AGC-Kinase-Netzwerk in
Candida albicans

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von

Alida Eleonore Schakel
aus Mainz

Duisseldorf, September 2013



Aus dem Institut fiir Molekulare Mykologie
Department Biologie der
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Referent: Prof. Dr. J. F. Ernst
Koreferent: Prof. Dr. W. Ddubener

Tag der mindlichen Priifung: 21.11.2013



Inhaltsverzeichnis

O 11 01 =T ¥ ] ¥ 1
O R o =Y ] T = Y=Y o S R 1
O 0 R Y CT @ ¢ o - 1= o H PSP P PP UOPPUPPPPPNt 1
1.2 Der humanpathogene Pilz C. GlBiCaNs ...........oeeeeeeecciiiieee ettt e e 3
1.2.1  GENOMANGAIYSE ceeeiiieiiiieeeeee ettt e e e e eecbre e e e e e eeeetbaeeeaeeeeeaestbareeaeeeaeeeeeasssssaaeaeseannnes 4
1.2.2 Morphologie und ihr Einfluss auf die VIirulenz ..........cccoveeeeeiioecciiiieee e, 5
1.2.3  HyYpPOXiSCNE ANPASSUNE ..eeieuriieeieeeieeeietesteeetteesteesseeesseeesseessseessnseesnseeesenseessssessnseeens 7
1.2.4 Regulation der Hyphenbildung bei NOrmoXie ......cccoccveveeieerieeicie e 9
1.2.5 Regulation der Hyphenbildung bei HYPOXi€ .......cccooviiiiiiiie et 12
1.3 Zielsetzung dieser ArDEit........oc i e e 15
2 Materialien und Methoden .........ccccoiiiieiiiiiiiinniininin. 16
2.1 Chemikalien, Gase UNd ENZYME .......ueeiiiiiiiiieiiiee ettt sette e st e e s snre e e s et be e e e enaaeeens 16
2.2 STAMME UNA MEAIEN....eieii ettt e e s sbre e e s sabee e e e e sabaeeesssraeeesnns 16
D2 A N e )| Y 7 410 L= USSP 16
2.2.2 5. COreViSiOe-StaAMMIE ...cci it e e e e e e e e s s 16
2.2.3  C. AIDiCANS-STEAMIME ..iiiiiiiiiiiiiee ettt e e e st e e s sbaee e ssbeeessssbeaessnabaees s snnns 17
2.2.4 Medien zur ANZUCAE VON E. COMi voovvnuiiiiiniiiiiiiiiet ettt e s srae e s sreae s 19
2.2.5 Medien zur Anzucht VON HEfen ..o.euveiiveee e e 19
2.2.6 Selektion Uridin-auxotropher Mutanten von C. albicans...........ccccccvvuveevcvveeiicinnennnns 19
2.2.7 Medien zur Hypheninduktion von C. albiCans.............ccccuveiveiiiiiniieieiniieeeeniiieee s 20
2.3 Anzucht von C. albicans-StaAMMEN......cccii it e e e e et e e e e s e rnrreees 20
2.3.1 Inkubation von C. albicans unter normoxischen Bedingungen.......ccccccoecvveveeeniveennnns 20
2.3.2 Inkubation von C. albicans unter hypoxischen Bedingungen.........ccccvevvcvveeeiniveeennns 20
2.4 Plasmide UNG PriMET ....uuiii ettt ettt e e st e e e rtte e e e sate e e s e sabeeeeeensaeeeennseaeannns 20
A 0t R o - 1Yo Yo LTRSS 20
W o 414 0 1= PP PP PO P PP PPPPP PRI 22
2.5 TransfOrmMation ..o s e st e e e s bae e e s reeeeeaa 23
2.5.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen...........cooocveveeiiiiieicciiee e ecieee e 23
2.5.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen (RbCl-Methode).........ccceeeeeuveeennnes 24
2.5.3  Transformation VON E. COli.....ccvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie sttt ee s s sae e s s svae e s ssaveee s sareeessnns 24
T8 T80 NN 1 1Y G oY oo r=1 o [ SR 24
2.5.3.2 Chemische Transformation ........ccccceeeciieiiiiiiee e 24
2.5.4 Transformation VON S. CEreViSIiQE...........ouvuuiimniiiiiiiiiiieiisiieeesniiieeesessiiseeessneeessssseeessns 24
2.5.5 Transformation VON C. QIDICANS ..........coovvuieiinciiiiiiiiiiie ittt ee e stee s ssieee s ssreee s 25
2.6 Praparation und Analyse von NUKIEINSAUIEN...........coeeciiiiiiie ettt 25
2.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA QUS E. COli ...uuuuiiiiiiiiiiiiiieieeeeciiieeee e e 25
2.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA Qus S. CEreViSiQe ........cocuuvirniuueiiniiiiiiiniiiieeesiieeee e sieeeens 26
2.6.3 Isolierung von genomischer DNA aus C. albiCans...........ccccveveeeeeveeesevenenseeeeeeeneenens 26
2.6.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus C. albicans .............eoeeeeeeeeivveeeeieeeecciiieeeeeeee e, 26
2.6.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese..........cccoovveeeeeiennnnneenn. 27
2.6.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen.......ccocvevieeveevencieeeseesnsieeeieeenns 27

