiteren wurde fur Efglp die fur bHLH-Proteine
charakteristische Bindung einer E-Box-Erkennungssequenz nachgewiesen (Leng et al., 2001).
Alle Mitglieder der APSES-Familie, inklusive Efhlp, weisen sowohl N- als auch C-terminal
fur Transkriptionsfaktoren typische glutaminreiche Regionen auf. Auferhalb der APSES-
Domane differieren Efglp und Efhlp ansonsten jedoch erheblich (Bockmihl, 2001). Sie
unterscheiden sich nicht nur in der relativen Lage der APSES-Domane (Efglp: AS 202-304;
Efhlp: AS 412-514) innerhalb des Proteins, sondern auch in ihrer absoluten Grol3e (Efglp:
552 AS; Efhlp: 720 AS). Das berechnete Molekulargewicht von Efglp betragt 61 kDa und
konnte allerdings nur bei heterologer Expression in E. coli mittels einer 6xHis-Fusion
bestétigt werden (Doedt, 2000). Sowohl bei der heterologen Expression in S cerevisiae dsin
C. albicans wird eine Dreifachbande bei ca. 90 kDa detektiert, die auf posttrandationae
Modifikationen zuriickgefuhrt wird (Sonneborn, 1999; Bockmuhl, 2001).

Der vergleichbare Uberexpressionsphanotyp von Efglp und Efhlp (Pseudohyphen) kann
jedoch nicht auf die homologe APSES-Doméne zurtickgefiihrt werden, da die beiden APSES-
Proteine von S cerevisiae antagonistisch as Aktivator (Phd1lp) und a's Repressor (Sok2p) die
Pseudohyphenbildung beeinflussen (Gimeno und Fink, 1994, Ward et al., 1995).
Dartiberhinaus fungiert Sok2p in S. cerevisiae Uber die Proteinkinase A-Regulation sowohl
als Aktivator der Mitose, als auch als Repressor der Melose (Shenhar und Kassir, 2001). Da
die Repressorfunktion in sok2-Mutanten heterolog durch Efglp komplementiert wird,
scheinen Sok2p und Efglp in dieser Hinsicht funktionelle Homologe zu sein. Diese
Homologie beztglich einer Funktion von Efglp als Aktivator und Repressor offenbart sich in
C. albicans, da noch keine Meose beschrieben wurde, in der Regulation der Morphogenese.
Filamentdses Wachstum in Form von Hyphen und Pseudohyphen wird von Efglp sowohl
reprimiert as auch aktiviert, wobei die Rolle von Efglp durch morphogenetisch relevante
Umweltreize determiniert wird (Ernst, 2000b).

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Diskrepanz zwischen der Grole des offenen Lese-
rahmens (1,6 kb) und der GrolRe des Haupttranskriptes (3,2 kb) des EFG1-Gens. Die
Promotoranalysen von Weide (1998) basierten auf der Bestimmung eines Transkriptions-
startpunktes (-35) in unmittelbarer N&he des Trandationstarts (Stoldt, 1995). Die implizierte
Hypothese einer 1,6 kb grof3en 3'-untrandatierten Region des EFG1-Transkriptes konnte am
Beginn dieser Arbeit widerlegt werden und definierte gleichzeitig die weiteren Ziele:

Der Northern-Anayse der EFG1-Expression folgte die Kartierung der EFG1-Transkripte und
die Sequenzierung des EFGIl-Hauptpromotors. Die Funktion der 5'UTR des EFGI-
Haupttranskriptes wurde sowohl durch Deletion als auch durch Uberexpression untersucht.

Mittels Reportergenfusionen und Transkriptanalysen wurde die Regulation der EFGI-
Expression in den von Efglp gesteuerten Entwicklungsprozessen (Hyphenbildung, Phanotyp-
wechsel) analysiert. In einer Deletionsanalyse erfolgte die Identifizierung funktioneller
Regionen des Hauptpromotors im Prozef3 der negativen Autoregulation von EFG1.

Transkriptionelle Wechselwirkungen zwischen EFG1 und Komponenten des cAMP-Weges
(TPKL/TPK2) wurden einerseits in Uberexpressionsexperimenten, andererseits in efgl- und
tpkl/tpk2-Mutanten analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen: 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 (Schwabach), Oxoid (Wesdl), Pharmacia
(Freiburg), Promega (Madison), Qiagen (Hilden), Riedel-De Haen (Hannover), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva Feinbiochemica (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen),
Tropix (Heidelberg), United States Biochemical Corporation USB (Bad Homburg), Whatman
(Maidstone, GB). Radioisotope wurden von Amersham (Braunschweig) erworben.

2.2 Stammeund Medien

2.2.1 E. coli-Stamme

Fur Klonierungen wurde ausschliefdich DH5aF benutzt. Mutagenisierte Plasmide wurden
auch in XL1-Blue transformiert.

DH5aF: F[F80 (DlacZ) M15] D(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 ry my’
SupE44 thi-1 gyrA relA (Hanahan, 1983; Woodcock et al., 1989)
XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 lac[F proAB lacl®ZDM15

Tn10(Tet")]®

2.2.2 C. albicans-Stamme

Stamm Beschreibung

SC5314 Wildtyp, prototroph (Fonzi und Irwin, 1993)

CAl4 Dura3::imm434/Dura3::imméd34 (Fonzi und lrwin, 1993)

CAI8 ade2::hisG/ade2;:hisG, Dura3::imm434/Dura3;:immé434 (Fonzi und Irwin, 1993)

HLC67 wie CAl4, aber efgl::hisG/efgl::hisG (Lo et al., 1997)

WO-1 Wildtyp, prototroph mit “white/opague” -Phanotypwechsel (Slutsky et al., 1987)

Red3/6 ade2/ade2-Derivat von WO-1 (Srikantha et al., 1995)

BCa2-9 wie CAl4, aber tupl::hisG/tupl::hisG (Braun und Johnson, 1997)

BCal4-1 wie CAl4, aber cphl::hisG/cphl::hisG, efgl::hisG-URA3-hisG/EFGL1 (Braun und Johnson, 1997)
CDB1 wie CAl4, aber cphl::hisG/cphl::hisG, efgl::hisG/efgl::hisG (Bockmiihl, 2001)

M231 wie CAl4, aber tpk2::hisG/tpk2::hisG, tpkl::hisG/tpkl::hisG/URA3-PCK1p-TPK1 (M. Gerards)
CMP7 wie CAl4, aber sir2::hisG/sir2::hisG (J. Perez-Martin, pers. Mitteilung)

DSY 1346 wie CAl4, aber capl::hisG/capl::hisG (Micheli, 2000)

LUC1/2/3/4 | pBT-100A,Hpal linearisiert im EFG1p, integriert in CAI8 (diese Arbeit)

LUCS/6/7/8 | pBT-100B,Hpal linearisiert im EFGL1p, integriert in CAI8 (diese Arbeit)

LUC9/10 pBT-150A,Hpal linearisiert im EFG1p, integriert in CAI8 (diese Arbeit)

LUC1Y/12 | pBT-150B,Hpal linearisiert im EFGLp, integriert in CAI8 (diese Arbeit)

LUC13/14 | pBT-153A,Hpal linearisiert im EFG1p, integriert in CAI8 (diese Arbeit)

LUC15/16 | pBT-153B,Hpal linearisiert im EFG1p, integriert in CAI8 (diese Arbeit)
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2.2.3 Medien zur Anzucht von Bakterien

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

Die Anzucht der Bakterien erfolgte bei 37°C. Festen Nahrboden enthielten 1,2 % Agar. Zur
Selektion plasmidkodierter Antibiotikaresistenz wurde dem Medium Ampicillin [100 pg/ml]
oder Kanamycin [50ug/ml] zugesetzt. Die Selektion auf lacZ-Aktivitét erfolgte durch Zugabe
von IPTG/X-Gal. Pro Platte wurden 100 pl einer Stammlésung mit 10 mg X-Gal und 2,4 mg
IPTG/ ml DMF aufgebracht.

2.2.4 Medien zur Anzucht von Hefen

YPD (Vollmedium): 1 % Hefeextrakt, 2 % Glukose, 2 % Pepton

SD (Minimamedium): 0,67 % Hefe Stickstoffbasis ohne Aminosduren (YNB w/o AS),
2 % Glukose

AD: 0,67 % YNB w/o AS, 4 % Glukose

SCAA: 0,67 % YNB w/o AS, 2 % Casaminosauren

Die Anzucht von Hefen erfolgte bel 30°C. Feste Medien enthielten 1,2 % Agar.

2.2.5 Spezielle Medien

2251 Hypheninduktion

Die Induktion von Hyphen in C. albicans erfolgte ausschliefdich in Medien mit 10 % Serum
bei 37°C. Auf festen Medien (1,2 % Agar) wurden Vereinzelungsausstriche durchgefihrt. Zur
Induktion in Flissigmedien wurden logarithmische Vorkulturen mit H,O gewaschen und auf
eine ODgyo Von 0,1 eingestelIt.

2.25.2 Screening auf b-Galaktosidase-Aktivitat

Der Test von C. albicans-Transformanten mit LAC4—Reportergen auf b—Galaktosidase-
Aktivitdt wurde auf gepufferten X-Gal-SD-Platten (pH 7) durchgefiihrt. Pro Platte wurden
50 ener X-Ga-Losung mit 40 mg/ml aufgebracht. Im Enzymtest wurden nur
Transformanten verwendet, welche nach drel Tagen Wachstum bei 30°C eine Blauférbung
zeigten.

2.25.3 I nduktion des PCK1-Promotors

Die Induktion des PCK1-Promotors erfolgte in SCAA-Medium. Zum Test der EFGI-
Autoregulation wurden Vorkulturen in S4D mit H,O gewaschen und in 4D und SCAA auf
eine ODggo von 0,2-0,3 angeimpft. Nach Wachstum tber Nacht (ca.16h) wurden die Kulturen
am Morgen wieder auf eine ODgyo vVon 0,2-0,3 eingestellt und bel einer ODgyo von 0,8-1,0
geerntet, so dal? die Gesamtdauer der PCK1p-Induktion etwa 24 h betrug.
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2.3 Vektoren und Primer

2.3.1 Basisvektoren

Vektor Beschreibung

puCi18 E.coli-Klonierungsvektor (Y annish-Perron, 1985)
pUCBd E.coli-Klonierungsvektor (M. Gerads, pers. Mitteilung)
pUK21 E.coli-Klonierungsvektor (Vieraund Messing, 1991)
p607/2 EFGL1 (Stoldt, 1995)

p606/1 EFGL1 (Stoldt, 1995)

pRS-LACA4 LACA4 (Delbriick,1994)

pRC18 C.albicans-Vektor (Stoldt et al., 1997)

pCL76 EFG1p::LAC4 in pRC18 (Stoldt et al. 1997)

pBI PCK1p in pRC2312 (Rademacher, 1998)

pBT-3a C.albicans-Vektor, URA3 (Tebarth, 1998)

pBT-4 C.albicans-Vektor, ADE2 (Tebarth, 1998)

pCAO1 PCK1p in pUC21 (Sonneborn, 1999)

PAPE(2)/ADE | PCK1p::EFGL (Sonneborn et al., 1999)

pRL-null RLUC, Renilla luciferase (Promega)

pSFU1 URAS3-Flipper in pBluescript (Morschhéuser et al., 1999)
p1367/1 URA3 in pUC18 (Losberger und Ernst, 1989)

pDB30 EFH1 in pUC18 (Bockmiihl, 2001)

pHIStag/C.TPK1 | C.albicans-TPK1 in pUC18 (M. Gerads, pers. Mitteilung)
pHIStag/C.TPK2 | C.albicans-TPK2 in pUC18 (M. Gerads, pers. Mitteilung)

pUC/C.TPK1
pBI-HisC.TPK1
pBI/TPK
p1595/3
pUC19/EFG1
pMi/UC700e
pWH11

p26-6

C.albicans-TPK1 in pUC18 (M. Gerads, pers. Mitteilung)
C.albicans- TPK1 in pBI (M. Gerads, pers. Mitteilung)
C.albicans- TPK2 in pBI (M. Gerads, pers. Mitteilung)
ACT1 in pBR322 (Delbriick und Ernst, 1993)

EFG1 in pUC19 (Sonneborn, 1999)

EFG1p-Subklon (Weide, 1997)

WH11 in pUC18 (M. Gerads, pers. Mitteilung)

PCK1in pUC21 (Leuker, 1996)

2.3.2 Vektorkonstruktionen

16

In numerischer Reihenfolge werden ale verwendeten Subklone, Zwischenkonstruktionen und

Candida-V ektoren aufgefhrt.
Vektor Konstruktion
pBT-9 3,2 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus p607/2 in pUK21, BamHI/Bgll|
pBT-10 3,2 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus p607/2 in pUCBgl, BamHI/Bgll|
pBT-13 3,5 kb BamHI/Sphl-Fragment aus p606/1 in pUK 21, BamHI/Sphl
pBT-15 4,2 kb Pvull/Xbal -Fragment aus pRS-LAC4 in pRC18, Smal/Xbal
pBT-16 2,5 kb Bglll/Hindll1-Fragment aus pBT-9 in pUCBgI, Bglll,Hindlll
pBT-17 5,8 kb BamH I (part.)/Xbal aus pCL76 in pBT-9, BamHI/Xbal
pBT-20 9,0 kb Spel-Fragment aus pBT-17 in pRC18, Xbal
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pBT-23
pBT-25
pBT-29
pBT-30
pBT-31
pBT-32
pBT-34
pBT-36
pBT-37
pBT-39
pBT-40
pBT-41
pBT-44
pBT-47
pBT-48
pBT-49
pBT-50
pBT-53
pBT-55
pBT-66
pBT-67
pBT-68
pBT-69
pBT-70
pBT-73
pBT-75
pBT-76
pBT-77
pBT-79
pBT-89
pBT-95
pBT-96
pBT-99
pBT-100
pBT-101
pBT-102
pBT-103
pBT-104
pBT-105
pBT-106
pBT-107
pBT-108
pBT-110
pBT-120/-121
pBT-122/-123
pBT-140/-141
pBT-145
pBT-146
pBT-148/-149
pBT-150
pBT-151
pBT-152
pBT-153
pBT-154
pBT-155
pBT-156
pBT-157

2,7 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus pBT-13 in pBI, Bglll

9,0 kb Spel-Fragment aus pBT-17 in pBT-3a, Xbal

1,0 kb Hincll-Fragment aus pBT-9 in pUC18, Smal

0,4 kb Hincll-Fragment aus pBT-9 in pUC18, Smal

4,2 kb Pvull/Xbal -Fragment aus pRS-LAC4 in pBT-9, EcoRV/Xbal
0,4 kb HindlI1/Xmnl-Fragment aus pBT-9 (fill-in,Religation)

7,4 kb Spel-Fragment aus pBT-31 in pBT-3a, Xbal

3,7 kb-PCR-Fragment (EFG5' ,EFG3’) in pUC18, Smal

0,8 kb Bglll/HinclI-Fragment aus pBT-9 in pUC18, Smal

1,0 kb Sspl-Fragment aus pBT-16 in pUC18, Smal

1,1 kb Hindll1/Xhol-Fragment aus pBT-16 in pUC18, Smal

0,7 kb Hpal/Xhol-Fragment aus pBT-16 in pUC18, Smal

1,4 kb Spel-Fragment aus pCA01 in pBT-4, Nhel

2,7 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus pBT-13 in pBT-44, Bgll|

3,2 kb BamHI/Bgll1-Fragment aus p607/2 in pBT-13, BamHI

6,7 kb Stul/Xbal-Fragment aus pBT-48 in pBT-3a, Smal/Xbal

0,7 kb Bglll-Fragment aus pBT-36 in pBT-23, Bgll|

0,7 kb Bglll-Fragment aus pBT-36 in pBT-47, Bgll|

Mutagenese mit EFG-T/A1,EFG-T/A2 auf pAPE(2)/ADE

0,2 kb BamHI/EcoRI-Fragment aus pBT-36 in pUK 21, BamHI/EcoRl
4,2 kb Pvull/Xbal -Fragment aus pRS-LAC4 in pBT-66, EcoRV/Xbal
4,4 kb Spel-Fragment aus pBT-67 in pBT-3a, Xbal

1,0 kb Nhel/Xbal-Fragment aus pRL-null in pBT-3a, Xbal

3,5 kb Stul/Xbal-Fragment aus pBT-13 in pBT-3a, Smal/Xbal

0,9 kb PCR-Fragment (delUTR1,delUTR2) in pUC18, Smal

0,9 kb PCR-Fragment (delUTR3,delUTR4) in pUC18, Smal

0,9 kb Kpnl/Xhol-Fragment aus pBT-73 in pSFU1, Kpnl/Xhol

0,9 kb Notl/Sacl-Fragment aus pBT-75 in pBT-76, Notl/Sacl

1,0 kb Nhel/Xbal-Fragment aus pRL-null in pBT-9, Xbal

4,2 kb Spel-Fragment aus pBT-79 in pBT-3a, Xbal

2,8 kb Stul/Xmnl-Fragment aus pBT-9 (fill-in,Religation)

4,2 kb Pvull/Xbal -Fragment aus pRS-LAC4 in pBT-95, EcoRV/Xbal
4.5 kb Spel-Fragment aus pBT-96 in pBT-3a, Xbal

4,2 kb Spel-Fragment aus pBT-79 in p1367/1, Xbal

338 bp PCR-Fragment (DELa,DELCc) in pUC18, Smal

284 bp PCR-Fragment (DELb,DEL c) in pUC18, Smal

117 bp BamHI/EcoRI-Fragment aus pBT-101 in pUK21, BamHI/EcoRlI
63 bp BamHI/EcoRI- Fragment aus pBT-102 in pUK 21, BamHI/EcoRI
4,2 kb Pvull/Xbal -Fragment aus pRS-LAC4 in pBT-103, EcoRV/Xbal
4,2 kb Pvull/Xbal -Fragment aus pRS-LAC4 in pBT-104, EcoRV/Xbal
4,3 kb Spel-Fragment aus pBT-105 in pBT-3a, Xbal

4,3 kb Spel-Fragment aus pBT-106 in pBT-3a, Xbal

FRT1,FRT2 nach Hybridisierung in pBT-9, BamHI

Mutagenese mit 7GT4GT,ACA7CA auf pBT-34

Mutagenese mit 7GT4GT,ACA7CA auf pBT-68

Mutagenese mit T248E1,T248E2 auf pAPE(2)/ADE

2,1 kb BamHI-Fragment aus pDB30 in pBT-44, Bgll|

2,1 kb BamHI-Fragment aus pDB30 in pUK 21, BamHI

Mutagenese mit del2-10,del 10-2 auf pBT-68

Mutagenese mit LUC107a,LUC107b auf pBT-100

1,3 kb Bglll-Fragment aus pHIStag/C.TPK1 in pBT-44, Bgll|

1,3 kb Bglll-Fragment aus pHIStag/C. TPK2 in pBT-44, Bgll|
Mutagenese mit LUC108a,L UC108b auf pBT-100

1,0 kb Nhel/Xbal .Fragment aus pRL-null (fill-in) in pBT-110, EcoRV
4,3 kb Spel-Fragment aus pBT-154 in p1367/1, Xbal

Mutagenese mit LUC109a,L UC109b auf pBT-100

Mutagenese mit LUC112a,l UC112b auf pBT-153

17
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2.3.3 Synthetische Oligonuklectide
Primer Sequenz Verwendung
EFG5 5 - TTAAGATCTCTTGCTAAATACGT TTCTATCCG 3' pBT-36
EFG3 5’ - TTAAGATCTGCATGCTTACTTTCAAATTGIG 3 pBT-36
del3a 5' - AAGGAAAAAAGCGGCCGCCCAACAT GCCACCGE- 3 pBT-42
del3b 5’ - AAGGAAAAAAGCGGCCGCGGATCCAAACCTTTGE 3 pBT-42
della 5’ - AAGGAAAAAAGCGGCCGCGT TTCGTGCAGATCT- 3 pBT-43
del1b 5’ - AAGGAAAAAAGCGGCCGCGTATAGTAATATTCTG 3 pBT-43
del2c 5’ - AAGGAAAAAAGCGGCCGCGTATACACATATACACACGGAAG: 3’ pBT-46/-62/-72
EFG-T/A1 |5 - CAGACCACGAGT CGCGACTACCATGTGG 3’ pBT-55
EFG-T/A2 |5’ - CCACATGGTAGTCGCGACTCGTGGTICTG 3’ pBT-55
dellc 5’ - AAGGAAAAAAGCGGCCGCGGT TGAGT TTCGTGCAGATCT- 3 pBT-61
del1d 5’ - AAGGAAAAAAGCGGCCGCGTATAGTAATATTCTGCTGAGTA- 3 pBT-61
del 3f 5’ - AGATAAGAAT GCGGCCGCGGGT GEGAGCAAAACTAAG: 3 pBT-63
delUTR1 5’ - ATTGGTACCTGTGCATTGTCATTTTGTGTATATGTGC- 3’ pBT-73
delUTR2 5’ - ATTCTCGAGCCAACCAAGTCTATTTGATAGATGATAG 3’ pBT-73
delUTR3 5’ - ATTGCGGCCGCGT TCTATTTGACTACCAAGAATATAACCC- 3’ pBT-74
delUTR4 5’ - ATTGAGCTCGGATACAACATATCCACAATTTGTTCACG 3’ pBT-74
DELa 5’ - GTATATTCCATACTACCAACAGG 3’ pBT-101
DELb 5’ - GGGAGCAAAACTAAGAAAAGTAG 3’ pBT-102
DELc 5’ - GGGATAGTTGGATAATTGGATAG 3’ pBT-101/-102
FRT1 5’ - GATCCGAAGT TCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACT TCA- 3’ pBT-110
FRT2 5’ - GATCTGAAGT TCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCG 3’ pBT-110
EFG/TSPS |5’ - TTAAGATCTCTAAAAAGAATTTATCAAGTGAG 3’ pBT-118
EFG/TSP3 |5 - TTAAGATCTGAAATCTCTTTTAAATGTAATG 3’ pBT-118/-119
7GT4GT 5’ - GGGAGCAAAACTAAGAAAATTATAAATATAATAACATCC- 3’ pBT-120/-121
pBT-122/-123
ACAT7CA 5 - GGATGTTATTTATATTTATAATTTTCTTAGITTTGCTCCC- 3 pBT-120/-121
pBT-122/-123
T248E1 5’ - CAATGT GGCCCAAATGGAACGT GGTAGAAGAG: 3 pBT-140/-141
T248E1 5’ - CTCTTCTACCACGT TCCATTTGGGCCACATTG 3 pBT-140/-141
del2-10 5’ - GGATCCTTTTGGATGTTATTTATATTCTTAGTTTTGCTCCCACCC- 3'  pBT-148/-149
del10-2 5’ - GGGTGGGAGCAAAACTAAGAATATAAATAACATCCAAAAGGATCC- 3'  pBT-148/-149
LUC107a 5’ - CAAGTGAGTGAGAAGTAGTAGAAGGGTATATTCCATACTACCAACA  pBT-150
GG 3
LUC107b 5’ - CCTGTTGGTAGTATGGAATATACCCTTCTACTACTTCTCACTCACT pBT-150
TG 3’
LUC108a 5’ - CAAGT GAGT GAGAAGT AGT AGAAGGGGGAGCAAAACT AAGAAAAGT pBT-153
AG 3’
LUC108b 5’ - CTACTTTTCTTAGT TTTGCTCCCCCTTCTACTACTTCTCACTCACT pBT-153
TG 3’
LUC109a 5’ - CAAGTGAGTGAGAAGTAGTAGAAGGGAAATATAAATAACATCCAAA  pBT-156
AGG 3
LUC109 5’ - CCTTTTGGATGTTATTTATATTTCCCTTCTACTACTTCTCACTCAC ~ pBT-156
TTG 3’
LUC112a 5’ - GCAAAACTAAGAAAAGT ACATCCAAAAGGATCC- 3’ pBT-157
LUC112b 5 - GGATCCTTTTGGATGTACTTTTCTTAGITTTGC 3’ pBT-157
5'RACE/SP1 |5’ - CGGGTTAGTGCAATGAATAATGG 3’ 5 RACE
5'RACE/SP2 |5’ - GGGACTTGAAATAACCT TATGTGAATCGC- 3’ 5 RACE
5 RACE/SP3 |5’ - CGCGAGTAGATGGGTAGGGCAATTGG 3’ 5 RACE
70/RACE/SP1 | 5" - CCATTGTAATGCTGAGGT TGTGCC- 3 5 RACE
70/RACE/SP2 | 5 - GGTAATAGT TTCCTTGAGATGT TGCGGC- 3’ 5 RACE
70/RACE/SP3| 5" - GGTATTGTAATCATATTGTTGCTGCTGC- 3’ 5 RACE
EFG/SP1 5’ - GCAGAAGT GGCAGT GGCAGC- 3’ RNaseH
EFGlrev 5’ - CGTTGAGCCATGGCCAATGCTC- 3 RNaseH
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2.4 Transformation

2.4.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli wurde nach der Methode von Hanahan (1983) durchgefuhrt.

2.4.2 Transformation von C. albicans

Sphéroplasten von C. albicans wurden nach Sherman et al. (1986), modifiziert von Srikantha
et al. (1995) transformiert.

2.5 Methoden zur Analyse von DNA

Generell wurden die von Sambrook et al. (1989) beschriebenen Standardmethoden
angewendet.

2.5.1 Klonierung

Die Restriktion von DNA erfolgte nach den Angaben der Hersteller (Roche, NEB, Gibco
BRL, MBI Fermentas). Das Auffillen Gberhdngender 5 -Enden mit Klenow-Fragment sowie
die Dephosphorylierung von 5'-Enden wurde nach Herstellerangaben (Roche) durchgefihrt.
Uberstehende DNA-Enden wurden 1/2h bei Raumtemperatur (RT), glatte Enden tiber Nacht
bel 16°C ligiert. Die Hybridiserung einzelstréngiger DNA-Oligos zu doppelstrangiger DNA
erfolgte nach Denaturierung (95°C, 5 min.) durch langsames Abkuhlen (1h) auf RT.

2.5.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Bel der Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen kam der Qiaguick PCR
Purification Kit der Firma Qiagen (Hilden) zum Einsatz.

2.5.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode der akalischen Lyse
(Sambrook et al., 1989). GrofRere Mengen Plasmid-DNA (100ug) wurden mit dem Plasmid
Midi Kit der Firma Qiagen (Hilden) prapariert.
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2.5.4 |1solierung von Gesamt-DNA aus Hefe

Die Isolation genomischer DNA aus C. albicans erfolgte nach Sherman et al. (1986). Eine
dtationdre 5 ml Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert (5 min., 3000 Upm), in Wasser
gewaschen, in 400-800 pl SCE/Zymolyase-L6sung resuspendiert und 1 h bei 37°C inkubiert.
Die Sphéroplasten wurden fir 5 min bei 4.000-6000 Upm pelletiert und in 500 ul EDTA
(50 mM, pH 8) aufgenommen. Der Zellaufschluld erfolgte nach Zugabe von 50 pl SDS-
Losung (10%) durch Inkubation bel 65°C (30 min.). Durch Zugabe von 100 yl 5 M
Kaliumacetat-L 6sung wurden denaturierte Proteine ausgeféllt und abzentrifugiert (15 min,
13.000 Upm, 4°C). Die DNA wurde mit 2-3 Volumen Ethanol (96%) unter Zentrifugation (15
min, 13.000 Upm, 4°C) gefdlt und in 400 pl RNAse-Losung resuspendiert und inkubiert
(/2 h, 37°C). Nach Phenol/Chloroform-Extraktion folgte eine abschlieffende Ethanolfallung.
Die getrocknete DNA wurde in 100 yl TE-Puffer riickgel 6st (1/2 h, 37°C).

SCE/Zymolyase-L 6sung 1,0 M Sorbit; 0,1 M Natriumcitrat; 10 mM EDTA (pH 7)
200 pg/ml Zymolyase (100T), 20 mM DTT

RNAse-L6sung 150 mM Natriumacetat (pH 5,9), 200 pg/ml RNASeA,
10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8,0)

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI (pH 8) ; 1 mM EDTA pH 8,0

2.5.5 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden in Auftragsarbeit vom BMFZ,Universitét Disseldorf oder der Firma
Seqglab (Gattingen) ausgefihrt.