2.6.7 Aufreinigung von PCR-ProdUKteN .......coccuiiiiiiieieecee et 27



Inhaltsverzeichnis 1

2.6.8 Konzentrationsbestimmung von NUKIeinsSauren ........cccccuveeeeviiee e 28
2.6.9  ReStrikLioN VON DINA ..ottt ettt ettt e s siee e e sstee e s ssbae e s ssabaeeesesssneeeesnnseeessnns 28
2.6.10 DNA-SEQUENZIEIUNSG.....cciiiiiieeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e e e e s e s s s e e e e e e e e e e e enessnnannn 28
2.6.11 Polymerase Kettenreaktion (PCR) .......eeeiiiiiiiiiiiieeee ettt 28
2.6.11.1 STANArd-PCR.......oiiiiiiiiieiiieee ettt s s e e s e e e reee s 28
B I A (o o T | 1= = 1 USSR 28
2.6.11.3 Quantitative Real-Time-PCR......ccoviiieieeee e e 28
2.6.11.3.1 DNase-Behandlung........ccuueeiiiioooceieeee ettt 29
2.6.11.3.2  CDNA-SYNTNESE c..eviiiieeeee ettt s s 29
2.6.11.3.3 Durchfiihrung der quantitativen Real-Time-PCR ........ccccecvevveirrieneiiennne 29
2.6.12 Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen durch Southern-Blot-Analyse...................... 31
2.6.12.1 DNA-RESTIHKLION....iiiiiiiiiiiiiec et e e e e sabae e e s araee s 31
2.6.12.2 SONAENMAIKIEIUNG ..ceuveeeiieeiieeeiie ettt e et e et e st e st e ere e e eneeesneeesnneas 31
2.6.12.3 Transfer auf eine Nylonmembran durch Kapillar-Blot.........cccccceeeviereceiinciennneen. 31
2.6.12.4 Hybridisierung und Detektion .......ccceeeeiiiiiciiiiieee e e 32
2.7 Biochemische MethOdEN .........ciiiiiiiiiiiiec e s e s srre e e ssraee e eaes 32
2.7.1 Isolation von Rohextrakten aus C. @lbiCans ............ccueeeeciieeiiciieeeeciieee e ciieee e eecinee s 32
2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford..........cccoeevvvviiiiiiiicciiinennnenn. 33
2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ........ccceveeivieeeciieee e eiieee e, 33
2.7.4 Nachweis spezifischer Proteine durch Immunoblot-Analyse........cccccceeeiieeccnieenneennn. 33
2.7.5 Chromatinimmunprazipitation (CHhIP) ........cocueiiiiiiieeeeeeieee et eerae e e 34
R A ST O o | 2 o o 11 SRS 35
2.7.7 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat (,,X-Gal Overlay-Assay”)......cccoceeeevureeenns 37
2.8 Zellbiologische MEethOdEN............uuviiiiiiiee e et e e 37
2.8.1  IMMUNTIUOIESZENZ ...uvviiiiieie ettt e e s sbte e e eeesbtee e snaraeeesnns 37
2.8.1.1  FixXieren der ZelEN ......uueee ettt e e etae e e earaee s 37
2.8.1.2 Herstellung der Praparate.....ccccceeeeeeieee ettt 37
2.8.1.3  Mikroskopie der Praparate ........ccccueeeeeiiiiecciiiieeee ettt errrree e e e e e 38
I 1 - (=1 ] 41 - S 39
3.1 Markierung von Tpk1, Tpk2, Sch9 und Bcyl mit einem HA-EPitop ....cceeveveveeeerrciereiiennne, 39
3.1.1 Produktion der Epitop-markierten AGC-Kinasen ........cccecveeeeeirieeeeciiieeeeciiee e eeieeeeenn 42
3.1.2 Funktionalitdtsanalysen der Epitop-markierten Proteine.......ccccceeeecvveeeeeeeecccnneeen. 43
3.2 Zelluldre Lokalisation der AGC-KINASEN ........cccveiiiriiieiiiniiieeiniieeeessieeessssreeesssseeesessssnneesnns 47
3.3 Chromosomale Lokalisation der AGC-KiNaSeN.........cccceevvrieeeiiiieeeeiieeeesieee e ssiteeeeevvneee e 49
3.3.1 ChIP-chip-Analysen zur Bindung der PKA unter Hefewachstumsbedingungen ......... 49
3.3.1.1 Genomweite Zielsequenzen von Tpk1, Tpk2 und der regulatorischen
UNTereinh@it BCYL......ooiiiiiiiiiiiieeeeitee ettt ettt st e s sba e e s s s saraeeeas 53
3.3.1.2 Bindung von Tpk2 an den EFGI-ORF.........cccovuieeeiieieciiieieee et 54

3.3.1.3 Identifizierung von PKA-Konsensus-Bindesequenzen unter
HefewachstumsbedingUNEEN........covvviiieiieeeecee e 55
3.3.2 ChIP-chip-Analysen zur Bindung der PKA-Isoformen unter
HypheninduktionsbedingUNZEN ...t e 57



Inhaltsverzeichnis 1l

3.3.2.1 Genomweite Zielsequenzen von Tpkl und TPK2 ......cccouveeeeiiieiicciee e, 59
3.3.2.2 Bindung von Tpkl an den EFG1-Promotor 30 min nach Hypheninduktion........ 61
3.3.2.3 Analyse zur Identifizierung von PKA-Konsensus-Bindesequenzen unter
HypheninduktionsbedingUNgen ... 63
3.3.3 Transkriptspiegel von potentiellen PKA-Zielgenen.........coccuvvvieeeeiecccciiieeee e 64
3.3.4 ChIP-chip-Analysen zur Ermittlung von genomweiten Zielsequenzen von Sch9 ....... 69
3.4  Hypoxischer SignalWeg VON SChO .......ooi oottt ree e e e e 72
3.4.1 Konstruktion einer sch9 rim15 - Doppelmutante......cccccceccvviieeeeeeeccciiieiieeeee e, 72
3.4.2 Morphologische Untersuchung der sch9 rim15 - Doppelmutante .........ccceeeeciveeenns 75
3.4.3 Einfluss von Rapamycin und Koffein auf die Zellmorphologie ........ccccceevverrcerennnnns 75
3.4.4 Untersuchung bekannter Komponenten der Hyphenregulation auf sch9-Phanotyp 77
3.4.5 Einfluss von Farnesol auf den sch9-Phanotypen ......ccccccoeecviieeeeiieccciiieeeee e, 80
3.4.6 Suche nach weiteren Mutanten mit sch9-Phanotyp......cccccceeeviieniiiiiinencee e, 81
3.4.7 Epistase-Untersuchungen zur Komplementation des sch9-Phanotyps .........ccceeee.. 84
3.5 Suche nach neuen Interaktionspartnern von Sch9 in C. albicans.............cccoveeeeeeeecccnnnnnnn. 86
T4 SR T 1 ' o N 91
4.1 Zelluldre Lokalisation der AGC-KIiNASEN .......ccccccieeeiiiiieeeiiieeecciiee e sseee e ssee e e ssnve e e e e envaee s 92
4.2 Tpkl und Tpk2 haben chromosomale Binderegionen unter Hefewachstums- und
HypheninduktionshediNngUNEEN ..........ooiviiiiiiiii e 94
4.3 Eine Promotorlokalisation von Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen korreliert mit
(o L= g T T a1 T o €] o1 =Y = SR 99
4.4 Tpklist ein Repressor der SSDI-Transkription.......ccccceeeeeeciiiieei e e 100
4.5 Regulation von EFG1 durch Tpk1 und TPK2 ..ot 101
4.6 Sch9 ist ein Zentromer-assoziiertes Protein in C. albicans ..........ccccvvvevivvveiiiviieneincnennnn 103