2.5.6 Polymerase-K ettenreaktion

PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung des Expand High Fidelity Kit oder des Expand
Long Template Kit der Firma Roche nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei Mutagenesen
kam der Quick Change Site-directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene zum Einsatz.

2.5.7 Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen Uber Southern-Blot-Analyse

Genomische DNA (1-2 pg) wurde Uber Nacht mit Restriktionsenzymen geschnitten, auf
einem Agarosege (1 %) aufgetrennt und mittels Vacu-Blot (LKB 2016 VacuGene,
Pharmacia) auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) transferiert. Nach UV-Fixierung
(3 min.) erfolgte die Hybridiserung mit Digoxigenin-markierten DNA-Fragmenten (Feinberg
und Vogelstein, 1983) bei 68°C tiber Nacht. Zur Detektion wurde der DIG DNA Labeling and
Detection Kit der Firma Roche eingesetzt.
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2.6 Methoden zur Analyse von RNA

2.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Hefe

Zur Isolierung von Gesamt-RNA nach Schmitt et al. (1990) wurden 30 ml Hefekulturen bel
einer ODggo von 0,8-1,0 geerntet. Die RNA wurde in Ethanolféllung bei -20°C gelagert.

2.6.2 Préparation von mRNA

Zur Aufreinigung von mRNA wurde der Oligotex mRNA Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden)
eingesetzt.

2.6.3 5RACE

Zur Bestimmung des Tanskriptstartpunktes kam der 5/3'RACE Kit der Firma Roche nach
Herstellerangaben zur Anwendung.

2.6.4 Restriktion von RNA mit RNaseH

Zur Restriktion von RNA mit RNaseH wurde die Methode von Mercer und Wake (1985)
folgendermal3en modifiziert.

30 pg Gesamt-RNA wurden in 18,5 pl EDTA (1 mM) riickgel6st. Nach Denaturierung (95°C,
5 min.) wurden 0,5 pl Oligonukleotid (50 pmol) zugesetzt. Nach Inkubation bei 50°C
(10 min.) wurde 1 I KCl (1M) zugegeben und erneut fur 10 min. bei 50°C inkubiert.
Anschlief?end wurden 20 pl einer RNaseH-Losung (28mM MgCl,, 20mM TRIS/HCI (pH8),
0,5 mM EDTA (pH8), 0,5 U RNaseH (Pharmacia)) zugesetzt. Einer Inkubation bei 37°C fur
15 min. folgte nach Zugabe von 160 Y Wasser ein Phenol -Chloroform-Extraktion. Durch
Zugabe von 20 gl NaAc (3M, pH 5,2) und 500 pl Ethanol (abs.) wurde die geschnittene RNA
Uber Nacht gefdlt und im Northern-Blot eingesetzt.

2.6.5 Nachweis spezifischer RNA-Sequenzen Uber Northern-Blot-Analyse

Die radioaktive Markierung erfolgte nach dem Prinzip des "random priming" (Feinberg und
Vogelstein, 1983) mit dem "Random Primed Labeling Kit" von Boehringer, Mannheim. In
einem Reaktionsansatz von 20 m erfolgte die Markierung von 50-100 ng frisch denaturierter
DNA bei 37°C fiir 2 h. Hierbei kamen 50 nCi [a - *P] dATP zum Einsatz. Die markierte
DNA wurde durch Sephadex G50-Saulen (in TEN-Puffer (0,1 M NaCl, 10 mM Trig/HCI
(pH8), 1 mM EDTA (pH8) gelost) zentrifugiert und nach Denaturierung (15 min., 95°C) zur
Hybridisierung eingesetzt. In einem Agarosegel (1,2 %) wurden 30 ngy Gesamt-RNA
aufgetrennt. Der RNA-Transfer auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) erfolgte mit
einem Kapillar-Blot tUber Nacht (Sambrook et al., 1989). Als Blot-Puffer wurde 20xSSPE
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(3,6 M NaCl; 0,2 M NaH,PO4; 0,02 M EDTA (pH 7,4)) mehrfach verwendet. Die Fixierung
der RNA auf der Membran erfolgte durch Bestrahlung mit UV - Licht (254 nm, 3 min.) und
anschliefRender Inkubation bei 80°C (2 h).

Nach Inkubation in Préhybridisierunglosung (SSPE (5x), 50% deionisiertes Formamid, 1 %
Ficoll, 1 % Polyvinylpyrolidon, 1 % BSA, 0,5 % SDS, 50 ng denaturierte Heringssperma -
DNA) fur mindestens 1 h bel 42°C erfolgte die Zugabe der frisch denaturierten Sonde 1 %
Ficoll, 1 % Polyvinylpyrolidon, 1 % BSA. An die Hybridiserung tber Nacht bei 42°C
schlossen sich je zwei Waschschritte in Losung | (0,1 % SDS, 2xSSPE, 10 min.) und Losung
I1 (0,1 % SDS, 1 x SSPE, 10 min., 50°C) an. Die Detektion erfolgte Uber Autoradiographie
mit Kodak-X-OMAT AR - Rontgenfilmen bei -70°C.

Diein der Northern-Anayse verwendeten Sonden sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Transkript Sonde
ACT1 1500 bp Clal/Sall-Fragment aus p1595/3
EFG1 1500 bp Nhel-Fragment aus pUC19/EFGL1

EFG1 (3' Ende) |492 bp Spel/Nhel-Fragment aus pUC19/EFG1
EFG1 (5’UTR) |664 bp EcoRI-Fragment aus pMi/UC700e

EFH1 2172 bp BamHI-Fragment aus pBT-146

LAC4 879 bp EcoRI-Fragment aus pRS-LAC4

TPK1 1228 bp BamHI/BgllI-Fragment aus pUC/C.TPK 1
TPK2 1257 bp BamHI/Bgll1-Fragment aus pHI Stag/C.TPK 2
WH11 220 bp BamHI-Fragment aus pWH11

PCK1 488 bp BamHI/Hpal-Fragment aus p26-6

Tabelle 1 : DNA-Sonden zur Northern-Analyse

2.7 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.7.1 Herstellung von Rohextrakten aus Hefe

Die Hefekulturen (5 ml) wurden bel einer ODgoo von 0,8-1,0 geerntet (3 min, 13.000 Upm,
4°C). Nach enmaligem Waschen in dem entsprechenden Puffer des Enzymtestes
(Galactolight-Puffer, Passive Lysis Buffer) wurden die Zellen entweder bis zu einer Woche
bel —20°C gelagert oder direkt einem Zellaufschlul? unterzogen. Nach Zugabe von 100 i
Glasperlen (4°C) und 150-300 ml Puffer (4°C) wurden die Zellen in 2ml-Reaktiongefalien
(Eppendorf) bei maximaler Geschwindigkeit auf einem Vibrax bei 4°C geschiitelt, gefolgt
von einer Zentrifugation (10 min., 13.000 Upm, 4°C). Der Uberstand wurde erneut
abzentrifugiert (2 min., 13.000 Upm, 4°C), so dal ein klares Rohextrakt gewonnen wurde.
Dieses wurde unmittelbar in den Enzymtest eingesetzt.

2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Rohextrakten erfolgte nach der Methode
von Bradford (1976) bel 595 nm in einem Beckmann-Photometer (DU 7400) unter
Verwendung des Bradford-Reagenzes der Firma BIO-RAD anhand einer BSA-Eichkurve.
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2.7.3 Messung der b-Galaktosidase-Aktivitat

Die b-Galaktosidase-Aktivitat wurde mit dem Galactolight Kit der Firma Tropix bestimmt. In
weil3en 96er Platten der Firma Labsystems (cliniplate) wurden 80 ml Substrat (Galacton Plus)
vorgelegt. Durch Zugabe von 10 m Rohextrakt (1-10 ng) wurde die Enzymreaktion gestartet.
Nach einer einstiindigen Inkubation bel Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe
von 125 m Verstarker (Galactolight Emission Accelerator) gestoppt und die Lichtemission
verstérkt. In einem Luminometer der Marke Fluoroskan Ascent FL der Firma Labsystems
wurde unmittelbar Uber ein Zeitintervall von 10 Sekunden die gesamte emittierte Lichtmenge
detektiert. Dabel lagen die Werte zwischen 10,0 - 0,001 RLU (relative light units, siehe
Anhang I-1V). Diese relativen Werte wurden auf die Proteinkonzentration bezogen, da die
Zelldichte angesichts des pseudohyphalen Wachstums eine ungeeignete Bezugsgrofie
darstellt. Zur Berechnung der autoregulatorischen Repression wurde der Quotient aus der
Aktivitédt unter Repression des PCK1-Promotors und der Aktivitét unter Induktion des
PCK1-Promotors (EFG1-Uberexpression) gebildet.

2.7.4 Messung der Luziferase-Aktivitéat

Die Luziferase-Aktivitét wurde unter Verwendung des Dual-Luciferase Reporter Assay
System der Firma Promega in einem Luminometer der Marke Fluoroskan Ascent FL der
Firma Labsystems bestimmt. In weil3en 96er Platten der Firma Labsystems (cliniplate)
wurden 50-100 m LARII-Reagenz vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 10 ni
Rohextrakt (1-10ng) gestartet. Uber 10 Sekunden wurde unmittelbar die Hintergrundaktivitét
bestimmt, welche jedoch unter der Nachweisgrenze lag. Nach Zugabe von 50-100 i
Stop& Glo-Reagenz wurde Uber 10 Sekunden die Aktivitdt der Renilla Luziferase bestimmt.
Die Werte zwischen 10 - 0,001 RLU wurden auf die Proteinkonzentration bezogen. Die
autoregulatorische Repression wurde als Quotient von Aktivitdt unter reprimierter EFG1-
Expression und induzierter EFG1-Expression berechnet.

2.8 Disruption der 5 UTR deslangen EFG1-Transkriptes

Zur Disruption der 5’ -untrandatierten Region des langen EFG1-Transkriptes am EFG1-Locus
wurden mittels PCR sowohl aus dem Bereich des Hauptpromotors (Oligonukleotide
delUTR1, delUTR2) as auch aus dem Bereich des ORF von EFG1 (Oligonukleotide
delUTR3 und delUTR4) ca. 0,9 kb grof3e Abschnitte amplifiziert und in die Vektoren pBT-73
und pBT-75 kloniert. Aus dem Vektor pBT-73 wurde der 3'-Bereich des EFG1-Promotors
(inklusive des Transkriptionsstartpunktes des langen Transkriptes) mit Kpnl/Xhol heraus-
geschnitten und in den Vektor pSFU1 kloniert (Morschhauser et al., 1999), welcher die URA-
Flipper-Kassette beinhaltet, wobei der Vektor pBT-76 entstand. Aus dem Vektor pBT-75
wurde der 5'-Bereich des ORF mit Notl/Sacl herausgeschnitten und in den Vektor pBT-76
kloniert, wobei der Vektor pBT-77 entstand. Aus diesem wurde die vollstandige
Disruptionskassette mit Kpnl/Sacl herausgeschnitten und zur Deletion der 5’UTR in die
verschiedenen Stdmme transformiert.

Sequenz des disruptierten EFG1-Locusin den 5’ UTR-Mutanten (Beginn: TSP, Ende: ATG):
5-TTACATTTAAAAGAGATTTCATTTTATTAATTTGAATAATCTATCATCTATCAA
ATAGACTTGGTTGG GGTACCGGGCCCCCCCTCGAG GAAGTTCCTATACTTTCT
AGAGAATAGGAACTTC AGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGC GTTCTATTTGA
CTACCAAGAATATAACCCATATTA-3' (FRT-Sequenz fett gedruckt).
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3  Ergebnisse

Der Transkriptionsfaktor Efglp stellt einen zentralen Regulator der Morphogenese von
C. albicans dar. Er ist sowohl in die Steuerung des Hyphenwachstums, welches as
bedeutender Pathogenitétsfaktor angesehen wird (Odds, 1988), as auch in die Chlamydo-
sporenbildung involviert (Sonneborn, 1999). Dariiberhinaus fiihrt die Uberexpression von
EFGL zur Filamentation in Form von Pseudohyphen (Stoldt et al., 1997). Als Transkriptions-
faktor obliegt ihm die Funktion, die Expression von Zielgenen durch Bindung an ihre
Promotoren zu regulieren. Der Regulation der Expression dieses Transkriptionsfaktors kommt
neben seiner Aktivierung eine entscheidende Bedeutung zu, da schon geringe Unterschiede in
seinem Expressionsniveau durch die verstdrkende Wirkung der Signaltransduktionskaskade
erheblichen Einflu auf die verschiedenen Entwicklungsprogramme entfalten konnen. Eine
stabile Wachstumsform von C. albicans setzt einen konstanten Transkriptspiegel von EFG1
voraus. Da die Deletion von EFG1 eine deutlich reduzierte Virulenz im Mausmodell zeigt (Lo
et al., 1997), ist die ldentifizierung von regulatorischen Doméanen im EFG1-Promotor im
Hinblick auf die Entwicklung neuer Antimykotika von besonderem Interesse, da durch die
gezielte Hemmung der EFG1-Expression eine Reduktion der Virulenz moglich ist.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Untersuchungen zur Expression von EFG1 und der sie
vermittelnden regulatorischen Elemente, wobel neben dem Promotor des Haupttranskriptes
auch eine regulatorische Funktion seines 5 -untrandatierten Bereiches (5'UTR) untersucht
wurde. Als Grundlage fur ale weiteren Experimente wurde am Beginn dieser Arbeit der
Startpunkt des Haupttranskriptes bestimmt.

3.1 Northern-Analyse der EFG1-Expression

Ausgangspunkt zur Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte von EFG1 war die Diskrepanz
zwischen dem nur 1,6 kb grof3en offenen Leserahmen und dem 3,2 kb grof3en Transkript von
EFG1 (Stoldt et al., 1997).

Die Bestimmung eines Startpunktes
an Position -35 (Stoldt, 1995) legte
entweder die Existenz eines ca. 1,6 kb
groRen 3'-untrandlatierten Bereiches | groRes Transkript: 3,2kb -
oder ene extreme Polyadenylierung

des 3-Endes nahe. Im Rahmen | kleines Transkript: 2,1kb &
zahlreicher  Transkriptanalysen von

EFG1 konnte jedoch neben dem
3,2 kb grol3en EFGI1-Haupttranskript ACT1
(Stoldt, 1995) ein deutlich geringer

exprimiertes ca.  2,1kb grol3es
Transkript detektiert werden. Die

Kombination ener grofen Menge Apbildung 5: Northern-Blot-Analyse der EFG1-Transkripte

RNA (30 pg), einer besonders stark | Der Wildtypstamm SC5314 wurde in S4D-Medium angezogen,
radioaktiven Sonde und einer langen |die Gesamt-RNA isoliert und in einem Northern-Blot mit einer
Expositionsdauer des Rontgenfilmes EFG1-Sonde analysiert. Als Mengenstandard diente das ACT1-

(ca. eine Woche) ermdglichten die LI@NSKript

Detektion des kleineren Transkriptes (Abb. 5).

Aufgrund des V ersuchsansatzes (S1-Nuclease) zur Bestimmung des Startpunktes durch Stoldt
(1995), erschien es moglich, dal3 er einen Start des kleinen Transkriptes bestimmt hatte. Aus
dieser Annahme ergab sich die Notwendigkeit zur Kartierung des EFG1-Haupttranskriptes, da
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im Sl1-Nuklease-Ansatz von Stoldt (1995) wegen der Kirze des hybridisierten Fragmentes
(341 bp) im S1-Nuclease-Ansatz eine potentiell 1,6 kb grof3e 5 -untrandatierte Region nicht
bestimmt werden konnte.

3.2 Kartierung der EFG1-Transkripte

3.2.1 Northern-Analyse des Haupttranskriptes nach RNaseH-Restriktion

Als Versuchsansatz zur Bestimmung der Grofe von 5UTR und 3'UTR des EFGI1-
Haupttranskriptes wurde eine sequenzspezifische Restriktion der mRNA gewdhlt (Abb. 6). Zu
diesem Zweck wurde die EFG1-mRNA mit zwel Oligonukleotiden (A, B) aus dem Bereich
des ORF hybridisiert, so dal3 partielle Doppelstrange aus DNA und RNA entstanden. Durch
den Einsatz von RNaseH, welche diese RNA/DNA-Hybride abbaut, konnte die mRNA
sequenzspezifisch geschnitten werden. Die Verwendung von Sonden sowohl aus dem 5'- as
auch aus dem 3'-flankierenden Bereich der Schnittstellen erlaubte die exakte Identifizierung
der produzierten mRNA-Fragmente. Mit einer nahezu den ganzen ORF umfassenden
1500 bp-Sonde konnten neben dem ungeschnittenen 3,2 kb-Haupttranskript jewells zwei
MRNA-Fragmente detektiert werden (Oligo A: 2,1 kb und 1,1 kb; Oligo B: 2,0 kb und 1,2
kb). Wahrend mit der 3'-Sonde (492 bp Spel/Nhel-Fragment aus pUC19/EFGL1) die kleineren
Fragmente (1,1 kb und 1,2 kb) nachgewiesen wurden, konnten mit der 5 -Sonde (664 bp
EcoRI-Fragment aus pMi/UC700e) die grofReren Fragmente (2,1 kb und 2,0 kb) eindeutig
dem 5-flankierenden Bereich der Schnittstellen zugeordnet werden. Basierend auf der
Position der Schnittstellen (Oligo A: ca. 975; Oligo B: ca. 850) konnte eine 5’UTR von ca.
1,2 kb fir das grofe EFG1-Transkript postuliert werden. Zusétzlich fihrte der Einsatz einer
Sonde aus dem Bereich der 5 UTR zur Detektion des 3,2 kb grof3en EFG1- Haupttranskriptes
(Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der Northern-Analyse der mRNA-Fragmente deuteten weiterhin auf eine ca
400 bp grofRe 3' UTR des EFG1-Haupttranskriptes. In einer 3' RACE wurde die exakte Groélie
der 3 UTR mit 412 bp bestimmt, wobel jedoch nicht zwischen den beiden EFG1-Transkripten
unterschieden wurde (M. Gerards, pers. Mitteilung).
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1 850 975 1656
— 2.1 kb 1,1 kb
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Abbildung 6: Northern-Analyse des langen EFG1-Transkriptes nach RNaseH-Restriktion

Das EFG1-Haupttranskript wurde mit den Oligonukleotiden A (EFG/SPL) oder B (EFG/rev) hybridisiert und an
diesen Stellen durch die doppelstrangspezifische RNaseH geschnitten. Die dargestellten mRNA-Fragmente
wurden mit den angegebenen Sonden in Northern-Blots nachgewiesen

Als Sonden wurden ein 664 bp EcoRI-Fragment aus der 5’ UTR zur Detektion des 5’ -RNA-Fragmentes (blau),
ein 492 bp Sel/Nhel-Fragment vom 3'Ende des ORF zur Detektion des 3'-RNA-Fragmentes (griin) sowie ein
1500 bp Nhel-Fragment des ORF zur Detektion beider RNA-Fragmente (rot) eingesetzt. Weiterhin ist die Grofze
der mRNA-Fragmente in den Northern-Blots (2,1/2,0 kb; 1,2/1,1 kb) markiert, wobei die kleine ribosomale RNA
bei 1,8 kb as Hintergrund auftritt und ebenfalls noch ungeschnittenes EFG1-Transkript (3,2 kb) detektiert wird.

"" II kb

LB kb
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3.2.2 5 RACE des EFG1-Haupttranskriptes

Die Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte der EFG1-Transkripte erfolgte in ener
5-RACE (,rapid amplification of cDNA ends‘). Nach der ,Umschreibung” der EFGI1-
MRNA in cDNA mit Hilfe eines spezifischen Oligonukleotids (SP1), folgten zwei PCR-
Resktionen zur Amplifikation der cDNA mit jeweils stromaufwérts liegenden Primern (SP2,
SP3). Die PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert.

Nachdem die ungeféhre Groél3e der 5’ UTR des Haupttrankriptes bekannt war (ca. 1,2 kb; siehe

3.21), konnten die
Oligonukleotide  fir
eine exakte Bestim-
mung des Startpunktes
des langen EFGI-
Transkriptes in Stamm
SC5314 uUber 5 RACE
so gewahlt werden, dal3
PCR-Produkte von
geeigneter Grofe (ca.
400 bp) entstanden.

In Abbildung 7 ist die
Lage von drei auf diese
Weise bestimmten
Startpunkten markiert,
von denen der am
weitesten 5'-liegende
(Position -1169 relativ
zum ATG) as
Startpunkt des EFGI-
Haupttranskriptes an-
gesehen wird. Im
Stamm WO-1 wurde
der Start des langen
EFGI1-Transkriptes am
vorangehenden C-
Nukleotid beschrieben
(Srikantha et al., 2000)
Die anderen Start-
punkte konnten auch
durch z.T. degradierte
Transkripte des Haupt-
startpunktes entstanden
sain.

TSP
BamH| v
GGATCCAAACCTTTGCAAAAGGAAAAAAAATTATCATTACATTTAAAAGA

GATTTCATTTTA%AATTTGAATAATCT ATCATCTATCAAATAG!ACT TGG
TTGGTATTAATAACAATAGATTTGAATATAAT GAAAATAGAATAGGATTT
TATTTTCACAAATATTATTATTTCATCCTGITTAAAGI CTTTCCGAGTAA
TTTCAATCTTATTTAACTATCCAATTATCCAACTATCCCAACTTTAATTC
CTTCCTTTCCTTTTTTACTTATTTCCCTTCTTCTTTTGCTCAAAAGTCTG
GAAAGAAATTAGATTTATTAGAT CAGAAGAGAATTCAAGTCGITTCTTTT
GCATTTAGCTGCTATTTCAACCAATTGCCCTACCCATCTACTCGCGITGT

5RACE/SP3

ATATTATCAATAATACATCGAGCGATTCACATAAGGITATTTCAAGICCC
5RACE/SP2
ATTCAACCCTTTTCTTTTT GAATAAAACAAGCTTAAATTGTAATTGCTAC

CAAACTGACACAGT CAAAAAGTTAGCAGAGAACAAAAGAAGCTACCATTA

TTCATTGCACTAACCCGAACACCAACTTTAATATTTTAGITTATTGITTG
5RACE/SP1

Abbildung 7: Transkriptionsstart des grof3en EFG1-Transkriptes

Die Pfeile kennzeichnen neben dem an Position -1169 bestimmten
Trankriptionsstartpunkt (TSP) zwei weitere Produkte der 5’ RACE (-1142; -1111).
Die BamHI-Schnittstelle markiert das 5'-Ende der Region, welche von Weide
(1997) fur Reportergenexperimente benutzt wurde und als Promotor des kleinen
EFG1-Transkriptes bezeichnet werden kann. Zusétzlich wird die Lage der
verwendeten komplementdren Oligonukleotide (5 RACE/SP1, 5 RACE/SP2,
5'RACE/SP3) angegeben.
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3.2.3 5 RACE des EFG1-Nebentranskriptes

Ein Transkriptionsstartpunkt von EFG1 war von Stoldt (1995) mit einem S1-Nuklease-Ansatz
an Position -35 bestimmt worden (Abb. 8). Dabel handelte es sich jedoch, wie sich erst im
Verlauf dieser Arbeit herausstellte, vermutlich um einen Startpunkt des sehr schwach
exprimierten kurzen EFG1-Transkriptes. Srikantha (1999) bestimmte mit Hilfe einer 5 RACE
in der ,,opaque’-Form des Stammes WO-1 einen Startpunkt des kurzen EFG1-Transkriptes an
Position -165 (Abb. 8). Mit derselben Methode wurde mit den Primern 70/RACE/SPL,
70/RACE/SP2 und 70/RACE/SP3 der Startpunkt des EFG1-Nebentranskriptes bestimmt.

Da der stromaufwarts gelegene
Startpunkt des EFG1-Haupt- 1

transkriptes bereits bekannt war TTTTTTTAATTAGCCTTTTTTGCCTCCCACATTAGTTGCTCA
(sehe 3.22) und vermieden
werden sollte, da3 das lange | GGTCACGTTATTTAATATATTTCTTTTTTTTTTCTTACTTGC
EFG1-Transkript oder seine 2

Abbauprodukte zu 5 RACE- TGAAAAAAAAAAAAAAAAACAACCAACCAACCCTTAACCCAT

Produkten fuhren, wurde in die 3

efgl/cphl—Mutante CDB1 das TAACGAATTAAGATTT’GTTCTATTTGACTACCAAGAATATAA
Plasmid pBT-70 transformiert,
welches nur den Promotor des
kurzen Transkriptes (beginnend

CCCATATTA ATG

umrll(l;i dgnerOREa\ig;' IElszcgglgiﬁ;? Abbildung 8: Startpunkte des kleinen EFG1-Transkriptes

) X . | Die Pfeile markieren die verschiedenen Transkriptionsstartpunkte des
Somit war sichergestellt, daf3 | kieinen EFG1-Transkriptes (1: -165; Start in ,opaque*-Form des
lediglich das kurze EFGI- |StammesWO-1 (Srikanthaet al., 1999); 2: -73; Start in Stamm CDB1
Transkript, wenn auch von |vom Plasmid pBT-70 (diese Arbeit); 3: -35; Start in Stamm SC5314

enem  Plasmid,  exprimiert [(Stoldt, 1995)).

wurde.
Der Startpunkt des kurzen EFG1-Nebentranskriptes wurde auf diese Weise an Position -73
relativ zum ATG bestimmt (Abb. 8)

3.3  Subklonierung und Sequenzierung des EF G1-Hauptpromotors

Die in Abschnitt 3.2.1 identifizierte 5 UTR des EFG1-Haupttranskriptes umfal beinahe die
gesamte von Weide (1997) as EFG1-Promotor angesehene Sequenz. Dabel handelt es sich
jedoch um den Promotor des EFG1-Nebentranskriptes, so dal3 sich die folgenden Arbeiten auf
den Promotor des EFG1-Haupttranskriptes konzentrierten.

Aus dem EFGI1-Klon p607/2 (Stoldt, 1995), wurde ein stromaufwéarts der BamHI-
Schnittstelle (Abb. 7) gelegenes 3,2 kb Bglll/BamHI-Fragment subkloniert und sequenziert,
da zu diesem Zeitpunkt das Sequenzierungs-Projekt von C. albicans die entsprechende
Sequenz noch nicht enthielt. Dieses Fragment wird im weiteren as Promotor des langen
EFG1-Transkriptes oder als Hauptpromotor von EFG1 bezeichnet. Abbildung 9 gibt die Lage
der von beiden Seiten sequenzierten Subklone wieder.
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Das bereits von Weide

(1997) in ene Richtung

sequenzierte ca. 650 bp 5 PPN & & &
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Fragment am 3'-Ende x gg &8 & E B 3
des Hauptpromotors Ll TN 11 I
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Abbildung 10 zeigt enen | nBT-37
Ausschnitt der 3 -Region Hinell Hincll

des EFG1-Hauptpromo- | pBT-30 ==

tors. Die verdffentlichte p— Hincll
Gesamtsequenz des | pBT-29 I

EFG1-Locus (Accession sspl Sepl

Z32687) geht auf den |pBT-39 |

Stamm ATCC10231 Hpal Nhol

zuriick, aus dessen Gen- | pBT-41 [

bank der EFG1-Klon Xhol Hind 11

p607/2 Uber seine die | pBT-40 |
Pseudohyphenbildung in Hind 111 BamH1
S cerevisiae verstarken- | pMi/UCA50bh E=——]

de Wirkung isoliert

wurde (Stoldt et al. Abbildung 9: Subklone zur Sequenzierung des Promotors des langen EFG1-
1997). Ein Vergleich mit LIranskriptes

der mittlerweile vorliegenden Sequenz des Genom-Sequenzierungsprojektes, in dem der
Stamm SC5314 verwendet wurde, zeigt Uber eine 4448 bp grof3e 5 -flankierende Region von
EFG1 (Bglll bisATG) in 63 bp Sequenzunterschiede (Abb. 10).

AT TTCATTETTET TG ARTC T T TRARCARGARRACCORREAT O TARLCACOAAAT
I I

GETTTTECOTOT TTOCT TT TTATTAT TTATTTTTTT TTGACCCEARTOTTGT AR TCT TG

TTATACCCTTTTT TTATAR AR AR LT TR T AR AT ACGT T TC TATCCGTAT T AR T O T T
Yaplp Yaplp

[GAGTTAT TCCGOCTARTAGARARRARATTARTAGTAT AT TCCAT ACTACCARCAGETAR

v IL  TATA
ITTTTTTTTTTTTTTTTTTT TTT TCGaEGGaRAGCARARCTARGARARAGTAGARATAT ARA
_ A
BamHI " T§’F
TARACATCCRARAAGGAT CORAAACCTT TGOAARRGGARAAAARATTATCR

Abbildung 10: Sequenz der 5'-flankierenden Region des Startpunktes des langen EFG1-Transkriptes
Dargestellt ist das 3'-Ende des EFG1-Hauptpromotors in Stamm ATCC10231. Neben dem Transkriptions-
startpunkt (TSP: -1169) ist die Position der TATA-Box gekennzeichnet. Die BamHI-Schnittstelle unterteilt die
5 -flankierende Region von EFG1 in den Promotor des kurzen Transkriptes (stromabwérts, Weide, 1997) und
den Promotor des langen Transkriptes (stromaufwarts). Zusétzlich ist die Position modifizierter Yaplp-
Bindemotive (5-TTACTAA-3') markiert. Hervorgehoben sind ferner drei 6-8 bp grof3e Sequenzwiederholungen
(I.-111.). In der TATA-Box-Umgebung sind drei in der Sequenz des Stammes SC5314 abwei chende Nukleotide
markiert (T: grau unterlegt, nicht in SC5314; 2xA: nur in SC5314 an mit Pfeil markierter Position).
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3.4 Disruption der 5 UTR deslangen EFG1-Transkriptes

Die 5UTR des langen EFG1-Transkriptes umfalit 1169 Basenpaare (3.2.2). Diese aul3er-
gewohnliche Grole lief? eine regulatorische Funktion der 5 UTR in der posttranskriptionalen
Kontrolle der EFG1-Expresson vermuten (McCarthy, 1998). Den ersten Schritt zur
Identifizierung einer solchen Funktion stellte die Deletion der 5 -untrandatierten Region im
EFG1-Locus in verschiedenen Stémmen dar.

3.4.1 Disruption in den Stdmmen CAIl4, CAl8 und BCal4.1

Mittels der sogenannten ,, URA-Flipper‘-Methode (Morschhauser et al., 1999) wurde in den
C. albicans-Stammen CAI4 und CAI8 die 5UTR des EFG1-Locus auf beiden Allelen
disruptiert. Der Stamm BCal4.1 tragt eine homozygote cphl-Deletion und eine heterozygote
efgl-Deletion. In diesem Stamm mufdte nach FOA-Seletion auf Uridin-Auxotrophie lediglich
die 5 UTR des EFG1-Locus auf einem Allel disruptiert werden.

Zur homologen Rekombination der Disruptionskassette in den EFG1-Locus diente ein
0,9 kb-Fragment aus der 3'-Region des EFGI1-Hauptpromotors (einschliefdlich des
Transkriptionsstartpunktes) und ein 0,9 kb-Fragment aus der 5 -Region des offenen Lese-
rahmens (einschliefdich des Startcodons), welche an die URA-Flipper-Kasette kloniert
wurden (Abb. 11; Konstruktion siehe 2.8).

Die Transformanten wurden in Southern-Blot-Analysen auf die Richtigkeit der Integration der
Disruptionskassette untersucht (Abb. 11). In positiv getesteten Stdmmen wurde Uber die
Induktion der SAP2p-abhdngigen Expression der Rekombinase die Kassette wieder so
herausgeschnitten, dal3 der Promotor des langen EFGI1-Transkriptes unmittelbar vor dem
offenen Leserahmen von EFG1 liegt (Abb. 11). Eine Erkennungssequenz fir die
Rekombinase (Abb.11: FRT) verbleibt jedoch auch nach dem Entfernen der Disruptions-
kassette zwischen dem Transkriptionsstartpunkt des langen EFG1-Transkriptes (Abb. 11:
TSP) und dem Startpunkt der Trandation (Abb. 11: ATG). Der disruptierte EFG1-Locus wird
in Abbildung 15 vorgestellt (siehe 3.4.4).

Auf diese Weise wurden folgende Stdmme produziert.

BT1.1/BT1.2 : 5UTRin einem EFG1-Alld disruptiert in Stamm CAI4
BT2.1/BT2.2 : 5 UTRin einem EFG1-Alld disruptiert in Stamm CAI8
BT3./BT3.2 : 5 UTRin beiden EFG1-Allelen disruptiert in Stamm CAIl4
BT4.1/BT4.2 : 5 UTRin beiden EFG1-Allelen disruptiert in Stamm CAI8
BT5.1/BT5.2 : 5 UTRin einem EFG1-Alld disruptiert in Stamm BCal4.1
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Abbildung 11: Southern-Blot-Analyse der 5’ UTR-Disruption

Die Bestandteile der Disruptionskassette sind schematisch dargestellt. Die Rekombinase (FLP) steht unter
Kontrolle des SAP2-Promotors (SAP2p). Als Marker dient das URA3-Gen. Flankiert wird die Kassette von
homologen Bereichen des EFG1-Locus (TSP, ATG). Unter A, B und C sind die drei verschiedenen Situationen
im Verlauf der Disruptionsschritte am EFG1-L ocus schematisch dargestellt. A zeigt die Wildtypsituation, B die
Integration der URA-Flipper-Kassette und C die Situation nach dem Herausschneiden der Kassette. Die
genomische DNA wurde mit Bglll geschnitten, um die angegebenen Fragmente (A: 6,0 kb; B: 9,0 kb; C: 4,8 kb)
mit einer EFG1-Sonde (1,3 kb Nhel/Bgll1-Fragment aus pUC19/EFGL1) in der Southern-Analyse nachzuweisen.
Dieser Nachweis ist unter |.-1V. an einigen Beispielen dokumentiert. Unter 1. (1, 2) wird das Muster bei
Integration der Disruptionskassette in einem Allel gezeigt (9,0 kb), unter 11. das Muster bei herausgeschnittener
Kassette in einem Allel (4,8 kb), unter I11. das Muster bei herausgeschnittener Kassette in einem Allel (4,8 kb)
und integrierter Kassette im anderen Allel (9,0 kb), unter IV. das Muster bei herausgeschnittener Kassette in
beiden Allelen. Die mittlere Spur unter Ill. zeigt einen Stamm mit nicht korrekter Integration. Als
Léngenstandard (S) diente EcoRI/Hindl Il geschnittene | -DNA.
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3.4.2 Transkriptanalysein den 5’ UTR-Deletionsstdmmen

Nach der genomischen Kontrolle der Disruption der 5 UTR Uber Southern-Blot-Anaysen
wurden aul3erdem die EFG1-Transkripte der Deletionsstdmme durch einen Northern-Blot
analysiert. Da der Promotor des langen Transkriptes durch die Deletion der 5 UTR direkt an
den ORF fusioniert worden war, konnte man in den doppelt disruptierten Stdmmen nur noch
ein verkirztes EFG1-Transkript (2,1 kb) erwarten. Untersucht wurde die Gesamt-RNA aller
5 UTR-disruptierten Stdamme (Abb. 12).

Abbildung 12: Northern-Blot Analyse der 5’ UTR-Deletionstamme

Die Northern-Blot-Analyse zeigt fur die in einem Allel disruptierten Stdmme neben dem langen EFG1-
Transkript (3,2 kb) ein kurzes EFG1-Transkript (2,1 kb). Die doppelt disruptierten Stdmme zeigen lediglich ein
kurzes Transkript (2,1 kb).

Von dlen Alleen, auf welchen die 5’UTR disruptiert wurde, wird ein kurzes EFG1-
Transkript (2,1 kb) exprimiert. In den Stdmmen, welche nur in einem Allel disruptiert sind,
falt auf, dald das kurze Transkript in ca. 5fach grofRerer Menge as das lange Transkript
(3,2 kb) nachgewiesen werden konnte. Das schwachere Signa in den Stdmmen BT5.1 und
BT5.2 resultiert z.T. aus einer geringeren eingesetzten RNA-Menge (Daten nicht gezeigt). Da
beide Stdmme auf einer heterozygoten efgl-Mutante (BCal4d.1l) basieren, exprimieren sie
EFG1 nur von einem Alle, wahrend in den homozygoten 5 UTR-Deletionsstammen
BT3.1/3.2 und BT4.1/4.2 EFG1 von zwei Allelen unter Kontrolle des EFG1-Hauptpromotors
exprimiert wird. Die Transkriptanalyse zeigte somit, dal3 durch Deletion der 5 UTR der
EFG1-Transkriptspiegel nicht verringert wurde.

3.4.3 Phanotypen der 5’UTR-Deletion

Als Transkriptionsfaktor spielt Efglp ene essentielle Rolle in der Regulation des
Dimorphismus von C. albicans (Stoldt et al., 1997; Lo et al., 1997). Daher stand der Einfluf3
der Disruption der 5’UTR auf die Induktion des Hyphenwachstums im Mittelpunkt des
Interesses. Die Deletionsstdmme, welche lediglich ein kurzes Transkript unter der Kontrolle
des EFGI1-Hauptpromotors exprimieren (siehe 3.4.2), wurden auf induzierenden Serum-
Platten (10% Serum) vereinzelt und die Hyphenbildung analysiert (Abb. 13, 14).
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Abbildung 13: Hypheninduktion in 5’ UTR-Del etionsstdmmen

Die Hyphenbildung der Stémme BT3.1 und BT3.2, welche auf beiden Allelen eine Disruption der 5UTR im
EFG1-Locus aufweisen, wird im Vergleich mit dem Ausgangsstamm CAI4 dargestellt. Nach finf Tagen
Inkubation bei 37°C wurde die Hyphenbildung auf festem Serummedium (10% Serum, mit Uridin-Zugabe)

analysiert.

Wéhrend die Deletion der 5’UTR auf einem Allel in den Stdmmen BT1.1/BT1.2 bzw.
BT2.1/BT2.2 keinen nachweisbaren Defekt der Hyphenbildung aufwiesen (Daten nicht
gezeigt), zeigten die Doppeldeletionen eine deutliche Einschrankung der Hypheninduktion

auf
(Abb.

Serummedium
13). Nur
vereinzelt wurden
Hyphen gebildet
(BT3.2). Die Deletion
der 5UTR auf dem
einen vollstandigen
EFGI1-Alld im Stamm
BCald.l, welcher in
einem EFG1-Alld und
beiden CPH1-Allden
disruptiert ist, zeigte
auf Serum (10%) einen
nahezu totalen Verlust
der Hyphenbildung
(Abb. 14).
Dieser Defekt konnte
durch ein vollstandiges
EFGI1-Alld auf einem
Plasmid (pBT-49)
komplementiert  wer-
den (Abb. 14).
Das Ausmald der
Induktion deutet auf
eine vollstandige
Rekonstituierung  des

Wildtyps.

BTS5.1 BT5.2

BT5.1+EFGI  BTS5.2+EFGI

Abbildung 14: Hyphenbildung nach 5’ UTR-Deletion und Komplementation

Die Hyphenbildung von Kolonien der Stdmme BT5.1 und BT5.2 (transformiert
mit dem Leervektor pBT-3a) wurde nach Wachstum Uber finf Tage bel 37°C auf
Serummedium (10% Serum) analysiert. Die beiden unteren Bilder zeigen die mit
dem Plasmid pBT-49 (EFG1) transformierten Stdmme.




Ergebnisse 34

3.4.4 Einflu® der FRT-Sequenz auf die Expression

Bel der Anwendung der ,,URA-Hipper‘-Methode nach Morschhauser (1999) verbleibt nach
dem Ausschneiden der Disruptionskassette eine Erkennungssequenz (FRT) fur die
induzierbare Rekombinase am disruptierten Locus. Dabei handelt es sich um folgende 34 bp
lange Sequenz: 5 -GAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTC-3'.

FRT
L ] -
A: G | [ B:
Bgill Bl ﬁ:.m'

. FRT S ou

Bgill HamH] oA
EIGIp [Re] i -
Bpl B HI ST T T

Abbildung 15: Schema des disruptierten EFG1-Locus

Unter A wird die Position der FRT-Sequenz am disruptierten EFG1-Locus demonstriert (Sequenz siehe 2.8).
Ihre potentielle Haarnadelstruktur im EFG1-Transkript ist unter B gezeigt. Die Reportergenkonstrukte des
Kontrollansatzes mit (pBT-155) und ohne FRT-Sequenz (pBT-100) sind schematisch unter C dargestellt.

Nach der Disruption der 5UTR befindet sich die FRT-Sequenz 89 bp hinter dem
Transkriptionsstartpunkt (Abb. 15, A). Die mRNA enthdt daher am 5’ -Ende die transkribierte
FRT-Sequenz. Aufgrund ihrer Basenfolge ist diese in der Lage, eine ,Haarnadelstruktur”
auszubilden (Abb. 15, B), welche in der Trandation eine inhibierende Funktion auf den
» Scanning“-Prozef3 der Ribosomen ausiiben konnte (McCarthy, 1998).

Ob die zuvor beschriebenen Hyphendefekte der Stémme mit einer Disruption der 5 UTR des
langen EFG1-Transkriptes (Abb. 13, 14) lediglich das Resultat einer durch die Haarnadel-
struktur der FRT-Sequenz inhibierten Trandation des EFG1-Transkriptes darstellen, wurde
durch folgenden Versuchsansatz ndher untersucht. Da eine korrekte Expression von EFG1
aufgrund des fehlenden Efglp-Antikorpers nicht direkt Uber die Detektion des Proteins
nachweisbar war, wurde ein indirekter Ansatz Uber die Expression des Reportergens RLUC
gewdhlt. Die Situation am EFGI1-Locus nach der Disruption der 5 UTR wurde dadurch
smuliert, dald3 zwischen dem EFG1-Hauptpromotor und dem Reportergen RLUC die FRT-
Sequenz eingefligt wurde (Abb. 15, C). Diese Expressionskassette aus EFG1p/FRT/RLUC
wurde in den Vektor pl1367/1, welcher das URA3-Gen trégt, kloniert. Das so erhaltene
Plasmid pBT-155 wurde ebenso wie das Plasmid pBT-100, welches keine FRT-Sequenz
zwischen EFG1p und RLUC enthdlt, im EFG1-Hauptpromotor mit Hpal linearisiert und in
den EFG1-Locus des Stammes CAl4 integriert. Die Luziferase-Aktivitét von jewells zwei
Stammen mit integriertem Plasmid (pBT-100, pBT-155) wurde luminometrisch bestimmt:

pBT-100 (ohne FRT): 0,12 +/- 0,04 RLU/ny
pBT-155 (mit FRT): 1,1 +/-0.01 RLU/ny.
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Das Konstrukt mit der FRT-Sequenz (pBT-155) zeigte eine gegentiber dem Konstrukt ohne
FRT-Sequenz (pBT-100) erhohte Luziferase-Aktivitét. Da beide Konstrukte in das Genom
integriert wurden (analog zur Deletionsanayse 3.7.2.3, Abb.24) und somit in einfacher und
konstanter Kopiezahl vorliegen (Daten nicht gezeigt), war in diesem Modell kein
inhibierender Einfluld der FRT-Sequenz auf die Expression (Trandation) des Reportergens
nachweisbar. Die FRT-Sequenz am 5'-Ende des RLUC-Transkriptes fuhrte dagegen sogar zu
einer Erhohung der Reportergenaktivitét, moglicherweise Uber eine Stabiliserung des
Transkriptes.

3.5 Uberexpression deslangen EFG1-Transkriptes

3.2 kb Transknpt

A 2.1 kb Transkript

I >

2.1 kb Transkript p

i

2 x|

1 2
B SCAA S4D  SCAA C PCK1p::5’UTR/EFG1

5'UTR/EFG1»
EFGI»

ACTI >

Abbildung 16: Uberexpression der EFG1-Transkripte

Unter A werden schematisch die beiden PCK1p-Fusionen (1. pBT-50, 2: pBI-HAHYD) und die von ihnen
exprimierten Transkripte dargestellt. Die Northern-Analyse der EFG1-Transkripte (B) erfolgte im efgl-
Deletionsstamm HLC67. Die Uberexpression des langen Transkriptes wurde durch Induktion des PCK1-
Promotors in SCAA-Medium erreicht. In S4AD-Medium wird der PCK1-Promotor reprimiert und kein EFG1-
Transkript exprimiert. Die Uberexpression des kurzen Transkriptes erfolgte wiederum in SCAA (2). Die
Uberexpression des langen Transkriptes in Stamm CAI8 in SCAA-Medium fuhrt zur Ausbildung von
Pseudohyphen (C).
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Alle bisherigen Uberexpressionsexperimente mit EFG1 waren mit dem kurzen Transkript
ohne die 5UTR durchgefiihrt worden (Stoldt et al., 1997). Dabei entstand eine stark
elongierte pseudohyphale Wachstumsform. Um den Einflul? der 5 UTR auf die Bildung dieser
Pseudohyphen zu untersuchen, erfolgte eine Fusion des regulierbaren PCK1-Promotors an
den das lange EFG1-Transkript codierenden Bereich (pBT-50). Nach Transformation des
Plasmides pBT-50 in den Stamm CAI8 wurde bel alen Transformanten bei Induzierung des
PCK1-Promotors die Bildung von Pseudohyphen beobachtet (Abb. 16). Somit besitzt die
5 UTR weder einen aktivierenden noch einen inhibierenden Einflul? auf die Entwicklung von
Pseudohyphen.

3.6 LAC4-Fusionen der EFG1-Promotoren

Zur Analyse der Promotorfunktion der 5'-flankierenden Sequenzen von EFG1 wurde ein
3,2 kb Fragment stromaufwarts der in Abbildung 10 markierten BamHI-Schnittstelle sowohl
direkt als auch in Verbindung mit der 5 UTR an das Reportergen LAC4 fusioniert (Abb. 17).

A 4.3 Transkript

| 3.1 kb Tronskript

1: | EFGIp

g

1

B 1 WT 2 3 2 C
1

S’UTR/ILAC4 »

LACY »

Abbildung 17: LAC4-Fusionen der EFG1-Promotoren

Unter A ist schematisch die Fusion beider Promotoren gemeinsam an LAC4 (1: Plasmid pBT-25), die Fusion des
Nebenpromotors (hier mit 5’ UTR bezeichnet) an LAC4 (2: Plasmid pCL 76) und die Fusion des Hauptpromotors
(hier mit EFG1-Promotor bezeichnet) an LAC4 dargestellt. Diese Plasmide wurden zusammen mit dem Vektor
PAPE(2)/ADE in den Stamm CAI8 transformiert und die Zellen in S4AD-Medium angezogen. In einer Northern-
Analyse (B) wurde ein 4,3 kb grof3es LAC4-Transkript (1) und ein 3,1 kb grof3es LAC4-Transkript (1, 2, 3)
detektiert. Als Negativkontrolle wurde der Stamm SC5314 verwendet (WT). Die ribosomale RNA dokumentiert
als Mengenstandard gleiche RNA-Mengen (C).
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Die Fusion der gesamten Promotorregion mit Haupt- und Nebenpromotor an LAC4 (pBT-25)
fuhrte zur Expression zweier LAC4-Transkripte (Abb 17: Spur 1). Wahrend das kirzere
Transkript (3,1 kb) der GroRe des LAC4-ORF entspricht, beinhatet das lange LAC4-
Transkript (4,3 kb) die 5’ UTR von EFG1, da es ebenfalls mit einer Sonde aus der Region der
5'UTR nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Darlber hinaus zeigte die Fusion
des EFG1-Hauptpromotors (pBT-34) bel vergleichbaren RNA-Mengen (siehe C) ein deutlich
stérkeres Signa as die Fuson des EFGI1-Nebenpromotors (bzw. der 5’UTR) an LAC4
(pCL76), wodurch die verschiedenen Expressionsniveaus der beiden EFGI1-Transkripte
widergespiegelt werden (Abb. 5). Der EFG1-Nebenpromotor (BamHI bis ATG) auf Plasmid
pCL76 beinhaltet zwar den Transkriptionsstart des langen EFG1-Transkriptes, jedoch nicht
den entsprechenden Hauptpromotor (Abb. 10), so dal3 kein langes LAC4-Transkript (4,3 kb)
exprimiert wird. Die von Weide (1997) durchgefihrten Expressionsstudien beziehen sich
daher ausschliefdlich auf den EFG1-Nebenpromotor

3.7 Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors

Die Expression des langen EFG-Transkriptes unterliegt einer autoregulatorischen Repression.
Bei episomaler Uberexpression von EFG1 unter der Kontrolle des induzierbaren PCK1-
Promotors zeigt sich eine deutliche Abnahme des langen EFG1-Transkriptes (Sonneborn,
1999). Dieses Phdnomen wird in Abbildung 18 doku-

mentiert. In Spur 1 zeigt sich ausschliefdich die EFG1-
Expresson vom genomischen Locus detektiert, da der
PCK1-Promotor in S$SAD-Medium nahezu vollsténdig
reprimiert wird (Leuker et al., 1997). Es werden die zwel
zuvor beschriebenen EFG1-Transkripte (3,2 kb und
2,1kb) (Abb. 5) beobachtet. Die Induktion (bzw. De-
repression) des PCK1-Promotors in  SCAA-Medium
resultiert in ener deutlichen Zunahme des kurzen
Transkriptes (Spur 2), welches von dem Plasmid
PAPE(2)/ADE exprimiert wird (PCK1-Promotor ohne
5 UTR fusioniert an EFG1-ORF). Dieses wird von einem
nahezu volligen Verschwinden des genomischen langen
EFG1-Transkriptes begleitet. Bei einer EFG1-Uber-

" B FFG1

L] PCKIp::EFGI

ACTI

expresson wird somit die genomische Expression des
langen EFG1-Transkriptes reprimiert.

Zur Untersuchung der negativen EFGI1-Autoregulation
etablierte Weide (1997) en ,Zwe-Plasmid-System*, um
regulatorische Doméanen des EFG1-Nebenpromotors zu
identifizieren. Dabei werden in den C. albicans-Stamm
CAI8 zwei Plasmide transformiert (Abb. 19). Eines trégt
zur Uberexpresson von EFG1 eine Fusion des

Abbildung 18: Northern-Analyse der
EFG1-Autoregulation

Der Stamm CAI8 wurde mit dem
Plasmid pAPE(2)/ADE und dem
Leervektor pBT-3a transformiert und
in $4D (1) und SCAA (2) angezogen.
Als Mengenstandard dient das ACT1-
Transkript.

regulierbaren PCK1-Promotors an den EFG1-ORF, das zweite Plasmid beinhaltet die Fusion
des EFG1-Promotors oder Fragmente desselben an das Reportergen LAC4. Auf diese Weise
konnte fir den Nebenpromotor von EFG1 eine autoregulatorische Represson um den
Faktor 8 bestimmt werden (Weide, 1997). Dieser errechnet sich als Verhdltnis der EFG1p-
abhangigen LAC4-Expression in SAD-Medium (keine episomale EFG1-Expression) und in
SCAA-Medium (EFG1-Uberexpression)
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Abbildung 19: , Zwei-Plasmid-Modell“ der EFG1-Autoregulation

In den C. albicans-Stamm CAI8 werden zwei Plasmide transformiert. Das erste Plasmid beinhaltet eine Fusion
des PCK1-Promotors mit EFG1, das zweite Plasmid eine Fusion des EFG1-Promotors mit dem Reportergen
LACA4. In glukosehatigem Medium (S4D) wird der PCK1-Promotor reprimiert, so dal3 nur eine geringe
episomale EFG1-Expression (zusétzlich zur genomischen EFG1-Expression) erfolgt. Ein niedriger Efglp-
Spiegel vermittelt keine Repression des EFG1-Promotors, so daf3 unter seiner Kontrolle eine ungehinderte
Expression des Reportergens LAC4 stattfindet. In glukosefreiem Medium (SCAA) bewirkt die Derepression
bzw. Induktion des PCK1-Promotors eine Uberproduktion von Efglp. Durch den hohen Efglp-Spiegel erfolgt
eine Repression des EFG1-Promotors, die sich in einer verminderten Expression des Reportergens manifestiert.
Die autoregulatorische Repression berechnet sich als Quotient aus Aktivitdt des Reportergens ohne und mit
Uberproduktion von Efglp.
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3.7.1 Northern-Analyse der Autoregulation der EFG1-Promotoren

Mit dem ,Zwei-Plasmid-Systems* konnte bereits gezeigt werden, dal’ die Autoregulation des
Nebenpromotors auf Transkriptionsebene stattfindet. Daher sollte getestet werden, ob auch
die Abnahme des langen EFG1-Transkriptes bei EFG1-Uberexpression auf Transkriptions-

ebene reguliert wird (Abb. 18).
Die Fuson der gesamten
Promotorregion (Haupt- und
Nebenpromotor) an LAC4
flhrte zur Expression zweier
LACA4-Transkripte, so dal3 die
Repression beider Promotoren
gleichzeitig untersucht werden
konnte.

In Abbildung 20 zeigt sich bei
induzierter EFG1-Uber-
expression in SCAA-Medium
(Spur 2) im Vergleich zu
fehlender Uberexpression
(Spur 1) eine deutliche Ab-
nahme des langen LAC4-
Transkriptes (4,3 kb), welches
die 5UTR enthdt und unter
Kontrolle des EFGI1-Haupt-
promotors exprimiert  wird.
Die Menge des kleinen
Transkriptes nimmt dagegen
in geringerem Mal3e ab.

Die Kontrolle mit einem
Leervektor ohne EFG1- Uber-
expression (Spur 3, 4) zeigt fur
beide LAC4-Transkripte keine
Abnahme (Spur 4). Als
zusétzliche Kontrolle wurde

die  genomische PCK1-
Expresson  anaysiert. In

glukosefreiem  Medium  wird
mit und ohne Uberexpression
von EFG1 (Spur 2 und 4)
PCK1 exprimiert.  Somit
reprimiert die Uberproduktion
von Efglp nicht unspezifisch
die Transkription von Genen
(z.B. ACT1, PCK1), sondern
spezifisch die EFG1-Expression.

1

2 3 4

4,3 kb

LAC4
3,1 kb

ACTI

PCKI |

Abbildung 20: Northern-Analyse der Autoregulation im ,, Zwei-Plasmid-
System*

Die EFGlp-abhdngige LAC4-Expression bei episomaler EFGI1-
Uberexpression wurde analysiert. Der Stamm CAI8 wurde gleichzeitig
mit dem Plasmid pBT-25 (Fusion der gesamten EFG1-Promotorregion
an LAC4; Abb. 17) und mit dem Plasmid pAPE(2)/ADE zur EFGI-
Uberexpression (Spur 1 und 2) oder dem leeren Kontrollvektor pBT-4
(Spur 3 und 4) transformiert. Die Transformanten wurden in $4D (1, 3)
und SCAA (2, 4) angezogen. Das lange LACA4-Transkript (4,3kb) steht
unter Kontrolle des EFG1-Hauptpromotors, das kurze LAC4-Transkript
(3,1kb) steht unter Kontrolle des EFG1-Nebenpromotors. Zur Kontrolle
der Spezifitdt der EFGI1-Autoregulation wurde die ACT1- und die
PCK1-Expression analysiert. PCK1 wird durch Glukose reprimiert (1, 3)
und in glukosefreiem Medium induziert (2, 4).

Zusammenfassend wurde durch das ,, Zwei-Plasmid-System” bestétigt, dal3 die autoregulato-
rische Repression des genomischen EFG1-Locus bei Uberproduktion von Efglp (Abb. 18)
Uber die Aktivitdt des EFG1-Hauptpromotors vermittelt wird.
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3.7.2 Deletionsanalyse des EFG1-Hauptpromotors

Im ,Zwei-Plasmid-System® sinkt der LAC4-Transkriptspiegel bei EFGI-Uberexpression
(Abb. 20), so dal? angenommen werden kann, dal3 der EFG1-Hauptpromotor autoreguliert
wird. Dieses Phdnomen wurde durch Deletionsstudien in verschiedenen Testsystemen
charakterisiert.