4.7 Der Einfluss von Sch9 auf das Zellwachstum ..........occoeiiviiieiiniiic e 104
4.8 Die Regulation der Hyphenbildung unter Hypoxie, erh6hten CO,-Konzentrationen und
TEMPErAtUIrEN < 37 TC ittt ettt ettt e e et e e e st e e s sbt e et e e s eabbeeesaneeeas 105
4.8.1 Einfluss der Komponenten des HOG-SigNalWeges ........cceeeeeeuirviieeeeeeicciiieeee e e 106
4.8.2 Der Torl-Sch9-Signalweg reguliert zusammen mit dem PKA-Signalweg die
[ AV o] o T=T oY o] o [¥ o T~ PR 107
4.8.3 Eine Uberexpression von RAS1 oder TPK2 supprimiert den sch9-Phanotypen ....... 109
5  ZUSAMMENTASSUNE ..ccuurreeeeiirennierreenerrenneerrenseerenssesrenssessensssssensessanssessnnnes 111
(ST TV 3 0 3 0T Y 112
7 Literaturverzeichnis... ... iiveeiiieeiiiiiinreccrrecc s reseessnanane 113
8 AbKUrzungsverzeiChnis........cccceieiiieiiieirenniieeiiieeireeireeerneeenerencerenenes 126
L= 1Y | -1 o TSRO 129
9.1 Nukleotidsequenzen der Bankplasmide .......ccccvveeiiiiieiiiiiieeiniiee e ssree e e e 158



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Proteinkinasen

Die Phosphorylierung stellt einen der wichtigsten Regulationsmechanismen von Proteinen
dar, der durch die Aktivierung von Proteinkinasen ermdglicht wird. Proteinkinasen sind
regulatorische Enzyme, die ihr Substrat durch das Anhdngen von Phosphatgruppen
modifizieren. Die Klassifizierung der Proteinkinasen erfolgt nach der Aminosaure, welche sie
phosphorylieren; die wichtigsten Gruppen sind Serin/Threonin-, Tyrosin- und Histidinkinasen
(Belham et al.,, 1999; Pearce et al.,, 2010). Die Gesamtheit aller Proteinkinasen innerhalb
eines Organismus wird als Kinom bezeichnet. Das humane Kinom besteht aus 518 Kinasen
und somit kodieren 1,7 % der humanen Gene fiir Proteinkinasen, wodurch sie eine der
groRten und meist untersuchten Genfamilien des humanen Genoms darstellen (Manning et
al., 2002). Durch die Phosphorylierung modifizieren die Proteinkinasen die Lokalisation und
Aktivitat von bis zu 30 % aller zellularen Proteine und regulieren zelluldre Prozesse wie den
Metabolismus, die Transkription, den Verlauf des Zellzyklus, die Apoptose und die

Differenzierung (Manning et al., 2002; Manning, 2005).