3.7.2.1 LAC4 als episomal exprimiertes Reportergen

Im ,Zwei-Plasmid-System* kann die Kopiezahl der Plasmide schwanken. Um die Lac4p-
Aktivitdt zuverlassig bestimmen zu konnen, wurden die Transformanten auf X-Gal-Platten
auf eine ausreichende b-Galaktosidase-Aktivitét vorselektioniert. Nur solche Transformanten,
welche nach 3-4 Tagen eine Blaufarbung zeigten, kamen im Test der Autoregulation zum
Einsatz. Dieses Vorgehen ist berechtigt, da die autoregulatorischen Repressionswerte bei
Transformanten mit verschiedenen LAC4-Expressionswerten keine signifikanten Unter-
schiede zeigten (siehe Anhang ). Trotz der Vorselektion der Transformanten auf X-Gal-
Platten variieren die absoluten Werte der b-Galaktosidase-Aktivitét in SAD-Medium von 2,5
bis 0,0009 RLU/ng, in SCAA-Medium von 0,29 bis 0,00008 RLU/nyg, wobei die Repressions-
werte aber sehr ahnlich waren (Anhang ). Die Reportergenaktivitdt von Transformanten ohne
Blaufarbung war in den meisten Fallen nicht mehr im Enzymtest nachweisbar.

Es sollte getestet werden, ob die Deletion cis-regulatorischer Doméanen zu einer Abnahme der
autoregulatorischen Repression fuhrt. Um auszuschlief3en, dal? eine solche Abnahme aus einer
zufélig geringeren EFGI1-Uberexpression resultiert (variable Kopiezahl des Plasmides),
wurde (iber eine lange Induktionszeit des PCK1-Promotors (24 h) eine maximae Uber-
expression auf vergleichbarem Niveau angestrebt. Bel kirzerer Induktionszeit (8 h) wurde
lediglich eine ca. 2-3fache Repression des EFGI1-Hauptpromotors bestimmt (Daten nicht
gezeigt). Diese stellte jedoch sowohl aufgrund erheblicher Schwankungen als auch wegen des
niedrigen Repressionsniveaus keine ausreichende Basis fur die Deletionsanalyse dar. Das
Ausmal? der durch EFGI1-Uberexpression ausgeldsten Pseudohyphenbildung diente als
zusitzlicher , Gradmesser* der Efglp-Uberproduktion.

Zur Kontrolle der Spezifitét des Autoregulationsphanomens fur den EFG1-Promotor wurde
zusétzlich zur Analyse der PCK1-Expression (Abb. 20) der ACT1-Promotor in Fusion mit
dem Reportergen LAC4 im ,Zwei-Plasmid-Modell* getestet. Unter EFG1-Uberexpression
und der durch ihr verursachten Pseudohyphenbildung wurde keine Repression, sondern eine
konstante Aktivitét des ACT1-Promotors beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Deletionsanalyse des EFG1-Hauptpromotors im ,, Zwei-Plasmid-System”

Auf der linken Seite der Abbildung sind die verwendeten Promotorfragmente schematisch gezeigt, welche direkt
an LACA fusioniert wurden; auf der rechten Seite ist die korrespondierende autoregulatorische Repression im
Enzymtest gezeigt, welche anhand von mindestens drei verschiedenen Transformanten in unabhéngigen Tests
ermittelt wurde (Anhang 1). In der Mitte der Abbildung wird die Lage der Promotorfragmente am EFG1-Locus
verdeutlicht. Zusétzlich sind die Namen der verwendeten Reportergenplasmide am linken Rand vermerkt. Alle
Promotorfragmente reichen bis zur BamHI-Schnittstelle.

Der komplette EFGI1-Hauptpromotor (pBT-34) zeigte im ,Zwei-Plasmid-Model* eine
11,5fache Repression der b-Galaktosidase-Aktivitat bei Uberproduktion von Efglp (Abb. 21).
Die ersten dre Deletionen (pBT-61, pBT-62, pBT-63) dienten dazu, den fir die
Autoregulation essentiellen Bereich des Promotors einzuengen. Wahrend die beiden distalen
Deletionen (pBT-61, pBT-62) ene dem vollstdndigen Promotor vergleichbare
autoregulatorische Repression (9,9 +/- 2,9; 8,9 +/- 3,5) zeigten, fihrte die Deletion des
proximalen Bereiches (-2450 bis -1250; Die Zahlen beziehen sich auf das Startcodon ATG.),
welche auch die TATA-Box umfaldt, zu keiner mef3baren Reportergenaktivitét. Daim distalen
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Bereich (-4450 bhis -2450) keine funktionalen Regionen lokalisiert zu sein scheinen,
konzentrierten sich die weiteren Deletionsschritte auf den proximalen Bereich. Eine Deletion,
welche nur noch 721 bp stromaufwérts der zuvor erwdhnten BamHI-Schnittstelle enthalt
(pBT-60), wies dieselbe Repression auf (10,7 +/- 1,6) wie der gesamte Promotor in pBT-34.
Eine weitere Verkirzung des Promotors auf 313 bp (pBT-99) fuhrte ebenfals zu keiner
Veranderung der Autoregulation (12,4 +/- 2,8). Ein 167 bp-Fragment (pBT-68) zeigte eine
leicht reduzierte autoregulatorische Hemmung (8,6 +/- 4,0), welche jedoch nicht signifikant
von der Wildtyp-Repression (11,5 +/- 3,6) abwich. Die folgende Verkiirzung auf nur 99 bp
(pBT-107) verhielt sich dhnlich (13,4 +/- 9,6). Die absoluten Werte der Lac4p-Aktivitdt
waren bel alen Deletionen vergleichbar und zeigten keinen Einfluf auf die Repressionswerte.

pBT-09
I'TT ITGTTGG r'T 7 AT TRAR VAT
TP T PATTATTTATTTTTTTTT PGTART T
I EBT--EE .
ITATACCCTTTTTTTATARAARGTAGARCT TECTAARTACGTTTCTATCCETACTARATOTT
BT-107
TGAGTTATTC A A AR AT T AR TS AT AT T S CATACT ACEAACAGETAR
} EBT-IGS ) pBT-148/-14 TATA
TTTTTTTTTTTITTTTTTTTT TEEETGEEAGTAA AT AL AL AETABA AL TATL DD
hﬂﬂilii 5P
TARCATOCCARAARGEATCCARACCT TGO ARRAGEAARAA LT TATCR

Abbildung 22: Deletionen des EFG1-Hauptpromotors

Die durch Pfeile gekennzeichneten verkirzten Promotorfragmente (Angegeben sind die Plasmidnamen.) reichen
jeweils bis zur BamHI-Schnittstelle. Die Plasmide pBT-148/-149 enthalten eine Deletion der markierten 9 bp,
welche in das Plasmid pBT-68 eingefiigt wurde. Die beiden G-Nukleotide (grau unterlegt) vor der TATA-Box
wurden in T-Nukleotide im Plasmid pBT-34 mutagenisiert (pBT-120/-121). TSP kennzeichnet den Startpunkt des
langen EFG1-Transkriptes.

Die Verkirzung des Promotors auf nur noch 45 bp (pBT-108) hatte jedoch einen voll-
standigen Verlust der b-Galaktosidase-Aktivitét zur Folge. Obgleich dieses Fragment noch
die TATA-Box enthdt, konnte im Enzymtest keine Aktivitdt und damit auch keine
Repression gemessen werden. Unter ca. 150 Transformanten mit dem Plasmid pBT-108
konnte auch nach léngerer Lagerung bel 4°C keine b-Galaktosidase-Aktivitdt Uber eine
Blaufarbung der Kolonien nachgewiesen werden. Daher wurden enige Transformanten
zufdlig ausgewahlt und auf ihre Reportergenaktivitét im Enzymtest untersucht. Diese lag
jedoch unter der Nachweisgrenze.

Da ene weitere Verkirzung des Promotors nicht ohne vdlligen Verlust der
Reportergenaktivitdt mdglich war, erfolgten gezielte Deletionen bzw. Basenaustausche an
potentiellen Bindestellen aus dem Bereich unmittelbar vor der TATA-Box (Abb. 22). Weder
der G-T-Austausch auf den Plasmiden pBT-120/-121 (Repression: 17,2 +/- 5,6) noch die
9 bp-Deletion auf den Plasmiden pBT-148/-149 (Repression: 9,0 +/- 7,1) wiesen auf eine
autoregulatorische Funktion dieses Bereiches hin.

Zusammenfassend konnte mit dem ,,Zwei-Plasmid-Modell* der fur die Autoregulation des
EFG1-Hauptpromotors essentielle Bereich auf die 99 bp grofe Sequenz (pBT-107)
stromaufwarts der BamHI-Schnittstelle eingegrenzt werden. Eine weitere Eingrenzung (45 bp,
pBT-108) fuhrte zu einem Verlust der Reportergenaktivitat.
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3.7.2.2 LAC4 alsintegriertes Reportergen

Parallel zur Untersuchung der Autoregulation des Hauptpromotors im , Zwei-Plasmid-
Modell* sollten einige Deletionen auch integriert werden, um den Einfluld einer variablen
Kopiezahl des Reportergenplasmides auf die LAC4-Expression auszuschlief3en. Die Plasmide
pBT-34, pBT-68 und pBT-107 wurden zu diesem Zweck in der AR2-Sequenz (Cannon et al.,
1990) mit Pmll linearisert und zusammen mit dem EFG1-Uberexpressionsplasmid
PAPE(2)/ADE in den Stamm CAI8 transformiert. Die Integration der Reporterplasmide
wurde in einer Southern-Blot-Analyse untersucht. Die genomische DNA jewells vier
verschiedener Transformanten wurde mit Hpal/Bglll geschnitten und gleichzeitig mit einer
EFG1-Sonde und einer LAC4-Sonde analysiert (Abb. 23).

pBT-34 pBT-68 pBT-107
12345 12345 12345

35kbp B v v
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Abbildung 23: Southern-Analyse integrierter LAC4-Reporterplasmide

Die linearisierten Reporterplasmide wurden zusammen mit pAPE(2)/ADE in CAI8 transformiert und ihre
genomische DNA nach Restriktion mit Pmil mit einer EFG1-Sonde (1,3 kb Nhel/Bglll-Fragment aus
pUC19/EFG1) und einer LAC4-Sonde (1,2 kb Hpal/Bglll-Fragment aus pRS-LAC4) analysiert. In der ersten
Spur (1) ist als Kontrolle jeweils nur Plasmid-DNA aufgetragen. Die Spuren 2-5 enthalten die genomische DNA
(Hpal/Bglll) der Transformanten (siehe Text). Als GrolRenstandard diente EcoRI/HindlIl1 geschnittene | -DNA.

Mit der EFG1-Sonde werden zwei Signale detektiert. Die grof3ere Bande (2045 bp) resultiert
aus dem Uberexpressionsplasmid pAPE(2)/ADE, wahrend die kleinere Bande (1931 bp) das
genomische EFG1-Signal darstellt. Die zwel LAC4-Signale entstehen durch die Verwendung
von zwei Fragmenten ahnlicher Grof3e (1269 bp, ca. 1,2 kb) als LAC4-Sonde. Der Vergleich
der Signalintensitdt der LAC4-Signale unterschiedlicher Transformanten zeigt trotz ahnlich
starker EFG1-Signale z.T. erhebliche Unterschiede (z.B. pBT-34: Spur 3 und 4). Daraus kann
geschlossen werden, dal3 die Reporterplasmide nicht in alen Fallen in einer Kopie integriert
wurden. Sie kdnnten in mehreren Kopien integriert sein.

Der Ansatz der Integration der LAC4-Konstrukte Uber die Transformation in der ARS2-
Sequenz linearisierter Plasmide garantiert daher nicht, die Variabilitdt der Kopiezahl des
Reportergens zu vermeiden.
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3.7.2.3 RLUC alsintegriertes Reportergen

Die Minimierung des EFG1-Promotors auf 45 bp im Plasmid pBT-108 (Abb. 21) fihrte dazu,
daid keine LAC4-Aktivitat mehr nachweisbar war. Da jedoch die vollstandige Autoregulation
durch einen minimalen Promotor (99 bp) vermittelt wird (pBT-107) und fir die exakte
Identifizierung funktioneller Regionen weitere Deletionen unerl&dich sind, wurde das bereits
fur C. albicans etablierte Reportergen RLUC aus Renilla reniiformis fur weitergehende
Deletionen des minimalen EFG1-Promotors eingesetzt. Bel Integration einer Kopie von
RLUC in das Genom von C. albicans kann die Aktivitdt der kodierten Luziferase
luminometrisch nachgewiesen zu werden (Srikantha et al., 1996). Somit bot dieser Ansatz die
MOoglichkeit, sowohl die nicht ausreichende Aktivitst der von LAC4 Kkodierten
b-Galaktosidase as auch die variable Kopiezahl des Reportergens im ,,Zwei-Plasmid-Model I*

Der vollstandige EFG1-Hauptpromotor aus Plas-
mid pBT-34 sowie einige Deletionen wurden an 123
RLUC fusioniert und in einen Vektor ohne ARS it

Sequenz (p1367/1) kloniert. Nach Linearisierung
der Plasmide im EFG1-Promotor (Restriktion mit
Hpal) wurden sie transformiert und auf diese

Zu umgehen.

gen. P

Wi

-
Weise die Reportergenkonstrukte in den EFGI- W 45.1/49 kb
Promotor integriert. Die Uberprifung der *4‘2_ ;fh
Integration in den Stamm CAI8 wird an einem | fenP> 8088 45kb
Beispied in  Abbildung 24 gezeigt. Nach | int.b =
Restriktion der genomischen DNA mit Hindlll
erfolgte in Southern-Analysen die Detektion des .
integrierten EFG1-Promotors mit einer EFG1p- . 42,0/1,9 kb
Sonde ( 1199 bp HindllI-Fragment aus pBT-48). - 415kb
Bel der Integration des Plasmides pBT-150 & 413kb
bestétigte z.B. die Detektion eines 2863 bp- | gen. P>

Fragmentes die korrekte Integration der
Reportergenfusion (Abb. 24). Als urspringliches
genomisches Signd  wurden neben enem
erwarteten 1199 bp-Fragment zwe weitere
Signale (ca. 5,1 kb und 3,5 kb) detektiert, welche
jedoch auch im untransformierten Stamm CAI8
auftraten und daher den Hintergrund darstellen.

' 409 kb

PRIl Fsdll

115 bp

In die positiv getesteten Integranten wurde das
EFG1-Uberexpressionsplasmid ~ pAPE(2)/ADE
transformiert. Analog zum b-Galaktosidase-Test
erfolgte dann Uber die Messung der EFGlp-
abhéngigen Luziferase-Aktivitdt mit und ohne

EFG1-Uberexpresson ene  Anayse  der
autoregulatorischen Represson in mehreren

unabhangigen Transformanten.

Die exakte Position der getesteten Deletionen ist
in Abbildung 25 gekennzeichnet. Da fir die
Integration der Reportergenkonstrukte in den

HiredITL HiwdIl Hivadll HirdllT

1198 bp

a3 bp

Abbildung 24: Southern-Analyse der Integration
der RLUC-Fusionen

Neben zwei Integranten mit dem Plasmid
pBT-150 (1, 2) wurde der Stamm CAI8 (3)
analysiert (siehe Text). Die Fragmente des EFG1-
L ocus ohne und mit integriertem RLUC-Gen sind
schematisch dargestellt. Als Gréfenstandard
diente EcoRI/Hindll1-geschnittene | -DNA.
(EFG1p: EFG1-Hauptpromotor)

genomischen EFG1-Locus ein Tell des EFG1-Promotors bendtigt wird, reichen ale
Deletionen nur bis zur Xmnl-Schnittstelle (Abb. 25). Der 5-flankierende Bereich dieser
Position besitzt nach den Ergebnissen der LACA4-Deletionsanalyse (siehe 3.7.2.1) in der
Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors keine Funktion.
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Als Negativkontrolle der Luziferase-Aktivitét wurde der RLUC-ORF ohne Promotor auf
einem Plasmid (pBT-69) in den Stamm CAI4 transformiert. Alle untersuchten Transfor-
manten zeigten im Enzymtest keine Luziferase-Aktivitét (Daten nicht gezeigt).

e mec
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F '_'T"'"' TTETTETTEEARTCTCTT GAACRAGAARARACCCARAATACCACTARACACARART
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Abbildung 25: Deletionen des EFG1-Hauptpromotors im RLUC-Reportersystem

Zur Integration in den EFGI1-Locus wurden die Reporterkonstrukte im 5'-Bereich des Hauptpromotors
linearisiert (Hpal). Die Deletionen erfolgten nur im 3'-Bereich des Promotors. Sie reichen jeweils von den mit
den Plasmidnamen bezeichneten Pfeilen bis zu dem mit D markierten Pfeil (Xmnl-Schnittstelle). Die 13 bp-
Deletion des Plasmides pBT-157 wurde in das Plasmid pBT-153 eingefiigt. Zur Orientierung sind die BamHI-
Schnittstelle, welche die Grenze zwischen Haupt- und Nebenpromotor markiert, und der Transkriptions-
startpunkt (TSP) angezeigt. Im unteren Teil ist die mittlere autoregulatorische Repression der Promotor-
konstrukte angegeben (Einzeldaten in Anhang I1). Das Plasmid pBT-100 beinhaltet den vollstandigen EFG1-
Hauptpromotor. Die grau unterlegte Sequenz von der BamHI-Schnittstelle bis zum TSP ist nicht in den
Konstrukten enthalten. Zusétzlich ist die TATA-Box hervorgehoben.

Die Deetionen pBT-150 (10,1 +/- 6,2) und pBT-153 (8,1 +/- 3,7) zeigten eine dem
vollstdndigen EFG1-Promotor (pBT-100: 9,2 +/- 1,7) vergleichbare autoregulatorische
Repression (Abb. 25). Die Deletion pBT-156 fuhrte jedoch zu einer deutlich reduzierten
Efglp-abhangigen Repression der Luziferase-Aktivitét (3,3 +/- 1,4), so dal3 in dem deletierten
Bereich auf eine funktionelle Doméne der EFGI1-Autoregulation riickgeschlossen werden
kann. Eine Deletion, welche die TATA-Box einschliefdt (pBT-157), vermittelte ebenfalls noch
Luziferase-Aktivitét, allerdings keine autoregulatorische Repression (0,9 +/- 0,2).
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Zusammenfassend wurde die autoregul atorische Repression des EFG1-Hauptpromotors durch
eine 45 bp grol3e Promotorregion vermittelt. Nur die Deletion der TATA-Box-Region (13 bp-
Deletion in Plasmid pBT-157) fuhrte zu einem volligen Verlust der Autoregulation

3.7.3 Uberproduktion von Efglp-Varianten

Bei alen zuvor beschriebenen Experimenten erfolgte die Uberproduktion der Wildtypform
von Efglp. Bockmihl (2001) stellte zahlreiche Efglp-Varianten her und untersuchte die
Aktivierung von Efglp Uber Phosphorylierungen. Zwei dieser Varianten wurden im ,,Zwei-
Plasmid-Modell“ auch im Hinblick auf ihre Fahigkeit, eine autoregulatorische Repression des
EFG1-Hauptpromotors zu vermitteln, getestet. Die Austausche T206A, welcher eine nicht
phosphorylierbare Aminosdure (Alanin) an einer potentiellen PKA-Zielsequenz einfugt, und
T248E, welcher eine stdndig phosphorylierte Aminosdure (Glutamat) an einem konservierten
Threonin imitiert, wurden unter Kontrolle des PCK1-Promotors tberproduziert und die
reprimierende Wirkung auf den EFG1-Hauptpromotor (pBT-34) Uber die LAC4-Expression
bestimmt. Die Mutagenese von EFG1 erfolgte auf dem ADE2-Plasmid pAPE(2)/ADE.
Jaweils zwel unabhangige Klone (T206A: pBT-55A/B; T248E: pBT-140/-141) wurden
zusammen mit dem Reporterplasmid pBT-34 in den Stamm CAI8 transformiert und im
»Zwei-Plasmid-Modell* auf ihre autoregulatorische Funktion getestet (Abb. 26).

Repression
0 10 20
pAPE(2 ) AD E I ] 11,5+- 3.6 (WT)
pBT-35A4B I | 11,3 +-6,4 (T1064)
pBT-140/141 I ] 13,8 +-52 (T248E)

Abbildung 26: Autoregulatorische Repression durch Efglp-Varianten
Die autoregulatorische Repression bei Uberproduktion zweier Efglp-Varianten (T206A, T248E) wurde im
Vergleich zur Wildtypform (WT) von Efglp im LACA4-System bestimmt (Einzeldaten in Anhang 1).

Im Vergleich mit der Wildtypform von Efglp (11,5 +/- 3,6) zeigt sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der autoregulatorischen Repression (Abb. 26). Der Aktivierungs-
bzw. Phosphorylierungszustand an den Aminosaurepositionen 206 und 248 beeinflufi,
obgleich er in der Hypheninduktion essentiell ist (Bockmuhl, 2001), nicht die F&higkeit von
Efglp, die Aktivitét des EFG1-Hauptpromotors zu reprimieren.

3.7.4 Autoregulation in capl- und tupl-Mutanten

Der Transkriptionsfaktor Yaplp aus S cerevisiae gehort zur acht Mitglieder umfassenden
YAP-Genfamilie und ist in die oxidative Stressantwort involviert (Schnell et al., 1992). Diese
bZIP-Proteine wurden Uber die Bindung der Erkennungssequenz des humanen Proteins AP-1
identifiziert und benannt (Harshman et al., 1988). Von vier Mitgliedern der Y ap-Familie,
darunter Yaplp, ist bekannt, dal3 sie sehr effizient die Sequenz TTACTAA binden (Fernandes
et al., 1997). Im EFG1-Hauptpromotor befinden sich an Position —137 bis—131 (ATACTAT,
Gegenstrang) und —125 bis —119 (ATACTAC) relativ. zum Transkriptionsstart leicht
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modifizierte Bindemotive (Abb. 10). Eine potentielle Funktion des C. albicans-homologen
Proteins Capl (Alarco und Raymond, 1999) in der Autoregulation von EFGL1 sollte daher
untersucht werden, ebenso wie eine Beteiligung von Tuplp. Dieser generelle Repressor in
S cerevisiae fungiert in C. albicans als Repressor filamentdsen Wachstums, da eine tupl-
Mutante konstitutiv Pseudohyphen bildet (Braun und Johnson, 1997). Da Tuplp in
S. cerevisiae seine Repressorfunktion Uber die Interaktion mit dem DNA-bindenden Protein
Ssnbp ausiibt (Keleher et al., 1992), konnte aufgrund der grof3en Homologie ein dhnlicher
M echanismus der autoregul atorischen Repression von EFG1 zugrundeliegen.

Daher erfolgte in den Deletionsstammen DSY 1346 (capl/capl: Micheli, 2000) und BCa2-9
(tupl/tupl: Braun und Johnson, 1997) eine Northern-Anayse der EFG1-Autoregulation. Die
PCK1p::EFG1-Fusion wurde auf dem Plasmid pRC2312/PCK1p::HYD1 in beide Stamme
transformiert und die EFG1-Transkripte bei Repression (S4D) und Induktion (SCAA) des
PCK1-Promotors analysiert.

In beiden Mutanten

konnte die Repression
des EFC??- Lcus Cap 1 l HP 1

nachvollzogen werden
(Abb. 27).

Die  Uberexpression .

des kurzen EFGI- - -
Transkriptes (Spur 2, EFG] —v 312 kb e

4) hatte eine deutliche 5 1 kb ..
Abnahme (capl) bzw. ’

en villiges Ver-

schwinden (tupl) des

langen EFG1-Trans ACTI

kriptes zur Folge.

Dabei ist jedoch zu

beachten, da} ohne

EFG1-Uberexpression [Abpildung 27: Northern-Analyse der EFGL-Autoregulation in capl-/tupl-
im capl-Stamm (Spur | Stammen

1) das |ange EFG1- |In beide Stamme (DSY1346:capl; BCa2-9: tupl) wurde zur EFGI1-
Transkript, wie im Uberexpression das Plasmid pBI-HAHYD1 transformiert. Beide EFGI-
Wildtyp (Abb. 18) Transkripte wurden bei reprimierter Uberexpression in $4D (1, 3) und induzierter
) ' | Uberexpression in SCAA (2, 4) analysiert.

deutlich stérker expri-
miert wurde als das kurze Transkript, wahrend im tupl-Stamm (Spur 3) eine nahezu
gleichméfdige Verteilung beider Transkripte zu verzeichnen war. Hier wurde das kurze
Transkript im Vergleich mit dem Langen ungewohnlich stark exprimiert.

3.7.5 Autoregulation in sir2-Mutante

Die Deletion von SR2 beschleunigt den Wechsel zwischen verschiedenen Phanotypen in
C. albicans (Perez-Martin et al., 1999). Da Sir2p (slent information regulator) in
S cerevisae in mehrere , slencing‘-Phanomene, wie z.B. die ,tillen* Paarungstyploci,
involviert ist (Loo und Rine, 1994), wird fur Sir2p in C. albicans eine dhnliche regulatorische
Funktion in der Organisation der Chromatinstruktur diskutiert (Perez-Martin et al., 1999).
Inwiefern diese Mechanismen neben der Ausprégung verschiedener Phéanotypen auch die
Autoregulation des EFG1-Locus beeinflussen oder ihr zugrundeliegen, wurde in einer
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sir2-Mutante Uberprift. In den Stamm CMP7 (sir2/sir2) wurde eine Fusion des PCK1-
Promotors an EFG1 (pBI-HAHYD) transformiert und die genomische EFG1-Expression bei
episomaler Uberexpression von EFG1 ber den Transkriptspiegel analysiert (Abb. 28).

Eine mogliche Modifikation der Chromatinstruktur bestent in der Deacetylierung von
Histonen, deren Bedeutung fiur C. albicans vor kurzem anhand des Einflusses des
Deacetylaseinhibitors Trichostatin A auf den Phanotypwechsel beschrieben wurde (Klar
etal., 2001). Um ene Betelligung der Deacetylierung auf die EFG1-Autoregulation zu
evaluieren, wurde die genomische EFG1-Expression unter episomaler EFG1-Uberexpression
ebenfallsin Anwesenheit dieses Inhibitors untersucht (Abb. 28)

Die beiden Trans

formanten des sir2-
Stammes  (1./11.) WT
zeigten nur z.T. das L IL___ -TSA -TSA +TSA
erwartete  EFG1- S4D SCAA  S4D SCAA 84D SCAA SCAA
Expressionsmuster 1 2 3 4 2 6 i
(Abb.28).

Die
Transformante
zeigte ohne EFG1-
Uberexpression die
normale Vertellung
der  genomischen
EFG1-Transkripte
(Spur 1). Die Indu-
zierung des PCK1-
Promotors bzw. die

sir2

~ 3.2kb
EFGI1
2,1kb

erste

ACTI

Abbildung 28: Northern-Analyse der EFG1-Autoregulation in einer sir2-Mutante

episomale EFGI1-
Uberexpression
fuhrte jedoch nicht

Zwel unabhangige Transformanten (1./11.) des Stammes CMP7 (sir2/sir2) mit dem
Plasmid pBI-HAHYD (PCK1p::EFG1) wurden auf ihre EFG1-Expression sowohl in
PCK1p-reprimierendem Medium ($4D) as auch in induzierendem Medium (SCAA)

anaysiert. Zusétzlich wurde im Wildtypstamm CAI8, transformiert mit dem EFG1-
Uberexpressionsplasmid pAPE(2)/ADE, die Autoregulation mit (Spur 7) und ohne
Trichostatin A (Spur 6) untersucht. Der Inhibitor wurde in der Kultur in einer
Konzentration von 50nmg/ml eingesetzt. ACT1-mRNA dient als Mengenstandard.

wie erwartet zu
einer  Repression
des genomisch

exprimierten
langen EFGI1-Transkriptes, sondern dessen Menge blieb konstant (Spur 2). Die zweite
Transformante exprimierte jedoch unter Repression der episomalen EFG1-Expression vom
genomischen Locus beide EFG1-Transkripte in gleicher Menge (Spur 3), wohingegen die
induzierte episomale Uberexpression von EFGL in erwarteter Form die Expression des langen
Transkriptes reprimierte (Spur 4).