1.1.1 AGC-Kinasen

60 der 518 Proteinkinasen des Menschen sind AGC-Kinasen (Pearce et al., 2010). Basierend
auf einer Sequenzanalyse der katalytischen Domédne wurden 1995 die AGC-Kinasen als
Subgruppe der Proteinkinasen definiert (Hanks und Hunter, 1995). AGC-Kinasen sind
hochkonservierte Serin/Threoninkinasen, die nach der cAMP-abhdngigen Proteinkinase
(PKA), der cGMP-abhdngigen Proteinkinase (PKG) und der Proteinkinase C (PKC) benannt
wurden (Pearce et al, 2010). Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie besitzen eine
hochkonservierte Kinasedomane, die wie bei anderen eukaryotischen Proteinkinasen (ePKs)
aus zwei Bereichen besteht. Die kleinere N-terminale Region kann Nukleotide binden,
wahrend die C-terminale Region fir die Substratbindung und Katalyse bendétigt wird (Jacinto
und Lorberg, 2008). Da AGC-Kinasen Prozesse wie das Zellwachstum, die Proliferation und
das Uberleben der Zelle kontrollieren, unterliegen sie strengen Regulationsmechanismen.
Die Regulation folgt dabei einem generellen Schema. Zunachst wird die sogenannte
Aktivierungsschleife (oder auch ,T-loop“), welche innerhalb der Kinasedomane liegt,

phosphoryliert (Kannan et al., 2007). Die Phosphorylierung erfolgt an der Konsensussequenz
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T*FCGT (* = phosphorylierte Aminosaure) und kann durch andere Kinasen oder
Autophosphorylierung erfolgen.

Viele AGC-Kinasen weisen an ihrem C-Terminus zusatzliche Motive auf, die phosphoryliert
werden konnen (Abb. 1.1). Beispielsweise besitzen die meisten AGC-Kinasen ein
hydrophobes Motiv (HM) mit der Konsensussequenz FXXFS/T*Y/F. Ist dieses Motiv
phosphoryliert, dient es als Andockstelle fiir die Phosphoinositid-abhangige Kinase 1 (Pdk1),
welche ebenfalls zu den AGC-Kinasen gehort. Nachdem Pdkl an das HM gebunden hat, wird
die Aktivierungsschleife phosphoryliert. Es wird angenommen, dass die meisten AGC-Kinasen
von Pdkl aktiviert werden, da so gut wie alle Mitglieder dieser Proteinfamilie ein HM
besitzen. Die Phosphorylierung des HMs ist aullerdem wichtig, da sie die Stabilitdt der AGC-
Kinase erhoht (Jacinto und Lorberg, 2008; Belham et al., 1999). Viele AGC-Kinasen besitzen
aullerdem ein sogenanntes ,turn-Motiv” (TM), welches die Integritdt des Proteins aufrecht
erhélt, indem es beispielsweise die Dephosphorylierung des HMs verhindert (Pearce et al.,

2010).

N S/T Kinasedomine

Aktivierungsschleife
Konsensussequenz: T*FCGT

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Domanen von AGC-Kinasen. Die Aktivierung der AGC-
Kinasen erfolgt innerhalb der Konsensussequenz der hochkonservierten Kinasedomane. Weitere
potentielle Phosphorylierungsstellen sind das hydrophobe Motiv (HM) oder das turn-Motiv (TM).
* = phosphorylierte Aminosaure.

In dieser Arbeit wurde mit dem humanpathogenen Pilz Candida albicans gearbeitet, welcher
in enger phylogenetischer Beziehung zu dem eukaryotischen Modellorganismus
Saccharomyces cerevisiae steht (Odds, 1988). S. cerevisiae besitzt 117 ePKs und 10 weitere
atypische Proteinkinasen, wobei ungefahr 20 der ePKs zu den AGC-Kinasen gehoren (Jacinto
und Lorberg, 2008). In dem humanpathogenen Pilz C. albicans konnten bereits einige
homologe AGC-Kinasen identifiziert werden, welche in der vorliegenden Arbeit untersucht

wurden.
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1.2 Der humanpathogene Pilz C. albicans