Im Wildtyp verursachte die Induktion der episomalen EFG1-Uberexpression sowohl mit
(Spur 7) als auch ohne Trichostatin A (Spur 6) eine deutliche Abschwéchung des genomisch
exprimierten langen EFG1-Transkriptes (Spur 5). Wahrend die Deletion von SR2 somit nur
in einer von zwel Transformanten die Expression und Autoregulation von EFG1 beeinflulite,
zeigte Trichostatin A as Deacetylase-Inhibitor, zumindest in der eingesetzten Konzentration
[50mg/ml], keine Wirkung auf die Efglp-vermittelte Repression des EFG1-Hauptpromotors.
Eine Beteiligung von Sir2p an der Autoregulation kann aufgrund der widerspriichlichen
EFG1-Expressionsmuster in den Transformanten des sir2-Stammes nicht eindeutig beurteilt
werden.
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3.8 Regulation der EFG1-Expression

Die Expression des Gens fur den Transkriptionsfaktors Efglp wird in erster Linie durch den
Promotor des langen EFGI1-Transkriptes reguliert. Neben seiner autoregulatorischen
Represson stand seine Aktivierung bzw. Reprimierung im  Verlaufe verschiedener
morphologischer Entwicklungsprogramme im Mittelpunkt des Interesses. Sowohl wahrend
der Hypheninduktion als auch im , white/lopaque’-Phanotypwechsel des Stammes WO-1
wurde die Promotoraktivitét bzw. der EFG1-Transkriptspiegel analysiert. Zusétzlich zu diesen
»hatlrlichen® Differenzierungsprozessen wurde die EFG1-Expression bel einer , artifiziellen®
Uberproduktion sowohl der beiden katalytischen Untereinheiten der ProteinkinaseA Tpki1p
und Tpk2p als auch des EFG1-Homologen Efhlp betrachtet. Zur Bestimmung der EFGI1-
Promotoraktivitét diente in alen Fallen das LAC4-Reportergensystem (pBT-34).

3.8.1 Hypheninduktion

Die Deletion von EFG1 reduziert in drastischem Ausmal? die Kompetenz von C. albicans zur
Ausbildung von Hyphen (Lo et al., 1997; Stoldt et al., 1997). Als mal3geblicher Regulator des
Dimorphismus wurde die Aktivitét des EFG1-Hauptpromotors bel der Induktion von Hyphen
durch Serum analysiert. Im Verlaufe der Hyphenbildung wurde bereits eine Abnahme des
grofRen EFGI1-Transkriptes beschrieben (Stoldt et al., 1997). Inwiefern diese Abnahme auf
einer reduzierten Aktivitdt des EFGI1-Promotors beruht, wurde unter Verwendung einer
LAC4-Reportergenfusion tberprift. Nach der Transformation des Plasmides pBT-34, welches
eine EFG1p::LAC4-Fusion beinhaltet, in den Stamm CAI4 erfolgte Uber die Bestimmung der
b-Galaktosidase-Aktivitdt eine indirekte Bestimmung der EFG1-Promotoraktivitét bel der
Hypheninduktion in Serum-
medium (Abb. 29). 00
Nach ca 80 min. war eine
vollstandige Hypheninduktion
erfolgt. Die b-Galaktosidase-
Aktivitdt zeigte jedoch im
gesamten  Induktionsprozef3
einen konstanten Verlauf. Die
unbekannte Halbwertszeit des
Lac4-Proteins stellt allerdings
bel RuUckschlissen auf die
EFG1-Promotoraktivitét einen &l =
;J;SChergggfﬁngtgz'mog? 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

wahrend der Hypheninduktion Zeit/min.

e 100

50

o Majueuaydiy

—— EFG 1p-Aktivitat
—— Hy phenbildung

rel. p -Gal-Aktivitat/ng

Eme konstante AktI.VItat zeigte, Abbildung 29: EFG1p-Aktivitét wahrend der Hypheninduktion

ann daher ohne e'r!e Ar_lalyse Uber einen Zeitraum von drei Stunden erfolgte die Induktion von
des LACA-Transkriptspiegels | Hyphen in 10% Serum. Der Hyphenanteil wurde mikroskopisch
nicht zweifelsfrei  beurteilt | ausgezahlt. Die Aktivitét des EFG1-Hauptpromotors wurde durch eine
werden. EFGI1p::LAC4-Fusion auf Plasmid pBT-34 in Stamm CAIl4 (ber die
luminometrische Messung der b-Galaktosidase-Aktivitét bestimmt.
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3.8.2 TPKU/TPK2-Uberexpression

Durch epistatische Untersuchungen und durch Mutagenese potentieller Phosphorylierungs-
stellen konnte Bockmihl (2001) zeigen, dal3 Efglp unterhalb von PKA in einem cAMP-
vermittelten Signalweg die Differenzierungsprozesse des Dimorphismus reguliert. Die EFG1-
Expression ist insofern unabhangig von Tpklp und Tpk2p, as dald in einer konditionalen
tpkl/tpk2-Mutante eine dem Wildtyp vergleichbare EFGI1-Expression beobachtet wurde
(Daten nicht gezeigt). Es sollte daher getestet werden, ob ein erhthter TPK1- oder TPK2-
Transkriptspiegel, wie e z.B. bei der Hypheninduktion auftritt, die EFG1-Expression

Abbildung 30: Northern-Anayse der EFGI-
Transkripte bei TPK1/TPK2-Uberexpression

Die Plasmide pBI-HisC.TPK1 und pBI/TPK mit
einer PCK1p-Fusion wurden in den Stamm CAl4
transformiert und die EFG1-Transkripte in S4D
(1, 3) und SCAA (2, 4) analysiert. ACT1-mRNA
diente als Mengenstandard.

verandert.
Transkripte  (Abb. 30), andererseits die | =
Bestimmung der EFGlp-Aktivitdt mittels des F EFG1
Reportergens LAC4 (Abb. 31). 4 g
Die Induktion des PCK1-Promotors in SCAA | = i L
und damit die Uberexpression von TPK1 oder

N o
im Vergleich zur Represson des PCK1-
Promotors in S4D (Spur 1 und 3). Obwohl der
ACT1-Standard unter induzierenden Bedingun- | =+ =
gen (Spur 2 und 4) ene geringfigig groRere |PCKIp::TPK2 PCK1Ip::TPK1
RNA-Menge anzeigte as unter reprimierenden
zeigte hingegen keine Veranderung durch
TPKL/TPK2-Uberexpression.
Da das Absinken des EFGI1-Transkriptspiegels
sowohl durch eine veringerte mRNA-Stabilitédt
als auch durch eine reduzierte EFG1-Promotoraktivitét verursacht werden kann, wurde mittels
plasmiden pBT-151 (TPK1) und pBT-152 (TPK2) in den C. albicans-Stamm CAI8 das
Reporterplasmid pBT-34 transformiert. Jewells vier unabhdngige Transformanten wurden
unter reprimierenden Bedingungen in SAD-Medium angezogen und anschlielend sechs
Stunden in SCAA-Medium die TPKL/TPK2-Uberexpression induziert (analog zur Anayse
der EFG1-Transkripte). Als Verhdtnis der b-Galaktosidase-Aktivitét unter Repression und

Unter einer PCK1p-vermittelten Uberexpression
efolgte enerseits die Andyse der EFGI1- 1 2 3 4
TPK2 (Abb. 30, Spur 2 und 4) fihrten zu einer

deutlichen Abnahme des EFG1-Hauptranskriptes

Bedingungen (Spur 1 und 3), sank der EFGI-

Transkriptspiegel. Das EFG1-Nebentranskript

einer LAC4-Fusion daher die Aktivitdt des EFGI1-Hauptpromotors in Abhangigkeit der
Uberexpression von TPK1 und TPK2 untersucht. Dazu wurde neben den Uberexpressions-
Induktion der Uberexpression von TPK1 bzw. TPK2 wurde die Repression der Aktivitat des
EFG1-Promotors bestimmt (Abb. 31).
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Repression
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Abbildung 31: Repression der EFG1p-Aktivitat bei Uberexpression von TPK1 und TPK2
Die mittlere Repression der EFG1p-Aktivitét (rot) wurde aus der Repression von jeweils vier unabhangigen
Transformanten (griin) berechnet (siehe Text). (Einzeldaten in Anhang I11)

Zusammenfassend fiihrte die episomale Uberexpression von TPK1 und TPK2 zu einer ca
sechsfach reduzierten Aktivitét des EFG1-Hauptpromotors (Abb. 31). Die Reduzierung des
EFG1-Transkriptspiegels durch Uberexpression von TPK1 und TPK2 resultierte somit nicht
aus einer verminderten Transkriptstabilitat, sondern aus einer Represson des EFGI1-
Hauptpromotors.

3.8.3 EFH1-Uberexpression

Die Béckerhefe S cerevisiae ist mit zwel Mitgliedern, PHD1 und SOK2, in der APSES
Genfamilie vertreten. Beide sind in antagonistischer Form in die Pseudohyphenbildung
involviert. Sowohl die Uberexpression von PHD1 as auch die Deletion von SOK2 haben ein
verstérktes filamentdses Wachstum zur Folge (Ward et al., 1995; Gimeno und Fink, 1994).
Vor kurzem gelang auch in C. albicans die Identifizierung eines zweiten APSES-Gens neben
EFG1, dessen Genprodukt auf Proteinebene im Bereich der APSES-Domane eine grof3e
Homologie zu den Ubrigen Mitgliedern dieser Genfamilie zeigt und mit EFH1 bezeichnet
wurde (Bockmuhl, 2001). Es ist wie EFG1 an der Regulation filamenttsen Wachstums in
C.albicans beteiligt, da seine Uberexpression pseudohyphales Wachstum verursacht
(Bockmiihl, 2001). Die Uberexpression von EFG1, welche ebenso einen Pseudohyphen-
Phanotyp zeigt, fuhrt zur Repression der EFG1-Promotoren (,, negative Autoregulation®; siehe
3.7). Daher wurde die Wirkung einer EFH1-Uberexpression auf die EFG1p-Aktivitat
analysiert.
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Mittels des ,Zwei-Plasmid-Systems® (Abb. 19) wurde anhand der LAC4-Expression der
Effekt einer PCK1p-vermittelten Uberexpression von EFH1 (pBT-145) auf die Aktivitét des
EFG1-Hauptpromotors in Plasmid pBT-34 beurteilt. Die b-Galaktosidase-Aktivitét von drei
verschiedenen Transformanten mit Reporter- und Uberexpressionsplasmid wurde sowohl
unter Repressions- ($4D) als auch Induktionsbedingungen (SCAA) der PCK1p::EFH1-
Expressionskassette bestimmt (Abb. 32).

Repression
Ly 20

i
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Abbildung 32: Repression der EFG1-Expression bei Uberproduktion von Efhlp
Die mittlere Repression der EFG1-Promotoraktivitdt (rot) wurde aus der Repression von drei unabhangigen
Transformanten (griin) berechnet (siehe Text). (Einzeldaten in Anhang V)

Die Uberproduktion des Efglp-Homologen Efhilp fihrte, wie die Uberproduktion von Efglp,
zu ener Represson der EFGI1-Promotoraktivitdt (Abb. 32). Diese Efhlp-abhangige
Repression (3,4 +/- 0,8) betrug ca. ein Drittel der negativen Autoregulation von EFG1
(Abb. 21: 11,5 +/- 3,6).

3.8.4 , White/opaque® -Phanotypwechsel

Der ,white/opaque”-Phanotypwechsel des Stammes WO-1 stellt neben dem Dimorphismus
von C. albicans eine weitere Form des reversiblen Wechsels zwischen zwei verschiedenen
Wachstumsformen dar. Wéhrend der ,,white*-Phanotyp sich durch eine rundlich bis ovale
Zdlform und eine ,normae* leicht erhobene weil3e Kolonieform auszeichnet, weist die
»opaque”-Form elongierte stdbchenformige Zellen und relativ glatte grauliche Kolonien auf
(Soll et al., 1993). ,Opaque‘-Zellen konnen lediglich bel 25°C relativ stabil, ohne einen
Phanotypwechsdl, kultiviert werden, ,, white”-Zellen sind hingegen auch bei 30°C stabil.

Da die Uberexpression von EFG1 im , opaque’-Phanotyp den Wechsdl zur ,white-Form in
erheblichen Ausmal} forciert (Sonneborn et al., 1999b), scheint dieser Transkriptionsfaktor im
Phanotypwechsel eine regulatorische Schltsselfunktion zu besitzen. Zur ndheren Unter-
suchung seiner Funktion erfolgte eine Northern-Anadyse des EFGI1-Haupttranskriptes im
Verlaufe einer bei 42°C induzierten ,Massenkonversion® vom ,opaque‘- zum ,white"-
Phanotyp (Abb. 33). Zuvor war nur im ,white*-Phénotyp das EFGI1-Haupttrankript
nachgewiesen worden, wahrend der ,opaque‘-Phanotyp keine EFGI1-Expression zeigte
(Sonneborn, 1999).
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Abbildung 33: EFG1-/EFH1-Transkriptanalyse bel einer ,, Massenkonversion von ,,opaque* zu ,, white"
»Opagque" -Zellen wurden bei 25°C angezogen. Durch einen Temperaturwechsel auf 42°C wurde der Phanotyp-
wechsel induziert. Die Analyse der Zellformen erfolgte mikroskopisch, die der Kolonieformen nach viertégigem
Wachstum von ausplattierten Zellen bei 25°C (A). Neben den Transkripten von EFG1 und EFH1 wurde das
Transkript von WH11 ds ,white"-spezifischem Gen detektiert. Das ACT1 diente als Mengenstandard. Aus der
Hauptkultur wurden stiindlich Proben entnommen (2-8 h). Nach 8 Stunden bei 42°C wurde die Hauptkultur
wieder bei 25°C inkubiert. Nach Wachstum fir vier Tage bei 25°C (4 d) erfolgte eine weitere Probenentnahme.
Eine reine ,, white"-Kultur nach Wachstum bei 25°C diente a's zusétzliche Kontrolle (w).
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Der Verlauf der Massenkonversion wurde einerseits tber die mikroskopische Kontrolle der
Zéellform in der Hauptkultur verfolgt (Abb. 33, A). Andererseits wurde zur Anayse der
Kolonieform zu den angegebenen Zeitpunkten (0-8 h) der Hauptkultur eine Probe enthommen
und in geeigneter Verdinnung (ca. 50-100 Zellen/Platte) ausplattiert und vier Tage bei 25°C
kultiviert. Zur Unterscheidung zwischen ,,opagque’- und ,, white*-Kolonien wurde den Platten
der Farbstoff Phloxin B (5 ng/ml) beigemischt, welcher ,opague”-Kolonien eine rdtliche
Farbung verleiht. Zusétzlich zu dieser optischen Unterscheidung erfolgte eine mikroskopische
Kontrolle der Zellform in den Kolonien.

Nach drel Stunden bei 42°C waren ca. 3 % der ,opagque’-Zellen auf einen Wechsel des
Phanotyps festgelegt, wahrend in der Hautkultur mikroskopisch noch keine ,white*-Zelen
nachgewiesen werden konnten (Abb. 33, A). Nach funf Stunden entwickelten 55 % der Zellen
eine ,white“-Kolonieform, obwohl nur 5 % der Zellen eine ,white*-Zellform aufwiesen.
Nach sieben Stunden ist der Antell der ,white"-Zellen in der Hauptkultur auf 30 %
angestiegen, der induzierte Wechsel zum ,white"-Phanotyp ist hingegen schon insoweit
abgeschlossen, als dal3 100% der Zellen ,,white"-Kolonien bildeten, wenn sie ausplattiert und
bei 25°C kultiviert wurden.

Die Anayse des EFG1-Haupttranskriptes zeigte im Verlauf der Massenkonversion (Abb. 33,
B) zu Beginn (0O h) im , opague’-Phanotyp ein kaum detektierbares Signal. Es konnte auf
einen minimalen Antell von ,,white*-Zellen in der , opaque’-Kultur zuriickgehen, wenngleich
auch die Analyse der Kolonieform zu diesem Zeitpunkt keine ,white“-Kolonien nachwies.
Dies kann alerdings mit der relativ niedrigen Koloniezahl (50-100) auf den Platten erklart
werden. Im ,opaque’-Phanotyp bel 25°C sollte keine Expression des EFGI1-Haupt-
transkriptes stattfinden (Sonneborn, 1999). Zwei Stunden nach dem Wechsel auf 42°C
erfolgte jedoch bereits eine Transkription von EFG1, obwohl noch keine , white*-Zellen in
der Hauptkultur nachweisbar waren. Im weiteren Verlauf (3-8 h) nahm die Menge des EFG1-
Transkriptes stetig zu (das schwéchere Signal nach 3 und 4 Stunden beruht vermutlich auf
einem mangelnden Transfer der RNA in diesem Bereich). Eine Expresson des , white"-
spezifischen Gen WH11 erfolgte im Gegensatz zu EFG1 nur nach vier Tagen Wachstum der
Hauptkultur bei 25°C (4 d) bzw. in der ,white"-Kontrolle (w). Zusammenfassend nahm in der
Phase, in der der Wechsel des Phéanotyps von ,,opaque* zu ,white* determiniert wird (2-7 h),
die EFG1-Expresson stetig zu, wahrend keine Expression des ,white"-spezifischen Gen
WH11 in diesem Zeitraum nachweisbar war. Somit reflektierte der EFG1-Transkriptspiegel
die Kompetenz der Zellen zum Phanotypwechsel, nicht nur den Endzustand.

3.9 EFH21-Expression im Phanotypwechsel

Aufgrund seiner Homologie zu Efglp sollte eine potentielle Funktion von Efhlp im
Phanotypwechsel untersucht werden. Daher wurde der EFH1-Transkriptspiegel im Verlauf
der Massenkonversion vom ,opaque‘- zum ,white*-Phanotyp anaysiert (Abb. 33, B).
Waéhrend zu Beginn in der reinen ,,opagque’-Kultur (0 h) keine EFH1-Transkription erfolgte,
wurden in einer reinen ,white"-Kultur (nach vier Tagen Wachstum der Hauptkultur bei 25 °C
(4 d) bzw. in der ,,white"-Kontrolle (w)) zwei EFH1-Transkripte nachgewiesen. Ein 2,5 kb-
und en 2,7 kb-Transkript wurden in nahezu vergleichbarer Menge exprimiert. ,, White"-
Zellen, welche den induzierten Wechsal von der ,,opague’-Form vollzogen haben, zeigten
nach vier Tagen Wachstum bel 25°C (4 d) jedoch eine leicht verstérkte Expression des
kleinen Transkriptes. Die Expresson von EFH1 wurde parald zur EFGI1-Expression
induziert. Nach drei Stunden (3 h) konnte das grofRere EFH1-Transkript detektiert werden.
Die Induktion der EFH1-Expression war gegentber der EFGI1-Induktion (2 h) leicht
verzogert. Die Menge des groflen EFH1-Transkriptes nahm bis zum Ende der
Massenkonversion (8 h) kaum zu.
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Zusammenfassend wurde die Expresson des groRen EFH1-Transkriptes (2,7 kb) im
Vergleich mit EFG1 wéhrend der Massenkonversion leicht verzogert induziert, wéhrend das
kleine EFHI1-Transkript (2,5 kb) paralel zum WH11-Transkript im ,white”-Phanotyp
gebildet wurde. Das Expressionsmuster der EFH1-Transkripte deutete auf eine Funktion von
Efhlp in der Regulation des Phasenwechsels von ,,opagque® zu ,,white".

Durch die Uberexpression von EFG1 im , opaque’ -Phanotyp konnte ebenso wie durch eine
Temperaturerhdbhung auf 42°C eine Massenkonverson zum ,white*-Phanotyp ausgel0st
werden (Sonneborn et al., 1999b). Ob Efhlp auch in dieser Hinsicht eine dhnliche Funktion
wie Efglp besitzt, sollte in einem shnlichen Uberexpressionsexperiment analysiert werden.
Dazu wurde in die , opaque’‘-Form des Stammes Red3/6, ein ade2-Derivat von WO-1, das
Plasmid pBT-145 (PCK1p:EFH1) und as Kontrolle das Plasmid pBT-44 (PCK1p)
transformiert. Vier unabhangige Transformanten (pBT-145) und ein Kontrollstamm (pBT-44)
wurden zwel Tage bel 25°C sowohl in SAD-Medium, zur Repression des PCK1-Promotors,
ds auch in SCAA-Medium, zur Induktion der EFH1-Uberexpression, angezogen. In
geeigneter Verdinnung (50-200 Kolonien/Platte) wurden anschlief3end die SAD-Kulturen auf
AD-Platten und die SCAA-Kulturen auf SCAA-Platten ausplattiert und bei 25°C inkubiert.
Zur leichteren visuellen Unterscheidung von ,,opagque’- und , white-Kolonien enthielten die
Patten den Farbstoff Phloxin B (5 mg/ml) zur selektiven Rotférbung von ,, opaque®-Kolonien.
Die Phéanotypen der Kolonien wurden zusétzlich durch mikroskopische Kontrolle der
Zdlform bestimmt.

Der Kontrollstamm (pBT-44: PCK1p) entwickelte unter reprimierenden (Abb. 34: C) sowie
induzierenden Bedingungen (D) reine , opague”-Kolonien. Dagegen bildeten Stamme mit der
PCK1p::EFH1-Fusion auf reprimierenden Medium ebenfals reine ,opague‘-Kolonien (A);
bei Induktion der EFH1-Uberexpression zeigten die Kolonien jedoch weiRe Sektoren (B).

PCKlip:.:EFHI

SCAA

Abbildung 34: Uberexpression von EFH1 im , opague” -Phanotyp des Stammes Red3/6

Die Transformanten mit dem Uberexpressionsplasmid pBT-145 (PCK1p::EFH1) (A, B) und der
Kontrollstamm mit dem Plasmid pBT-44 (PCK1p) (C, D) wurden auf $S4D (A, C) und SCAA
(B, D) ausplattiert. Nach Inkubation bei 25°C fir eine Woche erfolgte die Analyse des Phanotyps
der Kolonien. ,Opaque”-Zellen wurden mit dem Farbstoff Phloxin B selektiv angefarbt.
Aufgrund der héheren Koloniedichte auf den SAD-Platten falt die Rotfarbung der , opagque’-
Kolonien dort insgesamt etwas schwéacher aus.
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Die Zellen dieser Sektoren konnten nach mikroskopischer Kontrolle der Zellform dem
»white"-Phanotyp zugeordnet werden. Die episomale EFH1-Uberexpression forcierte somit
den Wechsal vom ,,opague”- zum ,,white* -Phanotyp.

Eine quantitative Analyse dieses
Effektes erfolgte durch Auszahlen
der homogenen ,, opaque”-Kolonien SCAA 4D

und der inhomogenen Kolonien mit pBT-44 (PCKl1p) 100 % 100 %
~white"-Sektoren. Auf reprimieren- | 1. pBT-145 (PCK1p::EFH1) {10% 100 %
dem Medium (S4D) erfolgte kein | 2 pBT-145 (PCK1p::EFH1) |60 % 100 %
Wechsel des Phanotyps (Tab. 2). | 3 pBT-145 (PCK1p:EFH1) [10% 100 %

Die Kontrolle (pBT-44: PCKlp) i "
behidt auch auf induzierendem 4. pBT-145 (PCK1p::EFH1) [2% 100 %

Medium die ,opaque‘-Form bel.

Der Antell reiner opaque’ - — - —
. . . e Tabelle 2: Quantitative Analyse der EFH1-Uberexpression in
Kolonien ging bel Uberexpression | q.m Red3ls

von E_FHl 6_‘Uf bis zu 2 % ZU_rUCk- Vier unabhéngige Transformanten mit dem Plamid pBT-145,
Kolonien mit den oben gezeigten |welches die Uberexpressionskassette beinhaltet, wurden auf
»White-Sektoren (Abb. 34) nahmen |induzierendem Medium (SCAA) und reprimierendem Medium

ainen Anteil zwischen 40-98 % ein ($4D) ausplattiert und der Anteil reiner ,opaque-Kolonien
" | bestimmt.

Zusammenfassend erhohte die episomale Uberexpression von EFH1 in alen untersuchten
Transformanten die Rate des Wechsels vom ,opagque’- zum ,white"-Phanotyp. In seiner
Fahigkeit, diesen Wechsel zu forcieren, zeigte Efh1p eine 8hnliche Kompetenz wie Efglp.

3.10 Regulation der TPKL/TPK2-Expression

Die Funktion des Transkriptionsfaktors Efglp in der Hyphenbildung von C. albicans wird in
einem cAMP-abhangigen Signalweg Uber die Proteinkinase A vermittelt (Bockmiihl, 2001).
Die beiden katalytischen Untereinheiten von PKA, Tpklp und Tpk2, bestzen dabei
unterschiedliche und z.T. redundante Funktionen. Als ein wesentlicher Unterschied zwischen
beiden Isoformen wurde festgestellt, dal3 die PKA-vermittelte Hyphenbildung auf festen
Medien hauptséchlich tber Tpklp, in flissigen Medien tUber Tpk2p reguliert wird (Bockmdihl,
2001). Eine direkte Phosphorylierung von Efglp durch Tpklp oder Tpk2p konnte jedoch
bisher nicht nachgewiesen werden. Die funktionellen Zusammenhénge zwischen PKA und
Efglp wurden einerseits Uber epistatische Untersuchungen, andererseits Uber die Mutation
potentieller Zielsequenzen in Efglp aufgeklért (Bockmuhl und Ernst, 2001). In dieser Arbeit
wurde die Represson des EFG1-Hauptpromotors durch Uberproduktion von Tpklp und
Tpk2p gezeigt (siehe 3.8.2). Uber die Northern-Analyse der TPK-Transkripte in einer efgl-
Mutante sollte daher untersucht werden, ob auch Efglp die Expression von TPK1 oder TPK2
beeinfluft.

Im Rahmen dieser Analyse wurde auch die TPK-Expression der konditionalen tpkl/tpk2-
Mutante M231 Uberprift. In dieser Mutante wurden beide TPK2-Allele und ein TPK1-Alld
disruptiert. Das andere TPK1-Alled wurde unter die Kontrolle des regulierbaren PCK1-
Promotors gestellt. Unter reprimierenden Bedingungen sollte nur ein minimaler TKP1-
Transkriptspiegel nachweisbar sein. Zusétzlich wurde der TPK-Transkriptspiegel bel PCK1p-
vermittelter Uberexpression von TPK1 und TPK2 analysiert.
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Abbildung 35: Northern-Analyse der TPK1- und TPK2-Expression

Die konditionale Mutante M231 wurde unter reprimierenden Bedingungen in S4AD-Medium
angezogen und ist mit tpk1/tpk2 gekennzeichnet (Spur 1, 5). Die Uberexpression von TPK1 (Spur 2)
und TPK2 (Spur 6) erfolgte im Stamm CAI4 nach Transformation mit den Plasmiden
pHIStag/C.TPK1 (PCK1p::TPK1) und pHIStag/C.TPK2 (PCK1p::TPK2) in induzierendem SCAA-
Medium. Der Wildtypstamm (WT) CAI4 (Spur 4, 9) und der efgl-Deletionstamm (efgl) HLC67
(Spur 3, 8) wurden in YPD-Medium angezogen. Zusétzlich wurden die TPK2-Transkripte des
Wildtypstammes SC5314 nach Wachstum in SAD-Medium analysiert (Spur 7). Die ribosomale RNA
diente al's Mengenstandard und zur GrélRenbestimmung der TPK-Transkripte (Daten nicht gezeigt).