C. albicans ist ein fakultativ humanpathogener Hefepilz, der zu den Ascomycota
(Schlauchpilzen) zahlt. Er gilt als bedeutendster Erreger humaner Mykosen, obwohl er im
Falle eines intakten Immunsystems lediglich als Kommensale auftritt. C. albicans kann in
75 % der Bevolkerung auf den Schleimhauten des Oral- und Gastrointestinaltrakts sowie im
Genitalbereich nachgewiesen werden (Ghannoum et al, 2010). Neben oberflachlichen
Mykosen kann C. albicans in immunsupprimierten Menschen lebensbedrohliche,
systemische  Mykosen verursachen. Eine Immunsuppression kommt z.B. bei
Transplantationen von Organen, bei Chemotherapie oder durch eine HIV-Infektion zu
Stande. In diesem Falle breitet sich der Pilz GUber den Blutkreislauf aus und befallt innere
Organe, was in 40 % der Félle todlich verlauft (Greenspan und Greenspan, 1996; Wey et al.,
1988). Eine invasive Mykose entsteht hauptsadchlich durch eine endogene Infektion bei
bestehender Kolonisation (Reagan et al., 1990). Eine systemische Mykose kann ebenfalls
durch exogene Faktoren verursacht werden, da C. albicans in der Lage ist, Biofilme auf der
Oberflache von Kathetern und Prothesen zu bilden. Diese Biofilme sind mehrschichtige
Zusammenschlisse von Zellen, die von einer polymeren Matrix umgeben sind. Die Bildung
eines Biofilms spielt eine groRe Rolle in der Therapie der Pilzinfektion, da dadurch eine
erhohte Resistenz gegeniber Antimykotika entsteht (Douglas, 2003). Bei systemischen
Mykosen ist C. albicans die am haufigsten isolierte Candida-Art, gefolgt von C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis und C. krusei (Pfaller, 1996). Mehr als 17 Candida-Spezies kdnnen
zu invasiven Mykosen fiihren, jedoch werden 90 % der Mykosen durch diese fiinf Spezies
verursacht (Pfaller und Diekema, 2007). Der Nachweis einer Candida-Infektion kann durch
kulturelle und nicht-kulturelle Verfahren erfolgen. Die Diagnose einer systemischen Mykose
basiert z. Zt. meist noch auf der kulturellen Anzucht aus Korperfliissigkeiten oder Geweben.
Das Ausmal der Kolonisation wird durch den Candida-Kolonisationsindex (CCl) bestimmt.
Dieser Wert ergibt sich aus dem Quotienten der Anzahl der Kérperregionen, die mit Candida
spp. kolonisiert sind und der Anzahl der getesteten Korperregionen pro Patient. Liegt der
Wert Uber 0,5 liegt der Verdacht einer invasiven Candida-Infektion vor (Pittet et al., 2004).
Dabei geht man davon aus, dass das Infektionsrisiko mit der Anzahl der kolonisierten
Korperregionen ansteigt. Weiterhin wurden sogenannte , Candida scores” eingefiihrt, die
Risikofaktoren einbeziehen, um die Patientengefahrdung abzuschatzen (Leon et al., 2006).

Nicht-kulturelle Verfahren, die auf z.B. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) basieren,
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erlauben eine Unterscheidung zwischen C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis
und C. krusei innerhalb von wenigen Stunden (Shepard et al., 2008). Infektionen mit Candida
spp. kdnnen mit Antimykotika aus der Klasse der Azole, Echinocandine oder Polyene
behandelt werden. Resistenzen gegeniiber diesen Antimykotika haben einen immer groRer
werdenden Einfluss auf die Therapiemoglichkeiten (Sanglard und Odds, 2002). Dies erfordert

eine verstarkte Untersuchung der zelluldren Vorgange in C. albicans.