Wahrend der TPK1-Locus nur in ein TPK1-Transkript mit einer ungeféhren Grof3e von 1,6 kb
transkribiert wurde (Abb. 35: Spur 3 und 4), erfolgte die genomische TPK2-Expression in
zwel Transkripte. Neben einem kleinen Transkript von ebenfalls 1,6 kb wurde ein grof3es
TPK2-Transkript von etwa 2,5 kb detektiert (Spur 7, 8 und 9). Die konditionale TPK-Mutante
M231 zeigte wie erwartet keine TPK2-Expression (Spur 5) und ein kaum zu detektierendes
TPK1-Transkript (Spur 1). Bei TPK1-Uberexpression wurde ein deutlich stérkeres Signal bei
ca. 2,6 kb nachgewiesen (Spur 2). Bei Uberexpression von TPK2 wurde neben den beiden
genomisch exprimierten TPK2-Transkripten (vgl. Spur 7) auch ein verstérktes Signa bel
2,6 kb detektiert, welches sich mit dem grof3en TPK2-Transkript Gberlagert (Spur 6).

Zwischen dem Wildtyp (CAl4) und der efgl-Deletion (HLC67) konnte kein Unterschied in
der Expression beider TPK-Isoformen nachgewiesen werden. Weder der Spiegel des TPK1-
Transkriptes (Spur 3 und 4) noch der der beiden TPK2-Transkripte (Spur 8 und 9) wies eine
signifikante Veranderung in beiden Stdmmen auf. Auch das Verhdtnis zwischen kleinem und
groRem TPK2-Transkript blieb konstant. Die Deletion von EFG1 beeinflul3te weder die
Expression von TPK1 noch von TPK2.
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4 Diskussion

C. albicans gilt als der bedeutendste Erreger von Pilzerkrankungen des Menschen. Seine
stetig wachsende Bedeutung verdankt er der zunehmenden Zahl prédisponierter Personen.
Eine Immunsuppression des Wirtes erméglicht es dem harmlosen Kommensalen, seine
pathogenen Eigenschaften zu entwickeln. Das pathogene Potential von C. albicans basiert in
Anpassung an seine verschiedenen Habitate auf einem komplexen Zusammenspiel zahlreicher
Virulenzfaktoren. Neben der Adhésion an Epi- und Endothelien des Wirtes Uber spezielle
Oberflachenproteine (Adhasine), der Sekretion proteo- und lipolytischer Enzyme und
verschiedenen Phanotypwechseln wird dem Dimorphismus von C. albicans eine zentrale
Bedeutung beigemessen. Der reversible Wechsel zwischen einzelligem Hefewachstum und
der Ausbildung von Filamenten wird insofern as Virulenzfaktor angesehen, als dal3 die
Hefeform der schnellen Vermehrung und der Verbreitung Uber den Blutkreidlauf dient,
wahrend Hyphen ein grofReres Adhdsionsvermdgen zeigen und die Invasion in Wirtsgewebe
vermitteln (Calderone und Braun, 1991). Klinische Isolate weisen stets beide Wachstums-
formen auf, wobel die Filamente von C. albicans aufgrund ihrer Genese in echte Hyphen und
Pseudohyphen unterteilt werden. Chlamydosporen gelten hingegen als Uberdauerungsstadium
(Odds, 1988).

Als essentieller Regulator der Morphogenese von C. albicans ist das APSES-Protein Efglp an
der Steuerung dieser Entwicklungsprozesse auf molekularer Ebene beteiligt. Seine
Uberexpression fiihrt zur Ausbildung von Pseudohyphen, seine Deletion zu einem nahezu
vollstdndigen Verlust der Hyphen- wie der Chlamydosporenbildung (Stoldt et al., 1997; Lo
et al.,, 1997; Sonneborn et al., 1999a). In einem cAMP-abhdngigen Signalweg reguliert der
Transkriptionsfaktor Efglp unterhalb der Proteinkinase A die Expression bisher noch nicht
bekannter Zielgene (Ernst, 2000a, b). Die Regulation seiner eigenen Expression stand im
Mittelpunkt dieser Arbeit. Die Bestimmung des Transkriptionsstartes des langen EFGI-
Transkriptes fuhrte zur Identifizierung des EFG1-Hauptpromotors. Nach der Sequenzierung
folgte Uber die Fuson mit verschiedenen Reportergenen die Analyse seiner Regulation in
verschiedenen von Efglp gesteuerten Prozessen. Die reprimierende Funktion von Efglp
wurde am Phanomen der negativen Autoregulation von EFG1 untersucht. Uber eine
Deletionsanalyse gelang die Identifizierung der diesen Prozef3 vermittelnden funktionellen
Domédne im EFGI1-Promotor. Eine Beteilligung von Efglp an der Regulation des
» white/opague’ -Phanotypwechsels konnte durch die Analyse des EFGI-Transkriptspiegels
bestdtigt werden. Die Uberexpression von EFH1 deutet auf eine dhnliche Funktion des
zweiten APSES-Proteins in diesem Prozef3. Ferner lieferten Untersuchungen des TPKL/TPK2-
Transkriptspiegel sowie Uberexpressionsexperimente von TPK1 und TPK2 weitere Hinweise
auf den postulierten funktionellen Zusammenhang von PKA und Efglp in einem
gemeinsamen cAMP-abhéngigen Signaweg.

4.1 Bestimmungder EFG1-Transkriptionsstartpunkte

Aufgrund der Diskrepanz zwischen der Grof3e des offenen Leserahmens von EFG1 (1,6 kb)
und der Grole des EFGI1-Transkriptes (3,2 kb) erfolgte am Beginn dieser Arbeit die
Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte von EFGL.

Basierend auf der Bestimmung eines EFG1-Transkriptionstartpunktes von Stoldt (1995) an
Position —35 verwendete Weide (1998) ein 1200 bp grofies 5 -flankierendes Fragment des
offenen Leserahmens von EFG1 zur Charakteriserung des EFG1-Promotors. Wie in dieser
Arbeit gezeigt wurde, handelt es sich dabei jedoch um den Promotor eines kurzen, bis dahin
nicht detektierten EFG1-Transkriptes.
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4.1.1 Der EFGI1-Locus generiert ein 3,2 kb Haupttranskript und ein 2,1 kb
Nebentranskript

Die Northern-Analyse der EFG1-Expresson im Wildtypstamm SC5314 zeigte die
Transkription des EFGI1-Locus in zwe Transkripte. Neben dem beschriebenen
Haupttranskript von EFG1 mit einer Grof3e von ca. 3,2 kb (Stoldt, 1995; Sonneborn, 1999)
gelang die Detektion eines deutlich schwacher exprimierten kurzen EFG1-Transkriptes von
ca. 2,1 kb (Abb. 5). Das Mengenverhdtnis zwischen langem und kurzem Transkript konnte
anhand der Signalstarke auf 20-30 zu 1 geschétzt werden. Im Verlauf dieser Arbeit wurden
die EFG1-Transkripte in einem anderen C. albicans-Stamm beschrieben (Srikantha et al.,
2000). Der Stamm WO-1 mit seinen beiden Phanotypen ,white“ und , opaque® wies eine
phasenspezifisch getrennte Expression der beiden EFG1-Transkripte auf, wahrend im Stamm
SC5314 beide Transkripte zusammen auftraten. Die ,white“-Form zeigte, wie bereits von
Sonneborn (1999) beschrieben, nur ein langes Transkript (3,2 kb), wahrend in der ,, opagque’ -
Form nur ein kurzes EFG1-Transkript (2,2 kb) nachgewiesen wurde. Das Verhdtnis zwischen
beiden Transkripten wurde hier mit 20 zu 1 angegeben. Der Startpunkt des kurzen
Transkriptes liegt an Position -165 (Srikantha et al., 2000). Aufgrund des relativ grof3en
Unterschiedes zu dem von Stoldt (1995) bestimmten Startpunkt an Position -35 wurde mittels
5'RACE erneut der Start des kurzen EFG1-Transkriptes bestimmt (siehe 3.2.3). Der ermittelte
Start an Position -73 liegt 47 bp stromabwarts einer TATA-Box (Abb. 8). Zusammen mit dem
offenen Leserahmen von EFG1 (1656 bp) und der 3'UTR (412 bp, M. Gerards, pers.
Mittellung) ergibt sich fur das kurze EFG1-Transkript eine Grof3e von 2141 bp. Die Differenz
zum Transkript der ,opaque‘-Form (2,2kb) kann auf dem unterschiedlichen Stamm-
hintergrund beruhen.

Der Startpunkt des langen EFG1-Transkriptes wurde mittels 5’ RACE an Position -1169
bestimmt und weicht nur eine Base von dem von Srikantha et al. (2000) in der , white"-Form
des Stammes WO-1 beschriebenen ab. Dieser Startpunkt liegt aber aufgrund von
Sequenzunterschieden an Position -1173. Die Unterschiede in der Sequenz des EFG1-Locus
zeigen sich dartber hinaus auch in der Gréf3e der 3 UTR (WO-1: 407 bp). Sogar der ORF von
EFG1 ist mit 1662 bp (554 AS) sechs Basen grof3er as der zuvor beschriebene mit 1656 bp
(552 AS; Stoldt et al., 1997).

Das lange EFG1-Transkript umfalét in der Summe von 5 UTR (1169 bp), ORF (1656 bp) und
3'UTR (412 bp) insgesamt 3237 bp und bestétigt die Northern-Analysen (Abb. 36).

grolles Transkript (3,2 kb)

kleimes Transkript (2,1 kb)

I >

EFGIp

4448 -1169 - 73 1656 2068

Abb. 36: Transkription des EFG1-Locus

Der Startpunkt des kurzen Transkriptes liegt an Position -73, der des langen Transkriptes an Position -1169.
Beide Transkripte beinhalten eine 3'UTR von 412 bp. Da Weide fir die Untersuchungen des Promotors des
kurzen Transkriptes ein Fragment von -1200 (BamHI) bis -1 verwendete, wurde zur Analyse des Promotors des
langen Transkriptes (EFG1p) der 5 -flankierende Bereich bis -4448 (Bglll) eingesetzt. Die Region der 5 UTR
des langen Transkriptes stellt somit gleichzeitig nahezu den gesamten Promotor des kurzen EFG1-Transkriptes
dar.
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4.1.2 Daslange EFG1-Transkript enthalt eine 1,2 kb groRe 5 UTR

Durch die Bestimmung des Startpunktes des langen EFGI1-Transkriptes an Position -1169
gelang die Aufklarung der GroRendifferenz zwischen dem Haupttranskript (3,2 kb) und dem
ORF von EFG1 (1,6 kb). Die beiden Transkripte von StuA, welches ein APSES-Protein in
Aspergillus nidulans codiert (Miller et al., 1992), enthalten vergleichbar ausgedehnte
5'-untrangdlatierte Regionen (stuAa: 1088 bp; stuAb: 1221 bp). Im Vergleich mit S, cerevisiae
besitzt das Transkript des G;-Cyclins CLN3 mit 864 bp die grofie 5 UTR (Polymenis und
Schmidt, 1997). Eine ebenfals ausgedehnte 5 UTR enthalten die Transkripte des
Trankriptionsfaktors GCN4 mit 591 bp und der Proteinkinase Sch9 mit ca. 600 bp (Muller und
Hinnebusch, 1986; Blas et al., 1993). Die 5 -untrandatierten Regionen der Transkripte der
beiden in die Stressantwort involvierten Transkriptionsfaktoren YAP1 und YAP2 umfassen
lediglich 164 bp bzw. 157 bp (Moye-Rowley et al., 1989; Bossier et al., 1993). Sie enthalten
jedoch ebenso wie die zuvor aufgefihrten Transkripte kleine offene Leserahmen, die als
UORF (,upstream open reading frame") bezeichnet werden. Die 5’UTR von YAP1 enthalt
einen UORF von 7 Codons, YAP2 dagegen zwei UORFs mit 6 bzw. 23 Codons. Die Grole
dieser uORFs reicht von vier Codons (CLN3) bis zu 55 Codons (SCH9). Die Funktion dieser
UORFs in der posttranskriptionellen Kontrolle der Genexpression wurde am Regulator der
Aminosiuresynthese von S cerevisae GCN4 detailliert untersucht. Die regulatorische
Funktion seiner vier uUORFs mit einer Grof3e von 3 bis 4 Codons wird im Zusammenhang mit
der Funktion der 5’UTR von EFG1 in Abschnitt 4.3.1 diskutiert. Die 5 UTR des langen
EFG1-Transkriptes beinhaltet distal an Position -1074 bis -1060 ebenfalls einen uORF, der
mit 6 Codons eine typische Grof3e besitzt (5-ATG AAA ATA GAA TAG-3'). Die mRNA
mehrerer hundert Gene von S. cerevisiae wie von Saugern besitzt solche uORFs (Vilela et al.,
1998; Kozak, 1991). Da gerade Transkriptionsfaktoren als zentrale Regulationsproteine
besonders haufig vertreten sind, kénnte auch die Expression des Transkriptionsfaktors Efglp
posttranskriptionell reguliert sein (siehe 4.3.1).

4.2 Sequenz des EFG1-Hauptpromotors

Als Promotor des langen EFG1-Transkriptes (EFG1p) wurde in dieser Arbeit ein 3,2 kb
grof3es Bglll/BamHI-Fragment von Plasmid p607/2 verwendet. Dieses enthélt den durch die
Verstérkung der Pseudohyphenbildung in S. cerevisiae isolierten EFG1-Klon des C. albicans-
Stammes ATCC10231. Die Sequenz des EFGI1-Promotors geht somit auf den Stamm
ATCC10231 zuriick, wahrend fir die Sequenzierung des C. albicans-Genomes der Stamm
SC5314 verwendet wurde (http://www-sequence.stanford.edu/group/candida/). Die Sequenz
der gesamten 5'-flankierenden Region von EFG1 weicht in 63 von 4448 bp von der
Genomsequenz von SC5314 ab. Drel abweichende Nukleotide liegen in der TATA-Box-
Region des EFG1-Hauptpromotors (Abb. 10).

4.2.1 Der 5 -flankierende Bereich von EFG1 stellt eine grol3e intergenische
Region dar

Wenn man die Sequenz des EFGI1-Locus von ATCC10231 Uber die Bglll-Schnittstelle
(-4448) hinaus mit der Sequenz von SC5314 erganzt (CONTIG 4-2908), enthdlt die
5 -flankierende Region von EFG1 Uber einen Bereich von ca. 10 kb keine offenen
Leserahmen. Der erste ORF (grof3er als 100 AS) codiert ein Protein von 331 Aminosduren
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(ARF98). Die funf grofdten offenen Leserahmen unterhalb von 100 Aminosduren innerhalb
dieser Region codieren fur Proteine mit einer berechneten Grélde von 83 AS, 82 AS, 72 AS,
68 AS und 65 AS. Somit umfal’dt der 5 -flankierende Bereich von EFGL1 eine intergenische
Region von 10 kb. In S cerevisiae stellt die 5 -flankierende Region von FLO11 mit 3,6 kb
bisher die grofe beschriebene intergenische Region dar (Rupp et al.,, 1999). Als
Oberflachenprotein ist Flollp an der Ausprégung des filamentésen Wachstums von
S cerevisiae beteiligt, wobel in seinem ausgedehnten und komplexen Promotor sowohl
Signale der MAPK-Kaskade as auch des cAMP-abhéngigen Weges integriert werden. Die
zehn grofden intergenischen Regionen in S cerevisiae werden von zwel weiteren an
Entwicklunsprozessen beteiligte Genen 3'-flankiert. Die Grof3e des HO-Promotors (3082 bp)
sowie des IME1-Promotors (2652 bp) deuten ebenfals auf eine komplexe Steuerung ihrer
Expression im Paarunstypwechsel bzw. der Meiose.

Die Grof3e der intergenischen 5'-flankierenden Region von EFG1 bzw. des EFG1-Promotors
bietet die Moglichkeit fur eine dhnlich komplexe Regulation der Expression dieses zentralen
Regulators der Morphogenese von C. albicans. Funktionelle Doméanen und potentielle
Bindemotive des EFGI1-Promotors werden im Zusammenhang mit der Autoregulation
diskutiert (siehe 4.5).

4.3 Funktion der 5 UTR deslangen EFG1-Transkriptes

Die 5-untrandatierte Region enes Transkriptes kann auf verschiedene Arten an der
posttranskriptionalen  Kontrolle der Genexpresson beteiligt sein.  Neben der
Transkriptstabilitét wird vor alem die Trandationseffizienz des Transkriptes von der Sequenz
bzw. der Sekundérstruktur einer 5UTR beeinflul® (McCarthy, 1998). Wenngleich der
CAP-Struktur am 5'-Ende einer mRNA als Schutz vor 5'-Exonukleaseaktivitét die grofdte
Bedeutung fur die Stabilitdt beigemessen wird, so wurden auch Haarnadelstrukturen und
Poly(G)-Sequenzen in 5 -untrandatierten Regionen als Stabilitdtsdeterminanten eines
Transkriptes beschrieben (Sagliocco et al., 1994; Vega Laso et al., 1993).

Auch RNA-bindende Proteine wie z.B. Publp regulieren den Abbau der mRNA (Stripecke
et al., 1994, Ruiz-Echevarria und Peltz, 2000). Die Regulation auf Translationsebene wird u.a
durch kurze offene Leserahmen (UORF) in der 5UTR vermittelt. Die Expression des
Transkriptionsfaktors GCN4 von S. cerevisiae wird durch vier uORFs trandational reguliert
(McCarthy, 1998). Wahrend uORF2 und uORF3 nicht essentiell fir die Regulation sind,
kommt uORF1 und uORF4 eine besondere Bedeutung zu. Die Initiation, Termination und
Reinitiation der Trandation wird sowohl durch die Sequenz der uUORFs als auch durch ihren
relativen Abstand zueinander reguliert. Auch die flankierenden Sequenzen von uORF1 und
UORF4 beeinflussen aufgrund ihres A/U-Gehaltes bzw. G/C-Gehdltes die Reinitiationsrate
und damit die Trandation des offenen Leserahmens von GCN4. Ein weiteres Beispiel der
trandationalen Kontrolle durch UORFs stellen die beiden an der oxidativen Stressanwort
beteiligten Transkriptionsfaktoren YAP1 und YAP2 von S cerevisiae dar (Vilela et al., 1998).
Waéhrend der uORF von YAPL die Trandation des stromabwarts gelegenen ORF von YAP1
durch Reinitiation ermdglicht, wird die Trandation von YAP2 durch seine uORFs effizient
blockiert. Zusétzlich zur Termination der Trandation an den uORFs wird der Abbau des
YAP2-Transkriptes beschleunigt. Demgegeniiber wurde eine aktivierende Funktion des ersten
UORFs auf die Trandlation des stuAa-Transkriptes beschrieben (Wu und Miller, 1997).

Die im folgenden Abschnitt diskutierte regulatorische Funktion der 5UTR des langen
EFG1-Transkriptes in der seruminduzierten Hyphenbildung von C. albicans konnte auf einer
ahnlichen posttranskriptionalen Kontrolle der EFG1-Expression basieren, da die Abnahme
des EFG1-Transkriptspiegels wahrend der Hypheninduktion (Stoldt, 1995) nicht auf eine
reduzierte Aktivitdt des EFG1-Hauptpromotors zuriickgefiihrt werden kann (siehe 4.6.1).



Diskussion 62

4.3.1 5 UTR-Déeetionsstamme zeigen Defekte im Hyphenwachstum

Um die potentielle Funktion der 5 UTR des langen EFG1-Transkriptes zu identifizieren,
wurde die entsprechende Region am EFGI1-Locus in mehreren Stdmmen deletiert.
Heterozygote Mutanten (BT1.1/1.2; BT2.1/2.2) zeigen keinen Defekt in der seruminduzierten
Hyphenbildung (3.4.3), da sie Uber ein intaktes EFG1-Allel verfigen (Stoldt et al., 1997; Lo
et al., 1997). Die Fahigkeit, auf festem Serummedium Hyphen zu bilden, ist bei homozygoten
Mutanten (BT3.1/3.2; BT4.1/4.2) hingegen deutlich eingeschrankt. Den starksten Phanotyp
zeigen die Stamme BT5.1/5.2, da in ihnen neben der kompletten Deletion eines EFG1-Alles
durch die Deletion von CPH1 ene aternative Hypheninduktion tber den MAPK-Weg
blockiert ist. Alle Mutanten, die ausschliefdlich EFG1-Transkripte ohne 5 UTR exprimieren,
weisen einen extrem starken Defekt in der Hyphenbildung auf, der an den Phanotyp von efgl-
Mutanten erinnert. Es erschien moglich, dal? in den 5 UTR-Mutanten keine EFG1-Expression
stattfindet. Da die Transkription des mutierten EFG1-Locus eindeutig nachgewiesen wurde
(siehe 3.4.2), konnte ein die Trandation inhibierender Einflu® der FRT-Sequenz am distalen
Ende der verkirzten EFG1-Transkripte vermutet werden (siehe 3.4.4). In einem indirekten
Ansatz Uber die Expression des Reportergens RLUC, zeigte sich jedoch, dal3 die potentielle
Haarnadelstruktur der durch die Deletionsmethode eingefiigten FRT-Sequenz keine
inhibierende sondern eine aktivierende Wirkung auf die Expression des Reportergens austibt
(siehe 3.4.4). Die im Vergleich mit eéinem Reportergenkonstrukt ohne FRT-Sequenz erhthte
Luziferase-Aktivitét eines Konstruktes mit FRT-Sequenz, kann mit einer Stabilisierung des
Transkriptes erklért werden. Die Transkriptanalyse in den heterozygoten 5 UTR-Mutanten
zeigt im Vergleich mit dem langen EFG1-Transkript einen deutlich hoheren Spiegel des
kurzen EFG1-Transkriptes (Abb. 12). Da beide Transkripte unter der Kontrolle des EFG1-
Hauptpromotors exprimiert werden, basiert die Differenz in den Transkriptspiegeln
vermutlich auf einer durch die FRT-Sequenz bzw. ihrer Haarnadelstruktur verénderten
Transkriptstabilitét. Eine Stabiliserung durch die Einfigung einer Haarnadelstruktur in die
5 UTR wurde bereits fir eine Luziferase-mRNA beschrieben (Linz et al., 1997). Obgleich die
Stabilisierung des verkirzten EFG1-Transkriptes nicht direkt auf die RLUC-mRNA
Ubertragen werden kann, korreliert das Verhdtnis der Reportergenaktivitdten der beiden
Konstrukte von 1 zu 10 relativ gut mit dem Mengenverhdtnis der beiden Transkripte in den
heterozygoten 5 UTR-Mutanten (siehe 3.4.2). Aus dem Kontrollansatz 18/% sich somit
ableiten, dal3 eine effiziente Trandation des verkirzten EFG1-Transkriptes in den 5 UTR-
Mutanten stattfindet. Ihr Phanotyp beruht daher nicht auf einem totalen Verlust der EFG1-
Expression, sondern auf der Deletion der 5’ UTR.

Eine essentielle Funktion der 5’UTR fir die durch Efglp vermittelte Hyphenbildung steht
alerdings im Widerspruch zur Komplementation des Hyphendefektes von efgl-Mutanten
durch eine PCK1p::EFG1-Fusion, in der die 5 UTR fehlt (Sonneborn, 1999; Bockmihl,
2001). Die fehlende regulatorische Funktion der 5’UTR in der PCKl1p-Fusion wird
moglicherweise durch die starke Induktion des PCK1-Promotors durch die Hyphen-
induktionsmedien d.h. eine erhohte EFG1-Expression kompensiert. Sollte die Funktion der
5UTR in der Vemittlung einer effizienten Trandation des langen EFGI1-Transkriptes
bestehen, konnte die potentiell geringere Trandationsrate eines EFG1-Transkriptes ohne
5 UTR durch einen PCK1p-vermittelten, hoheren Transkriptspiegel ausgeglichen werden.
Ohne eine Anayse des EFG1-Transkriptspiegels kann eine die fehlende Funktion der 5 UTR
kompensierende, erhdhte PCK1p-abhéngige EFG1-Expression wéhrend der Hypheninduktion
jedoch nur vermutet werden.
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4.4  Promotorfunktion der 5 -flankierenden Region von EFG1

Der Promotor des kurzen EFG1-Transkriptes (Nebenpromotor) wurde von Leuker (1995) und
Weide (1998) durch Fusionen mit dem Reportergen LAC4 eingehend charakterisiert. Die
Regulation des Nebenpromotors wird im Zusammenhang mit den Ergebnissen des
Hauptpromotors diskutiert (siehe 4.5.3). Obgleich das als Nebenpromotor verwendete
1200 bp grof3e Fragment den Startpunkt des langen EFG1-Transkriptes beinhaltet, zeigt die
Northern-Analyse der LAC4-Fusion (pCL76), dald3 nur ein kurzes LAC4-Transkript (ohne
5 UTR des langen EFGI1-Transkriptes) exprimiert wird (Abb. 17). Der Nebenpromotor
vermittelt somit ausschliefdlich die Expression des kurzen EFG1-Transkriptes. Die Expression
des mengenmaldig bedeutenderen langen EFG1-Transkriptes wird ausschliefdich von der
5 -flankierenden Sequenz des Nebenpromotors vermittelt, die im Rahmen dieser Arbeit durch
Fusionen mit den Reportergenen LAC4 und RLUC as EFGI1-Hauptpromotor (EFG1p)
charakterisiert wurde.

4.4.1 Die EFG1-Expression wird durch einen Haupt- und einen Neben-
promotor reguliert

Die Northern-Analyse der EFG1-Expression zeigt, dal3 der EFG1-Locus zwei Transkripte
generiert (Abb. 5). Da das kurze Transkript auch als Abbauprodukt des langen Transkriptes
gebildet werden konnte, wurde mit verschiedenen LAC4-Fusionen die Promotorfunktion der
5 -flankierenden Sequenzen des ORF von EFG1 analysiert. Sowohl die Fusion einer 1,2 kb
groRen proximaen 5'-flankierenden Sequenz (pCL76) als auch die Fusion eines 3,2 kb
grol3en distalen Fragmentes (pBT-34) mit LAC4 vermitteln die Expression eines 3,1 kb
LACA4-Transkriptes, dessen Grofle ungefdhr dem ORF entspricht (Abb. 17). Die Expression
von zwei EFGI-Transkripten basiet auf zwe distinkten Promotoren, wobei  der
Hauptpromotor gegeniiber dem Nebenpromotor eine deutlich hthere Aktivitét zeigt.

Die Fusion der gesamten 5'-flankierenden Sequenz von EFG1 (4,4 kb) mit LAC4 (pBT-20)
bestétigt durch die Expression von zwei LAC4-Transkripten (3,1 kb; 4,3 kb) die Existenz von
zwel Promotoren am EFG1-Locus (Abb. 17). Das lange LAC4-Transkript beinhaltet die
5UTR des langen EFGI1-Transkriptes (Detektion mit 5 UTR-Sonde) und spiegelt somit
dessen Expression wider, wahrend die Expression des kurzen LAC4-Transkriptes auf der
Aktivitdt des Nebenpromotors basiert. Das Mengenverhdtnis der beiden LACA4-Transkripte
entspricht jedoch nicht exakt dem der EFG1-Transkripte. Der relativ hdhere Spiegel des
kurzen LACA4-Transkriptes beruht auf einer hdheren Transkriptstabilitét. Eine durch einen
unvollstdndigen EFG1-Hauptpromotor bedingte relativ schwéchere Expression des langen
LACA4-Transkriptes konnte den relativ erhohten Spiegel des kurzen Transkriptes ebenfalls
erklaren. Diese Vermutung kann aufgrund der Grof3e des verwendeten Fragmentes in der
Fusion (4,4 kb) jedoch ausgeschlossen werden. Eine aktivierende Doméane eines Promotors in
mehr as 3,2 kb Abstand zum Transkriptionsstart wurde bisher in Hefe nicht beschrieben.

Die im Vergleich zum langen EFG1-Transkript schwéchere Expression des kurzen EFG1-
Transkriptes vom EFG1-Locus koénnte auf der Hemmung des Nebenpromotors durch den
stromaufwaérts gelegenen Hauptpromotor basieren (Cullen et al., 1984; Bateman et al., 1988;
Henderson et al., 1989; Irninger et al., 1992). Allerdings vermittelt der Nebenpromotor auch
ohne den vorgelagerten Hauptpromotor eine deutlich geringere Expression als der
Hauptpromotor in direkter Fusion mit LAC4 (Abb. 17). Die Funktion zweier gleichgerichteter
aufeineinanderfolgender Transkriptionseinheiten (,,in tandem”) wird anhand des Vergleiches
zwischen Haupt- und Nebenpromotor im weiteren diskutiert.
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45 Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors

Den ersten Hinweis auf die negative Autoregulation der EFGI1-Expression lieferte die
Northern-Analyse der episomalen Uberexpression von EFG1 (Sonneborn, 1999; Abb. 18).
Aufgrund der unterschiedlichen GrofRe der EFG1-Transkripte konnte zwischen episomaler
und genomischer Expresson differenziet werden. Die Uberexpression des kurzen
EFG1-Transkriptes unter Kontrolle des PCK1-Promotors fuhrte zu einem Verschwinden des
langen EFG1-Transkriptes. Die genomische Expression des langen EFG1-Transkriptes wurde
nahezu vollig reprimiert. Eine reprimierende Funktion der episomalen Uberexpression auf das
kurze EFG1-Transkript war nicht detektierbar aufgrund der identischen Grofee der beiden
kurzen (genomisch bzw. episomal exprimierten) Transkripte.

Da ein kinstlich erzeugter hoher Efglp-Spiegel eine Represson der genomischen
EFGI1-Expression bewirkt, kann auf eine negative Autoregulation des EFGI-Locus
rickgeschlossen werden. Eine negative aber auch positive Autoregulation wurde for
zahlreiche Transkriptionsfaktoren beschrieben. Wahrend der MyoD-Promotor positiv
autoreguliert wird (Dechesne et al., 1994), unterliegt die Expression von c-myc einer
negativen Autoregulation, welche auf der Bindung von c-Myc/Max-Heterodimeren an den
c-myc-Promotor basiert (Facchini et al., 1997). Weitere Beispiele flr negative Autoregulation
stellen das Homeobox-Gen ATHB-2 von Arabidopsis thaliana und SUF14 (auch RPS3) aus
Saccharomyces cerevisiae dar, welches das ribosomale Protein S3 codiert (Ohgishi et al.,
2001; Hendrick et al., 2001). Obgleich die Autoregulation meistens auf Transkriptionsebene
durch eine direkte Bindung des Proteins an den eigenen Promotor vermittelt wird, scheint die
autoregulatorische Repression der SUF14-Expresson auf ener erhohten Abbaurate der
MRNA zu basieren, welche u.a Uber die 5 UTR vermittelt wird. Eine dhnliche Funktion der
5 UTR des langen EFG1-Transkriptes in der Autoregulation von EFG1 konnte Uber die
Reportergenanalysen des EFG1-Hauptpromotors ausgeschlossen werden (siehe 3.7.2).

Die Bedeutung der Autoregulation fir zentrale Regulationsproteine zeigt sich auch am
Transkriptionsfaktor Reblp von S cerevisiae. Ein konstantes Expressionsniveau wird Uber
die direkte Bindung von Reblp an drel verschiedene Doméanen (A, B, C) in seinem eigenen
Promotor sowohl durch negative als auch durch positive Autoregulation gewahrleistet (Wang
und Warner, 1998). Der Transkriptionsfaktors Amtlp von Candida glabrata wird ebenfals
autoreguliert (Zhou und Thiele, 1993). Die Verstérkung seiner Expression as Antwort auf
hohe Kupferkonzentrationen beruht auf der Bindung von Amtlp an eine spezifische Sequenz
(MRE: metal response element) in seinem eigenen Promotor. Da jedoch sowohl der Swi/Snf-
Komplex as auch die Histonacetyltransferase Genbp fur diese Regulation essentiell sind,
wird ene regulatorische Funktion des Chromatin-Status in der AMTI1-Autoregulation
diskutiert (Koch et al., 2001). Inwiefern ein dnlicher Mechanismus der Autoregulation von
EFG1 zugrundeliegt, wurde in einer sir2-Mutante und mittels des Histondeacetylase-
Inhibitors Trichostatin A untersucht (siehe 4.5.6).

Am Anfang der Untersuchungen zur EFG1-Autoregulation stand jedoch die Hypothese, dal3
se wie in den meisten der zuvor beschriebenen Beispielen auf einer direkten Promotor-
bindung des Uberexprimierten Proteins basiert. Obgleich die Transkriptanalyse der EFGI1-
Uberexpression nur auf eine Repression des EFG1-Hauptpromotors, der zu diesem Zeitpunkt
noch nicht identifiziert war, hindeutete, zeigten Leuker (1995) und Weide (1997), dal3 auch
der EFG1-Nebenpromotor negativ autoreguliert wird. Die Autoregulation des in dieser Arbeit
charakterisierten EFG1-Hauptpromotors wird daher im Vergleich mit den Ergebnissen zum
Nebenpromotor diskutiert.
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4.5.1 Die Autoregulation von EFG1 findet auf Transkriptionsebene statt

Anhand der Abnahme des genomisch exprimierten langen EFG1-Transkriptes bei episomaler
EFG1-Uberexpression konnte vermutet werden, dai die negative Autoregulation von EFG1
auf Transkriptionsebene stettfindet. Im ,,Zwei-Plasmid-System* konnte diese Annahme durch
eine LAC4-Fusion fur den EFG1-Nebenpromotor bestétigt werden (Tebarth, 1998). Auch die
vom EFG1-Hauptpromotor vermittelte LAC4-Expression wird bei Uberexpression von EFG1
reprimiert (sehe 3.7.1). Die Fusion der gesamten 5’ -flankierenden Region von EFG1 (4,4 kb)
mit dem Reportergen erlaubte anhand der zwel LAC4-Transkripte die gleichzeitige Analyse
beider Promotoren. Nach Induktion der PCK1p-vermittelten EFG1-Expresson nimmt der
Spiegd des langen LAC4-Transkriptes bis an die Nachweisgrenze ab, wahrend der Spiegel
des kurzen LAC4-Transkriptes in geringerem Mal3e sinkt (Abb. 20). Die Kontrolle mit einem
Leervektor zeigt, dal’® dieser Effekt nicht auf das Medium, sondern auf die spezifische
Uberexpression von EFG1 zuriickgefiihrt werden kann. Die Repression des Hauptpromotors
am EFGI1-Locus konnte in der LAC4-Fusion in vergleichbarem Ausmal3 nachvollzogen
werden. Die nur leichte Abnahme des kurzen LAC4-Transkriptes korreliert hingegen nicht mit
der achtfachen Repression der Aktivitét des Nebenpromotors im ,,Zwei-Plasmid-Modell*
(Weide, 1998). Da die Repression der Reporteraktivitdt mit einer LAC4-Fusion des
Nebenpromotors (ohne vorgelagerten Hauptpromotor) ermittelt wurde, konnte das
schwéchere (weniger as achtfache) Absinken des kurzen LACA-Transkriptes auf einer
Beeinflussung der Autoregulation durch den 5'-flankierenden Hauptpromotor beruhen. Um
einen entgegengesetzten Einfluld des Neben- auf den Hauptpromotor auszuschlief3en, erfolgte
die Analyse der autoregulatorischen Repression Uber die Enzymaktivitét durch eine direkte
Fusion des EFG1-Hauptpromotors an die Reportergene LAC4 und RLUC.

452 Der EFGI1-Hauptpromotor unterliegt einer 10fachen negativen
Autoregulation

In Fuson mit dem episomal exprimierten Reportergen LAC4 wurde eine 11,5fache
Repression der Aktivitdt des EFGI1-Hauptpromotors durch eine PCKlp-vermittelte
Uberexpression von EFG1 ermittelt, in Fusion mit dem integrierten Reportergen RLUC eine
9,2fache Repression. Diese ca. 10fache negative Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors
korreliert relativ gut mit der starken Abnahme der unter seiner Kontrolle exprimierten langen
LAC4- und EFG1-Transkripte bei EFG1-Uberexpression (Abb. 18, 20).

Desweiteren erlaubt die Transkriptanalyse in  Kombination mit der Messung der
Reportergenaktivitdt den Schluf3, da3 die Autoregulation von EFG1l eindeutig auf
Transkriptionsebene reguliert wird. Eine Steuerung Uber den spezifischen Abbau der
Transkripte der heterologen Reportergene kann ausgeschlossen werden.

Das grol®e Ausmal® der autoregulatorischen Repression lield die Identifizierung von
funktionellen Doménen in einer Deletionsanalyse des EFGI-Hauptpromotors mdglich
erscheinen. Das Niveau der episomalen Uberexpression von EFG1 unter Kontrolle des
PCK1-Promotors stellte jedoch aufgrund der variablen Kopiezahl des Plasmides einen
Unsicherheitsfaktor dar, da nicht nur die Deletion potentidler Bindestellen im EFGI1-
Promotor, sondern auch eine unvollstandige EFGI1-Uberexpression eine verminderte
Autoregulation bedingen. Obgleich das MaRR der Uberexpression anhand des Pseudohyphen-
Phanotyps beurteilt werden kann, wurde durch eine lange Induktionsphase (24 h) des
PCK1-Promotors eine gleichmaige und vollstandige EFG1-Uberexpression sichergestel|t.
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4.5.3 Ein minimaler 45 bp groRer Promotor vermittelt eine vollstandige
autor egulatorische Repression

Die Deletionsanalyse des EFG1-Nebenpromotors fuhrte zur ldentifizierung von drei cis
regulatorischen Regionen, welche die autoregulatorische Represson des EFGI-
Nebenpromotors steuern (Weide, 1997). Neben einer Autoregulation reprimierenden Doméane
(ARD; -1200 bis -722) wurden eine distale (DAAD: -444 bis -389) und eine proximae
(PAAD: -389 bis -283) Autoregulation aktivierende Doméne beschrieben. Die phasen-
spezifische Expression des ,white*-spezifischen Gens WH11 im Stamm WO-1 wird Uber
zwel  cis-aktivierende Sequenzen (DAS. -475 bis -388; PAS: -305 bis -270) in seinem
Promotor mit einer vergleichbar grof3en Distanz zum Transkriptionsstart reguliert (Srikantha
et al.,, 1997). Die cisregulatorischen Sequenzen des EFGI1-Hauptpromotors wurden
demgegenuber in unmittelbarer Nahe der TATA-Box lokalisiert (siehe 3.7.2).

Anhand der Deletionsanalysen mit den beiden Reportergenen LAC4 und RLUC lief3 sich die
funktionelle Domane, welche eine vollstandige Autoregulation vermittelt, auf einen Bereich
von nur 45 bp enengen (3.7.2). Die gesamte 5'-flankierende Region dieses minimalen
Promotors besitzt in der negativen Autoregulation von EFG1 keine essentielle regulatorische
Funktion, da ihre Deletion im RLUC-System (pBT-153) keine signifikante Abnahme der
Repression bewirkt (3.7.2.3). Obgleich ale Deletionen im RLUC-System noch die zur
Integration in den EFG1-Locus benttigte 5 -flankierende Region der Xmnl-Schnittstelle des
Promotors beinhalten (Abb. 25), erlaubt die Kombination mit den Ergebnissen der
Deletionsanalyse im LAC4-System die eindeutige Identifizierung dieser funktionellen
Domane. Innerhalb des minimalen Promotors scheint der unmittelbar stromaufwérts gelegene
Bereich der TATA-Box (-10 bis -2) nicht an der Autoregulation beteiligt zu sein, da sowohl
ein doppelter G-T-Austausch (pBT-120/-121) als auch seine vdllige Deletion (pBT-148/-149)
die Represson im LAC4-System nicht signifikant verdndern (3.7.2.1). Da die Deletion
pBT-156 im RLUC-Sytem eine deutliche Abnahme der autoregulatorischen Repression zeigt
(2,2 +/- 0,4), kann aus der Kombination mit den zuvor genannten Deletionen geschlossen
werden, dal3 ein wesentlicher Teil der EFG1-Autoregulation von einem 16 bp grof3en Bereich
(-26 bis-11 relativ zur TATA-Box) vermittelt wird.

Seine Sequenz 5-GGGAGCAAAACTAAGA-3 west jedoch kein zuvor beschriebenes
Bindemotiv oder ein Palindrom auf. Wahrend bisher keine direkte Bindung von Efglp an
diese Sequenz Uber Verzogerungsgele nachgewiesen werden konnte, deuten die Ergebnisse
einer  CHIP-Andyse (Chromatin Immunoprézipitation) auf eine direkte oder indirekte
Interaktion von Efglp mit seinem eigenen Promotor (Doedt, 2000; pers. Mitteilung).
Obgleich die Bindung von Efglp an ein E-Box-Motiv vor kurzem in vitro nachgewiesen
wurde (Leng et al., 2001), liegt der Autoregulation von EFG1 eine solche fur bHLH-Proteine
typische Interaktion nicht zugrunde, da die Deletion potentieller E-Boxen weder im Haupt-
noch im Nebenpromotor ihre autoregulatorische Repression beeinfluf3t (Doedt, 2000; Daten
nicht gezeigt).

Da nur die Deletion der TATA-Box des Hauptpromotors die negative Autoregulation
vollstdndig aufhebt, scheint die Bildung des Transkriptionsinitiationskomplexes unmittelbar
an der Repression des EFGI1-Hauptpromotors beteiligt zu sein. Eine die Autoregulation
unterstiitzende Funktion koénnte durch die Interaktion eines Repressorproteins, welches die
benachbarte 16 bp-Sequenz (-26 bis -11) bindet, mit dem Initiationskomplex ausgeiibt
werden. Ein Modell zur Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors wird in Abschnitt 4.5.7
vorgestellt.
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4.5.4 Phosphorylierungsmutanten von Efglp zeigen volle Autoregulation

Die Uberproduktion von zwei Efglp-Varianten zeigte, daR die Imitierung eines
dephosphorylierten Zustandes von Efglp an Aminosdure 206 durch einen T/A-Austausch
bzw. eines stetig phosphorylierten Zustandes an Aminosdure 248 durch einen T/E-Austausch,
obgleich ihrer Effekte auf die Hyphenbildung, die autoregulatorische Repression des EFG1-
Hauptpromotors nicht beeinfluf} (siehe 3.7.3). Die Mutation an Threonin 206 fuhrt beim
Austausch zu Alanin zu einer deutlichen Reduktion der Hyphenbildung in  Spider-Medium,
wéahrend sie beim Austausch zu Glutamat beschleunigt wird (Bockmuhl, 2001). Die Funktion
von Efglp in der Hyphenbildung scheint daher zumindest teilweise Uber die Phosphorylierung
bzw. Aktivierung des Proteins an dieser PKA-Zielsequenz vermittelt zu werden. Der
Glutamat-Austausch an einem unter den APSES-Proteinen konservierten Threonin (248) as
potentieller Phosphorylierungsstelle fihrte zu einem volligen Verlust der Hyphenbildung auf
Spider-Medium (Bockmuhl, 2001). Da der ebenfalls beschriebene Verlust der Pseudohyphen-
bildung bei Uberexpression im Autoregulationsexperiment mit dieser Variante nicht nach-
vollzogen werden konnte, konnte der Hyphendefekt auf einer zusédtzlichen Mutation des
Proteins Uber einen Mutagenese-Fehler basieren. Fir die Untersuchungen zur Autoregulation
wurde der Austausch auf einem ADE2-V ektor (pAPE(2)/ADE) eingefiigt. Die Uberexpression
des T248E-Austausches fuhrte ebenso wie die Wildtypform von Efglp zu einem ausgepragten
Pseudohyphenphénotyp. Eine imitierte Phosphorylierung an Position 248 beeinflufd daher
nicht die Fahigkeit von Efglp, seinen eigenen Promotor zu reprimieren.

Die zur Aktivierung der Efglp-Funktionen in der Morphogenese postulierten multiplen
Phosphorylierungen durch mehrere Kinasen (Bockmiihl, 2001) beeinflussen hinsichtlich der
Positionen 206 und 248 nicht die EFGI1-Autoregulation. Entweder bendtigt die auto-
regulatorische Funktion von Efglp eine Aktivierung an einer anderen Position, oder sie stellt
eine vollkommen vom Aktivitdtszustand unabhéngige Eigenschaft des Proteins dar. Eine
solche Trennung zwischen katalytischer Aktivitat und autoregulatorischer Funktion wurde fur
die isogenen Pyruvatdecarboxylasen PDC1 und PDC5 von S. cerevisiae beschrieben. Die
Expression von PDC5 wird autoregulatorisch durch Pdclp reprimiert. Mutante Allele von
PDC1 (pdcl-8, pdcl-14 und pdcl-51) besitzen trotz stark reduzierter katalytischer Aktivitét
ebenfalls diese autoregulatorische Funktion (Eberhardt et al., 1998). Eine fir Pdclp
diskutierte spezielle Konformation des Proteins zur Vermittlung der autoregulatorischen
Funktion konnte auch der EFG1-Autoregulation zugrundeliegen.

Autoregulation und Hypheninduktion scheinen distinkte Funktionen von Efglp zu sein.

4.5.5 Tuplp und Caplp sind nicht an der Autoregulation beteiligt

Weder der Repressor filamentdsen Wachstums Tuplp noch der in die Antwort auf oxidativen
Stress involvierte Transkriptionsfaktor Caplp sind an der autoregulatorischen Repression des
EFGI1-Locus beteiligt (sehe 3.7.4). Da beide Deetionsstamme nur einen Marker (ura3)
besitzen, konnte die Autoregulation nicht indirekt im ,Zwei-Plasmid-Modell“, sondern nur
direkt auf Transkriptionsebene untersucht werden. Die aufgrund der modifizierten
Bindestellen des S cerevisiae-Homologen Yaplp im EFG1-Hauptpromotor vermutete
Beteiligung von Caplp am Prozeld der EFG1-Autoregulation, wurde nicht bestétigt, da die
Repression des genomischen EFG1-Locus durch Uberexpression von EFGL in einer capl-
Mutante (DSY 1346) nachvollzogen wurde (Abb. 27).

Desweiteren liegen die potentiellen Bindestellen (Abb. 10) nach den Ergebnissen der
Deletionsanalyse auf3erhalb der fir die Autoregulation essentiellen Region (Abb. 25).
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In der tupl-Mutante (BCa2-9) zeigt sich im Hinblick auf die Autoregulation ebenfalls kein
Unterschied zum Wildtyp. Das kurze EFGI1-Transkript wird jedoch bel Repression der
PCK1p::EFG1-Fusion im Vergleich mit dem langen Transkript stérker exprimiert (Abb. 27).
Da in der Transkript-Anayse keine Unterscheidung zwischen genomisch und episomal
exprimierten kurzem EFGI1-Transkript moglich ist, kénnte dies als ein Hinwels fir eine
Beteiligung von Tuplp an der Repression des EFG1-Nebenpromotors gewertet werden. Der
hohe Spiegel des kurzen Transkriptes resultiert jedoch vermutlich aus einer unvollsténdigen
Repression der PCK1p-vermittelten episomalen EFG1-Expression. Die Funktion von Tuplp
bei der Repression des PCK1-Promotors wurde vor kurzem beschrieben (Braun et al., 2001).
Demnach beruht das verstarkte Signal des kurzen Transkriptes auf der episomalen EFGI1-
Expression, da in der tupl-Mutante eine vollstdndige Repression des PCK1-Promotors nicht
maoglichist.

4.5.6 Die Deetion von SIR2 verandert die genomische EFG1-Expression

Inwiefern von Sir2p regulierte Verénderungen der Chromatinstruktur am Mechanismus der
EFGI1-Autoregulation beteiligt sind, kann aufgrund der gegensdtzlichen Ergebnisse der
Transkipt-Analyse zweier Transformanten nicht eindeutig beurteilt werden (siehe 3.7.5).

Eine Transformante (Abb. 28, 1.) zeigt ohne episomale EFG1-Uberexpression die normale
Verteilung von langem und kurzem EFGI1-Transkript. Bei Induktion der Uberexpression
bleibt die Menge des langen Transkriptes jedoch konstant. Da keine Repression des
Hauptpromotors stattfindet, scheint die Deletion von SR2 die Autoregulation von EFG1
aufzuheben. Die andere Transformante zeigt ein vollig anderes Expressionsmuster. Unter
PCK1p-reprimierenden Bedingungen (ohne episomale EFG1-Uberexpression) wird das kurze
EFGI1-Transkript stérker als das lange Transkript exprimiert, wobei das Signal des kurzen
Transkriptes aus der genomischen Expression resultiert. Eine nicht ausreichende Repression
der episomalen EFG1-Expression kann die starke Expression des kurzen Transkriptes nicht
erkléren, da die Induktion der PCKlp-vermittelten Expression in erwarteter Weise ein
Verschwinden des langen Transkriptes bzw. autoregulatorische Repression bewirkt, obgleich
genomisch exprimiertes kurzes Transkript dies nicht vermag. Der Verlust der auto-
regulatorischen Kompetenz der ersten Transformante kann daher nicht auf eine spezifische
Wirkung von Sir2p zuriickgefuhrt werden, da die zweite Transformante sie trotz sir2-Deletion
besitzt. Vielmehr deutet die verstéarkte genomische Expression des kurzen EFG1-Transkriptes
in der zweiten Transformante auf einen sir2-Effekt fir den gesamten EFG1-Locus hin. Die
widerspruchlichen Expressionsmuster konnten einerseits auf eine erhthte Rekombinationsrate
in der sir2-Mutante zurlickzufihren sein, da ein stdndiger Wechsel des Karyotyps beschrieben
wurde (Perez-Martin, 1999). Andererseits wird in Analogie zu S. cerevisiae eine Funktion von
Sir2p in der Organisation der Chromatinstruktur von C. albicans diskutiert, die den haufigen
Phanotypwechseln dieser Mutante zugrundeliegen soll und auch die ungewdhnliche
Expression des EFG1-Locus erkléren konnte. Der Deacetylase-Aktivitdt von Sir2p wird in
den ,, Silencing“-Mechanismen von S cerevisiae eine besondere Bedeutung beigemessen, da
»Sille* Chromatin-Domanen einen hypoacetylierten Status aufweisen (Moazed, 2001). Der
vor kurzem nachgewiesenen, mit der Deacetylierung von Histonen gekoppelten Spaltung von
NAD bzw. Synthese von O-Acetyl-ADP-Ribose konnte noch keine Funktion im ,, Silencing*
zugeordnet werden (Tanny et al., 1999). Die Funktion des Acetylierungsstatus von Histonen
konnte jedoch anhand der Anayse von 40 S cerevisiae-Promotoren verdeutlicht werden
(Deckert und Struhl, 2001). Eine differentielle Acetylierung bzw. Deacetylierung der Histone
H3 und H4 vermittelt die Funktion von Aktivatoren (Gcndp, Galdp) und Repressoren
(Tuplp), wobei Aktivierung auch ohne Acetylierung beobachtet wird.
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Eine Deacetylierung des EFG1-Locus im Zuge seiner autoregulatorischen Repression kann
aufgrund der Uberprifung mit dem Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A insofern
ausgeschlossen werden, as dal3 die eingesetzte Konzentration die Repression des EFG1-
Hauptpromotors nicht beeinflul¥ (siehe 3.7.5). Obgleich eine geringe episomale Expression
von EFG1 auch unter PCK1p-reprimierenden Bedingungen beobachtet wird, fihrt erst die
Induktion der Uberexpression sowohl mit als auch ohne Trichostatin A zur vollen negativen
Autoregulation. Obgleich die Deletion der Histon-Deacetylasen HDA1 und RPD3 die
Expression des langen EFG1-Transkriptes im Stamm WO-1 und dessen Phéanotypwechsel
beainflussen (Srikantha etal., 2001), kann kein funktioneller Zusammenhang zwischen
Autoregulation und Deacetylierung nachgewiesen werden. Wahrend bei den Untersuchungen
zur Deacetylase-Funktion im Phénotypwechsel Trichostatin A in einer Konzentration von
10 mg/m in enem Volumen von 3 m eingesetzt wurde (Klar et al., 2001), erfolgte die
Anayse der Autoregulation aufgrund des grofRen Kulturvolumens (30 ml) mit einer
geringeren Konzentration [50 ng/ml]. Diese liegt aber noch deutlich hoher as in anderen
Studien ([10 mg/ml]; Grewal et al., 1998).

45.7 Modell der Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors

Wahrend der Autoregulation des EFGI1-Nebenpromotors drei cis-regulatorische Doménen
zugrundeliegen, die von Homo-/Heterodimeren von Efglp bzw. unbekannten Proteinen
gebunden werden sollen (Weide, 1998), wird fir die Autoregulation des EFGI1-
Hauptpromotors eine cis-regulatorische Sequenz von 16 bp postuliert, die via Interaktion mit
Efglp von einem Repressor der EFGI1-Expresson spezifisch gebunden wird. Die
reprimierende Funktion des Repressor(komplexes) konnte sowohl durch eine Protein/Protein-
Wechselwirkung mit dem Initiationskomplex als auch aufgrund der geringen Distanz durch
die sterische Behinderung der TATA-Box-Bindung vermittelt werden (Abb. 37).
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Abbildung 37: Modell der negativen Autoregulation des EFG1-Hauptpromotors

Bei episomaler Uberexpression von EFG1 wird ein Repressor iber die Interaktion mit Efglp an die cis-
regulatorische Sequenz in unmittelbarer Nahe der TATA-Box rekrutiert. Dieser Repressor verhindert (in
Wechselwirkung mit Efglp) eine effektive Bindung der TATA-Box durch das TATA-Binde-Protein
(TBP) und reprimiert so die Initiation der Transkription von EFG1. Die BamHI-Schnittstelle markiert das
3'-Ende desin den Deletionsanal ysen verwendeten EFG1-Hauptpromotors.
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4.6 Regulation der EFG1-Expression

Die Funktionen des Transkriptionsfaktors Efglp in der Morphogenese von C. albicans
werden einerseits Uber seine Aktivierung im cAMP-abhangigen PKA-Weg reguliert (Ernst,
2000a,b). Andererseits beeinflussen Variationen des EFG1-Expressionsniveaus in grof¥em
Ausmal} die Regulation des Dimorphismus. Wahrend eine reduzierte Expression die
Kompetenz zur Bildung echter Hyphen wie Chlamydosporen minimiert, induziert eine
erhohte Expression pseudohyphales Wachstum (Stoldt et al., 1997; Sonneborn et al., 1999a).
Neben der Aktivierung des Proteins stellt die Expression des Gens eine zweite Regulations-
ebene dar. Die negative Autoregulation von EFG1l sellt einen Mechanismus zur
Aufrechterhaltung einer konstanten Expression dar.

Wahrend der Hypheninduktion und im , white/opaque’ -Phanotypwechsel des Stammes WO-1
findet eine Regulation der EFG1-Expression ebenso statt wie unter TPKL/TPK2- bzw. EFH1-
Uberexpression. Die Aktivitét des EFG1-Hauptpromotors und der EFG1-Transkriptspiegel
wurden in diesen Beispielen untersucht und werden im folgenden diskutiert.

4.6.1 Die Aktivitit des EFGIl-Hauptpromotors bleibt wahrend der
Hypheninduktion konstant

Die Induktion echter Hyphen unter verschiedenen Bedingungen fuhrt zu einem starken
Absinken des langen EFG1-Transkriptes (Stoldt et al., 1997).

Nach seiner ldentifizierung wurde in dieser Arbeit der Promotor des langen EFGI-
Transkriptes in Fuson mit dem Reportergen LAC4 wéhrend der Hyphenentwicklung
andysert. Im gesamten Verlauf der Induktion in Serum (10 %) zeigt sich keine Abnahme,
sondern ein konstanter Verlauf der b-Galaktosidase-Aktivitéat bzw. der EFG1p-abhangigen
Expression des Reportergens (Abb. 29). Die Abnahme des langen EFGI1-Transkriptes
waéhrend der mit Serum induzierten Induktion echter Hyphen korreliert daher nicht mit der
Aktivitdt des EFG1-Hauptpromotors. Bei dieser Schluf¥folgerung ist jedoch zu beachten, dal3
die Halbwertszeit des Lac4-Proteins nicht bekannt ist. Im Falle einer sehr hohen Stabilitét des
Reporterproteins lief3e sich Uber den Versuchszeitraum von drel Stunden keine Abnahme der
Enzymaktivitét bzw. der Promotoraktivitéat nachweisen. Gegen diese Annahme spricht jedoch,
dal’ bei Uberproduktion von Tpk1p und Tpk2 iiber einen Zeitraum von sechs Stunden eine ca.
sechsfach reduzierte Reportergenaktivitét bestimmt wurde (siehe 3.8.2). Daher erscheint der
Rickschlu auf eine konstante Aktivitdt des EFGI1-Hauptpromotors wahrend der
Hypheninduktion zuléssig. Das Absinken des EFGI1-Transkriptspiegels in diesem Prozef3
wirde demzufolge posttranskriptional reguliert. Eine solche Kontrolle wurde bereits fur die
Expression von TEF3 (codiert einen Transkriptions-elongationsfaktor, Swoboda et al., 1994)
und ADH1 (Alkoholdehydrogenase, Bertram et al., 1996) in C. albicans beschrieben. Die
zuvor beschriebene essentielle Funktion der 5’UTR des langen EFGI1-Transkriptes in der
seruminduzierten Hyphenbildung (siehe 4.3) konnte in der Vermittlung des post-
transkriptional regulierten Abbaus des Transkriptes bestehen. Eine reduzierte Stabilitét des
langen Transkriptes wéahrend der Hypheninduktion konnte z.B. auf destabilisierenden
Elementen (,, stem-loop”, Poly(G)-Sequenz) in der 5 UTR basieren oder mit der Trandation
des UORFs (siehe 4.3) gekoppelt sein. Neben ihrem inhibierenden Einfluld auf die Trandation
koénnen UORFs auch den Abbau der mRNA beschleunigen (Oliveira und McCarthy, 1995).
Uber diese Elemente scheint jedoch kein hyphenspezifischer Abbau des langen Transkriptes
erreichbar.



Diskussion 71

Dieser konnte jedoch z.B. durch ein hyphenspezifisch exprimiertes RNA-bindendes Protein
vermittelt werden. Uber die Bindung eines solchen Proteins (Degradationsfaktor: DF) an eine
spezifische Sequenz in der 5UTR konnte der Abbau des langen EFGI1-Transkriptes
hyphenspezifisch beschleunigt werden (Abb. 38).

grofles EFGI-Transkript

Hefe: —P Translation

S'UTR F'UTR
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Abbildung 38: Hypothese zur hyphenspezifischen Degradation des langen EFG1-Transkriptes

In der Hefeform wird ein hoher Spiegel des langen Transkriptes beobachtet. Das Absinken des EFG1-
Transkriptspiegelsin der Hyphenform wird posttranskriptional Uiber den Abbau der mRNA reguliert und
konnte z.B. durch die Bindung eines hyphenspezifisch exprimierten Degradationsfaktors (DF) an die
5'UTR des langen EFG1-Transkriptes vermittelt werden.

Uberpriifen lieRe sich die oben beschriebene Hypothese zur hyphenspezifischen Degradation
durch die Bestimmung der Luziferase-Aktivitdt und des Transkriptspiegels einer in den
EFGI1-Locus integrierten Reportergenfusion aus EFG1-Hauptpromotor, 5 UTR und RLUC.
Der Spiegel eines unter Kontrolle des EFGI1-Hauptpromotors exprimiertes RLUC-
Transkriptes, welches die 5’ UTR des langen EFG1-Transkriptes enthét, sollte wahrend der
seruminduzierten Hypheninduktion ebenso sinken wie der des langen EFG1-Transkriptes.
Parallel dazu wére ein Absinken der Luziferase-Aktivitét zu erwarten.

4.6.2 Die Uberexpression von TPK1 und TPK2 reprimiert den EFGI1-
Hauptpromotor

Die Funktionen des Transkriptionsfaktor Efglp werden in einem CcAMP-abhangigen
Signaweg von der Proteinkinase A reguliert (Ernst, 2000a, b). Die Mutation einer
potentiellen PKA-Zielsequenz (RVT) im Efgl-Protein (T206A; T206E) deutet auf eine
direkte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors durch PKA (Bockmihl und Ernst, 2001).
Dieser funktionelle Zusammenhang konnte durch die Uberexpression der beiden katalytischen
Untereinheiten der PKA (Tpklp, Tpk2p) und ihrer Wirkung auf die EFGI1-Expression
indirekt bestétigt werden. Wahrend eine Minimierung der TPK1-Expresson bzw. eine
Ausschaltung der TPK2-Expression in einer konditionalen tpkl/tpk2-Mutante die EFG1-
Expression nicht beeinfluf, inhibiert die Uberexpression von TPK1 wie TPK2 die Expression
des Transkriptionsfaktors. Die Abnahme des langen EFGI1-Transkriptes unter der
Uberexpression kann auf eine Repression des EFG1-Hauptpromotors zuriickgefiihrt werden
(siehe 3.8.2). Die ungeféhr sechsfach reprimierte Promotoraktivitdt korreliert relativ gut mit
der Senkung des EFGI1-Transkriptspiegels, so dald3 eine veranderte mRNA-Stabilitét as
Ursache ausgeschl ossen werden kann.

Diese Tpklp/Tpk2p-abhéngige Repression des EFG1-Hauptpromotors kdnnte einerseits auf
einem Mechanismus basieren, der eine , Uberaktivierung” des PKA-Weges verhindert. Eine
Aktivierung von Efglp durch Tpklp und Tpk2p vorrausgesetzt, fuhrt die Uberexpression der
beiden katalytischen Untereinheiten zu einer starken Aktivierung des Transkriptionsfaktors.
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Als Folge wird Uber die Repression des EFG1-Promotors die Efglp-Menge gesenkt, um die
Aktivierung des PK A-Weges zu begrenzen.

Andererseits konnte die Tpklp/Tpk2p-vermittelte Aktivierung von Efglp direkt mit einer
Repression der EFG1-Expression gekoppelt sein. In diessm Model basierte die Signa-
transduktion von PKA zu Efglp lediglich auf einem ,Aktivierungspuls® zur Initiation der
Hyphenbildung. Dieser ,Puls® wird begleitet oder gefolgt von der Repression der EFGI-
Expression, da die Kaskade zur Entwicklung von Hyphen nur initial von aktiviertem Efglp
»angestolien* wird und im weiteren Ablauf keiner weiteren EFG1-Expression bedarf.

Die reprimierende Wirkung der Uberexpression von TPK1 und TPK2 auf den EFGI-
Hauptpromotor beweist zwar nicht den postulierten funktionellen Zusammenhang zwischen
PKA und Efglp, stellt aber einen weiteren Hinweis auf ihre Funktion in eéinem gemeinsamen
Signalweg dar.

4.6.3 EFH1-Uberexpression reprimiert den EFG1-Hauptpromotor

Aufgrund seiner Homologie zu Efglp konnte Efhlp as zweites Protein von C. albicansin die
Gruppe der APSES-Proteine eingeordnet werden (Bockmuhl, 2001). Der pseudohyphae
Uberexpressionsphénotyp sowohl von EFH1 as auch von EFG1 deutet auf eine funktionelle
Vewandschaft der beiden bHLH-Proteine. Da die Uberexpression von EFG1 neben der
Induktion von Pseudohyphen eine Repression des EFG1-Hauptpromotors bewirkt (,, negative
Autoregulation”; siehe 4.5), wurde eine dhnliche Funktion fur Efhlp vermutet und im
,Zwei-Plasmid-Modell* analysiert (siehe 3.8.3). Die Uberexpresson von EFH1 unter
Kontrolle des PCK1-Promotors bewirkte ebenfalls eine Represson des EFG1-Haupt-
promotors (ca. 3fach; Abb. 32). Im Vergleich mit der negativen Autoregulation von EFG1
(10fach; Abb. 21, 25) war diese jedoch deutlich reduziert. Da die Funktionen von Efhlp in
der Morphogenese von C. albicans noch weitgehend unbekannt sind, kann die reprimierende
Funktion von Efhlp auf den EFGI1-Hauptpromotor nicht in einen regulatorischen
Zusammenhang gestellt werden.

Die Repression des EFG1-Promotors konnte insofern auf der grof3en Homologie zwischen
Efhlp und Efglp im Bereich der APSES-Doméne (65 %) basieren, als dald Efhlp in
abgeschwéachter Form den EFGI1-Autoregulationsmechanismus vermittelt. Im Rilckschluf
kann nur die APSES-Domane der autoregulatorischen Funktion zugrundeliegen, da sich die
Homologie auf diese Region beschréankt.

4.6.4 Die Expresson von EFG1 korreliert mit dem ,white/opaque’ -
Phanotypwechsel

Die Entwicklung des EFGI1-Transkriptspiegels wahrend der temperaturinduzierten
Massenkonversion von der ,opague‘- zur ,white*-Form deutet auf ein regulatorische
Funktion des Transkriptionsfaktors im Phanotypwechsel des Stammes WO-1. Das lange
EFG1-Transkript wird nicht nur ,,white*-spezifisch exprimiert, sondern auch von ,, opague’ -
Zdlen, die einen Wechsd des Phéanotyps vollziehen (sehe 3.8.4). Zur Regulation des
Phanotypwechsels im Verlaufe der Massenkonversion wurde ein einzelnes Wechsdlereignis
(»master switch event) wahrend der zweiten Zelltellung nach 3-5 Stunden postuliert, welches
die irreversible Abschaltung ,,opaque’-spezifischer Gene audl6st und die Expression ,,white"-
spezifischer Gene induziert (Soll, 1997).

Die Expresson des langen EFGI1-Transkriptes korreliert mit diesem Wechselereignis
insoweit, als dal3 Zellen, die aufgrund ihrer Morphologie dem ,, opaque*-Typ zuzuordnen, aber
auf molekularer Ebene schon auf die Entwicklung des ,white*-Phanotyps festgelegt sind,
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EFG1l exprimieren (Abb. 33). ,Opaque‘-Zdlen, die stabil ihren Phanotyp bel 25°C
aufrechterhalten, zeigen keine Expression des langen EFG1-Transkriptes (Sonneborn, 1999).
Eine regulatorische Funktion von Efglp im Phénotypwechsal wird noch durch weitere
Beobachtungen unterstiitzt (Sonneborn et al., 1999). Die episomale Uberexpression von
EFGL1 erhoht deutlich die Wechselrate vom ,,opaque”- zum ,,white”-Phanotyp, wahrend eine
minimale EFG1-Expression in Stamm CAI8 zur Auspragung elongierter ,, opaque”-ahnlicher
Zéellen fihrt, die zwar das ,opaque’-spezifische Gen OP4 exprimieren, aber nicht die
charakteristische Oberflachenstruktur (,pimples®) zeigen. Die Expresson von EFG1
vermittelt nicht nur die Induktion des ,white"-Phanotyps, sondern auch seine
Aufrechterhaltung, da gegenlber der ,opaque‘-Form eine 38fach hohere Aktivitét des
EFG1-Promotorsin der ,, white"-Form beschrieben wurde (Srikantha et al., 2000).

Neben seiner essentiellen Funktion in der Auspragung der beiden Phanotypen spricht jedoch
gegen eine Funktion von Efglp as ,molekularer Schalter in diesem Phanotypwechsel, dal?
efgl-Mutanten des Stammes WO-1 einen temperaturinduzierten Wechsel von der ,, opagque’ -
zu ener unvollstandigen ,white"-Form vollziehen (Srikantha et al., 2000). Sowohl die
Induktion des , white"-spezifischen Gens WH11 (bzw. Abschaltung von OP4) als auch der
Verlust der ,, opaque”-spezifischen Oberfléchenstruktur (, pimples*) deuten auf einen Wechsel
der efgl-Mutanten zum ,white“-Phanotyp, obwohl eine ,opague’-dhnliche Zelform
beobachtet wird. Die konstitutive Ausprégung elongierter Zellen wird auf die Deletion von
EFGL1 zurickgefuhrt und bestdtigt den Phanotyp der konditionalen efgl-Mutante in Stamm
CAIS8.

Ein vollstandiger ,,white“-Phanotyp (Hefeform) ist daher an die ausreichende Expression des
langen EFG1-Transkriptes gekoppelt, welches nicht in der stabilen , opaque*-Form auftritt.
Eine minimae EFG1-Expression in Form eines kurzen Transkriptes (2,2 kb) wurde jedoch
auch im , opague”-Phanotyp nachgewiesen (Srikantha et al., 2000). Eine Funktion konnte
diessm im Vergleich mit dem langen Transkript der ,white*-Form ca. 20fach schwécher
exprimierten Transkript bisher nicht zugeordnet werden, da efgl-Mutanten in der ,, opagque’-
Form keinen morphologischen Phanotyp zeigen. Potentielle Funktionen des kurzen
Transkriptes in der Ausprégung physiologischer oder virulenzspezifischer Charakteristika von
»opague“-Zellen konnten Hinweise auf eine dhnliche Funktion des kurzen EFG1-Transkriptes
in Stamm SC5314 liefern (siehe 4.1.1). Obgleich beide Transkripte nicht identische
Startpunkte besitzen (Abb. 8), deutet sowohl die Existenz jeweils zweier Transkripte so
unterschiedlicher Gréle (3,2 kb und 2,2/2,1 kb) as auch ihr vergleichbares relatives
Expressionsniveau (20 : 1) in den Stémmen WO-1 und SC5314 auf eine verwandte Funktion.
Diese konnte auf posttranskriptionaler Ebene Uber eine unterschiedliche mRNA-Stabilitét/-
Lokalisation oder Trandationseffizienz der beiden Transkripte definiert werden (siehe 4.3).

Die Ausprdgung des ,white‘- und ,opaque”-Phanotyps wird nicht nur direkt Gber den
Transkriptionsfaktor Efglp, sondern auch indirekt Uber Veranderungen der Chomatinstruktur
reguliert, da die Deletion von Histon-Deacetylase codierenden Genen (HDAL, RPD3) den
Phanotypwechsel beeinflul®t (Srikantha et al., 2001). hdal-Mutanten zeigen eine erhohte
Wechsdrate von ,,white" zu ,,opague”, wahrend rpd3-Mutanten eine hdhere Wechselfrequenz
in beide Richtungen und eine verminderte Expression ,opaque’-spezifischer Gene (OP4,
SAP1, SAP3) aufweisen. Die reduzierte Expression des langen ,white"-spezifischen EFG1-
Transkriptes in beiden Deletionsstdmmen deutet auf eine Ubergeordnete Funktion der beiden
Deacetylasen. Die ,white“-spezifische Expresson von HDALl und RPD3 widerspricht
hingegen einer essentiellen Funktion im Wechselereignis (,, master switch event®).

Inwiefern der ,white/lopaque”-Phanotypwechsel auf einer direkten Deacetylierung eines
»master switch locus’ basiert oder indirekt Uber die Deacetylase-Funktion ein Regulator des
»master switch event” aktiviert wird, bleibt weiter ungeklart.
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4.7 EFH1-Expression im Phanotypwechsel

Die Analyse des EFH1-Transkriptspiegels im Verlauf einer Massenkonversion zeigt en
phasenspezifisches Expressionsmuster des Transkriptionsfaktors (Abb. 33). Wéhrend in der
stabilen ,,opagque”-Form bel 25°C kein EFH1-Transkript nachweisbar ist, erfolgt nach dem
Temperaturwechsel eine gegentiber der EFG1-Expression (2 h) leicht verzogerte Induktion
der Expression eines 2,7 kb grof3en EFH1-Transkriptes (3 h). Dieser zeitliche Verlauf 183
eine direkte Induktion der EFH1-Expression durch Efglp moglich erscheinen.

Im Gegensatz zur im weiteren Verlauf der Massenkonversion stetig zunehmenden Expression
von EFG1 bleibt die Menge des EFH1-Transkriptes nahezu konstant, wobei seine Induktion
(3 h) dem Phéanotypwechsel (4 h) eindeutig vorrausgeht und eine regulatorische Funktion
andeutet. Diese wird unterstitzt durch die ,white*-spezifische Expression eines kurzen
EFH1-Transkriptes (2,5 kb). Es kann zusétzlich zum langen Transkript (2,7 kb) nur in Zellen
nachgewiesen werden, die das ,white"-spezifische Gen WHI11 exprimieren. Eine
phasenspezifische Expression zweier Transkripte eines Gens wurde neben EFG1 (Srikantha
et al., 2000) auch fur das eine Deacetylase codierende Gen HOS3 beschrieben (Srikantha
et al., 2001). Wéhrend der ,, white“-Phanotyp ein 2,5 kb grof3es HOS3-Transkript exprimiert,
wird in der , opaque‘-Form ein 2,3 kb grol3es, deutlich schwacher exprimiertes Transkript
nachgewiesen.

Die Phanotypen werden einerseits auf Transkriptionsebene durch die Expression
phasenspezifischer Gene determiniert (Soll, 1997). Andererseits deutet die phasenspezifische
Bildung verschiedener Transkripte eines Gens auf eine zusétzliche posttranskriptionale Ebene
der Regulation. Die Expression von EFH1 stellt neben der von EFG1 und HOS3 ein weiteres
Beigpiel fur eine Regulation auf beiden Ebenen dar.

Eine regulatorische Funktion von Efhlp im Phanotypwechse wird durch die Wirkung seiner
Uberexpression auf den , opaque’ -Phénotyp unterstiitzt. Ebenso wie Efglp forciert Efhlp bei
PCK1p-vermittelter Uberexpression den Wechsel zum , white*-Phénotyp (siehe 3.9). Da der
destabilisierende Effekt der EFG1-Uberexpression auf die ,opague’-Form deutlich starker
ausgepragt ist (keine reinen ,,opagque”-Kolonien; Sonneborn, 1999), kann vermutet werden,
dal3 Efhlp aufgrund seiner Homologie die regulatorische Funktion von Efglp im
Phanotypwechsel teilweise Ubernimmt. In diesem Fal wirde die Funktion Uber die
APSES-Doméne vermittelt, da sich die Homologie auf diesen Bereich beschrénkt. Dem
Effekt der EFH1-Uberexpression kann aber auch eine eigene regulatorische Funktion von
Efhlp zugrundeliegen, da die Expresson des langen EFH1-Transkriptes in der
Massenkonversion wahrend des Wechselereignisses (,master switch event®) vor der
Auspragung des ,,white" -Phanotyps induziert wird (Abb. 33).

Obgleich weder Efglp noch Efhlp den ,molekularen Schalter* des Phanotypwechsels
darstellen, werden sie nicht nur phasenspezifisch exprimiert, sondern sie besitzen as
Trankriptionsfaktoren beide regulatorische Funktionen in der Determinierung der beiden
Phanotypen.
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5. Zusammenfassung

Der Dimorphismus gilt als bedeutender Virulenzfaktor des humanpathogenen Pilzes Candida
albicans. Die einzellige Hefeform dient der systemischen Ausbreitung im Wirt, wahrend
Filamente in Form von Hyphen und Pseudohyphen sowohl die Adhédsion an Epithelien as
auch deren Penetration ermdglichen. Zentraler Regulator dieser morphogenetischen Prozesse
ist der Transkriptionfaktors Efglp. Seine aktivierende Funktion in der Ausbildung echter
Hyphen wird Uber die Proteinkinase A (PKA) gesteuert. Efglp ist ebenfalls fur die Bildung
von Chlamydosporen notwendig, waéhrend Pseudohyphen as Folge einer EFGI1-
Uberexpression gebildet werden.

Die Regulation der Expresson des EFG1-Gens wurde in dieser Arbeit anhand von
Transkriptanalysen und Reportergenfusionen untersucht. Die Transkriptanalyse zeigte, dai3
der EFG1-Locus ein 3,2 kb grof3es Haupttranskript und ein 2,1 kb grof3es Nebentranskript
generiert. Nach sequenzspezifischer Restriktion mittels RNaseH konnte eine 1,2 kb grof3e
5 -untrandatierte Region (5’UTR) des ca. 20fach stdrker exprimierten Haupttranskriptes
identifiziert werden. Beide Transkripte wurden durch 5 RACE kartiert. Die Sequenzierung
des EFG1-Hauptpromotors zeigte eine ungewohnlich grof3e intergenische Region (ca. 10 kb).
Mutanten mit genomisch deletierter 5’UTR wurden konstruiert und wiesen eine defekte
Hyphenbildung auf. Da in Reportergenfusionen kein positiver Einflu der 5 UTR auf den
Transkriptspiegel nachgewiesen wurde, scheint die 5’ UTR posttranskriptionell die Expression
von EFGL1 zu beeinflussen.

Die Abnahme des genomisch exprimierten EFGI1-Haupttranskriptes bel  episomaler
Uberproduktion von Efglp wurde durch Reportergenanalysen auf eine ca. 10fache
autoregulatorische Repression des EFGI1-Hauptpromotors zurlckgefuhrt. In  einer
Deletionsanalyse mit den Reportergenen LAC4 und RLUC wurde die Umgebung der TATA-
Box as cisregulatorische Sequenz der negativen Autoregulation von EFGL identifiziert.
Waéhrend eine Beteiligung von Tuplp, Sir2p, Caplp sowie von Histondeacetylasen an der
autoregulatorischen Repression ausgeschlossen werden konnte, wurde der EFGI1-
Hauptpromotor auch durch die Uberproduktion des Efglp-Homologen Efhlp sowie der
beiden katalytischen Untereinheiten der PKA (Tpklp, Tpk2p) reprimiert. Die Tpk-bedingte
Repression unterstiitzt ein Modell, in dem PKA einerseits Efglp aktiviert, andererseits aber
die EFG1-Expression reprimiert; hierdurch und durch die EFG1-Autoregulation wird bei der
Hypheninduktion ein ,, Aktivierungspuls® erzeugt.

Eine weitere Konsequenz der Uberexpression von EFG1 und EFHL1 ist die Forcierung des
Phanotypwechsels des C. albicans-Stammes WO-1 von der elongierten ,, opagque”-Form zur
runden ,white“-Form, der normalerweise spontan verlauft. Die Transkriptanalyse im Verlauf
einer temperaturinduzierten Massenkonversion unterstiitzt eine regulatorische Funktion beider
Transkriptionsfaktoren in der Etablierung des ,, white"-Phénotyps. Das EFG1-Haupttranskript
wird spezifisch im ,white“-Phanotyp exprimiert, aber auch von ,opague’-Zellen, die auf
molekularer Ebene zur Entwicklung des ,, white"-Phanotyps determiniert sind. Somit reguliert
Efglp neben der Hyphen- und Chlamydosporenbildung auch den ,, white/opaque”-Phanotyp-
wechsal.

Die Ergebnisse zeigen, dald die EFG1-Expression in komplexer Weise transkriptionell und
posttranskriptionell reguliert wird. Hierdurch wird einerseits eine bestehende Morphogenese
aufrechterhalten (Homeostase), andererseits bewirken Verdnderungen des Efglp-Spiegels
morphogenetische Prozesse.
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Anhang | : Autoregulation im LAC4-System (3.7.2.1; 3.7.3)

99

Reporter- Uberexpressions-  b-Gal-Aktivitat: b-Gal-Aktivitat: Repression:  mittlere Repression
plasmid plasmid A ($4D) A (SCAA) A(S4D)/ +/-
[RLU/ng] [RLU/ng] A(SCAA)  Standardabweichung
pBT-34 pAPE(2)/ADE 0,0904 0,0055 16,4 11,5+/-3,6
0,0138 0,0018 7,7
0,0082 0,00099 8,3
0,0288 0,0021 13,7
pBT-61 pAPE(2/ADE  0,0141 0,00186 7.6 9,9+/-2,9
0,0332 0,00238 13,9
0,0305 0,003 10,2
0,003 0,0038 79
pBT-62 pAPE(2)/ADE 0,0017 0,00035 49 8,9+/-3,5
0,0087 0,008 10,9
0,0402 0,0027 14,9
0,0009 0,00019 4,7
pBT-60 pAPE(2)/ADE 0,099 0,0077 12,9 10,7+/-1,6
0,0099 0,001 9,9
0,0229 0,0025 9,2
pBT-99 pAPE(2)/ADE 0,0761 0,0049 15,5 12,4+/-2,8
0,5192 0,06 8,7
0,2593 0,0188 13,8
0,172 0,016 10,8
0,1 0,0066 15,2
0,7365 0,0697 10,6
pBT-68 pAPE(2)/ADE  0,5209 0,2934 1,8 8,6+/-4,0
0,1469 0,0189 7,8
0,8816 0,1138 7,7
0,5855 0,0484 12,1
0,60 0,066 91
0,79 0,0598 13,2
pBT-107 PAPE(2)/ADE 21247 0,0839 25,3 13,4+/-9,6
0,4509 0,0289 15,6
0,0648 0,0258 25
0,5094 0,0499 10,2
pBT-120/121 pAPE(2)/ADE 0,0856 0,0065 13,2 17,2+/-5,6
0,116 0,0055 21,1
pBT-148/149 pAPE(2)/ADE 0,2496 0,0314 7,9 9,0+/-7,1
0,0096 0,0039 25
0,094 0,0036 26,1
0,0234 0,0097 24
0,0267 0,0045 59
pBT-34 pBT-55A/B 0,0016 0,00008 20,0 11,3+/-6,4
0,0017 0,00013 13,1
0,0091 0,0014 6,5
0,0036 0,00075 4,8
pBT-34 pBT-140/141 2,239 0,2512 8,9 13,8+/-5,2
1,466 0,1828 8,0
1,072 0,063 17,0
0,7086 0,0349 20,3
1,8187 0,1892 9,6
2,5828 0,1709 151
2,1488 0,1996 10,8
1,6022 0,077 20,8




Anhang Il: Autoregulation im RLUC-System (3.7.2.3)
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Reporter- Uberexpressions- b-Gal-Aktivitat: b-Gal-Aktivitat: Repression:  mittlere Repression
plasmid plasmid A ($4D) A (SCAA) A(AD)/ +/-
[RLU/ng] [RLU/ng] A(SCAA) Standardabwei chung
pBT-100 pPAPE(2)/ADE 0,106 0,0098 10,8 92+/-17
0,0263 0,0035 75
pBT-150 pPAPE(2)/ADE 0,049 0,0085 5,8 10,1 +/- 6,2
0,072 0,0126 5,7
0,4406 0,0233 18,9
pBT-153 pAPE(2)/ADE 0,282 0,064 4.4 8,1 +/-37
0,7126 0,0609 11,7
pBT-156 pPAPE(2)/ADE 0,0374 0,0209 18 33+-14
0,0045 0,0018 25
0,0217 0,012 18
0,0058 0,0013 44
0,5495 0,1314 4,2
0,2361 0,0448 5,3
pBT-157 PAPE(2)/ADE  0,0749 0,157 0,5 0,9 +/- 0,2
0,0066 0,0084 0,8
0,0119 0,0113 11
0,0001 0,0001 1,0
Anhang I11: EFG1p-Repression durch TPKL/TPK2-Uberexpression (3.8.2.)
Reporter- Uberexpressions-  b-Gal-Aktivitat: b-Gal-Aktivitat: Repression:  mittlere Repression
plasmid plasmid A (4D) A (SCAA) A(S4D)/ +/-
[RLU/ny] [RLU/ny] A(SCAA) Standardabwei chung
pBT-34 pBT-151 1,55 0,262 59 6,3+/- 3,1
0,3685 0,0366 10,1
0,0447 0,0171 2,6
0,1018 0,016 6,4
pBT-34 pBT-152 0,4535 0,1238 3,7 59+/-29
0,1345 0,0264 51
0,1619 0,016 10,1
1,697 0,3799 4,5
Anhang IV: EFG1p-Repression durch EFH1-Uberexpression (3.8.3.)
Reporter- Uberexpressions- b-Gal-Aktivitat: b-Gal-Aktivitat: Repression:  mittlere Repression
plasmid plasmid A ($4D) A (SCAA) A(A4D)/ +/-
[RLU/ny] [RLU/ny] A(SCAA) Standardabwei chung
pBT-34 pBT-145 0,409 0,100 4,1 34+/-0,8
0,646 0,255 25
0,1188 0,0333 3,6
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