1.2.1 Genomanalyse

Bei C. albicans handelt sich um einen diploiden Organismus, dessen Genom aus ca. 30
Megabasenpaaren besteht (15 Mbp pro Chromosomensatz). Obwohl C. albicans diploid ist,
konnte bislang weder ein Vermehrungszyklus, noch Meiose nachgewiesen werden (Jones et
al., 2004). Das Genom ist auf acht Chromosomen verteilt, die mit 1-7 und R bezeichnet
wurden (Doi et al.,, 1992). Dabei wurden die Chromosomen entsprechend ihrer GroRe
durchnummeriert. Auf den beiden R-Chromosomen ist der ca. 700 kb groBe RDN1-Locus zu
finden, welcher fiir die Gene der ribosomalen RNA kodiert. Dabei liegen die Gene fir die
18S-, 5.85-, 255- und 5S-rRNA in einer 12 kb groRBen Einheit vor, die in ca. 55 Kopien
tandemformig wiederholt wird. Durch den diploiden Chromosomensatz ist es bei
Mutationsanalysen erforderlich, beide Allele eines Gens zu deletieren. Fiir die Deletion
beider Allele wird meistens die sogenannte ,URA-Blaster”- oder die ,,URA-Flipper“-Methode
angewandt (Fonzi und Irwin, 1993; Morschhauser et al., 1999). URA3 kodiert fur die
Orotidin-5"-phosphat Decarboxylase und ist ein Virulenzfaktor (Brand et al., 2004; Staab und
Sundstrom, 2003). Bei der Herstellung von Mutantenstédmmen aus auxotrophen
Laborstammen wie z.B. CAl4 oder BWP17 ist daher die Integration des URA3-Gens zu
beachten. Weiterhin muss, besonders bei der Verwendung heterologer Reportergene, der
alternative Kodongebrauch in C. albicans bericksichtigt werden. Das Basentriplett CUG wird
nicht wie gewohnlich in Leucin, sondern in Serin translatiert (Leuker und Ernst, 1994; Santos

und Tuite, 1995).
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1.2.2 Morphologie und ihr Einfluss auf die Virulenz

C. albicans wird als polymorpher Pilz bezeichnet, da er die Fahigkeit besitzt, unterschiedliche
morphologische Erscheinungsformen einzunehmen (Abb. 1.2). So ist es dem Pilz moglich,
reversible Ubergdnge zwischen der einzelligen Hefeform (Blastokonidie), Pseudohyphen,
echten Hyphen und Chlamydosporen zu durchlaufen. Zusatzlich kommt eine Stabchenform
vor, die man als ,opaque” bezeichnet (im Gegensatz zu der ,white“-Hefeform). Die
verschiedenen Morphologien tragen zur Pathogenitat bei und ermdglichen dem Pilz
verschiedene Nischen im Wirt zu besiedeln und sich optimal anzupassen (Ernst, 2000). Der
Wechsel zwischen der Hefe- und Hyphenform, der auch als Dimorphismus bezeichnet wird,
gilt als wichtigste Virulenzeigenschaft des Pilzes (Odds, 1988). Die einzellige Hefe vermehrt
sich durch Knospung und kann daher schnell Gber den Blutkreislauf im Korper des Wirtes
vermehrt werden. Aus diesem Grund spielt diese Wuchsform gerade in der friihen Infektion
eine wichtige Rolle (Saville et al., 2003). Nachdem die Tochterzelle eine bestimmte GroRe
erreicht hat, trennt sie sich von der Mutterzelle und ist selbst zur Knospung bereit. Bei
filamentdésem Wachstum muss zwischen echten Hyphen und Pseudohyphen unterschieden
werden. Echte Hyphen entstehen durch einen kontinuierlich apikal wachsenden
Keimschlauch, der nachtraglich durch Septen segmentiert wird. Pseudohyphen hingegen
entstehen durch unipolare Knospung, wobei die elongierte Tochterzelle mit der Mutterzelle
in Kontakt bleibt und wiederum Knospen bildet. Bei den dadurch entstandenen Zellketten
sind Einschnirungen an den Zellverbindungen sichtbar (Odds, 1988; Ernst, 2000).

Die Ausbildung von Hyphen ermdéglicht die Adhédsion sowie die Penetration von Epithel- und
Endothelzellen des Wirtes (Odds, 1994). Die invasive Infektion wird durch die Expression von
Virulenzfaktoren, wie z.B. Adhdsine oder Proteasen ermoglicht, die nur von Hyphen
produziert werden. Ein weiterer Vorteil des Dimorphismus ist die Moglichkeit aus
Immunzellen wie z.B. Makrophagen zu wachsen und somit dem Immunsystem zu
entkommen. Der Pilz wachst durch die Bildung von Hyphen nicht nur aus der Immunzelle
heraus, sondern beschadigt die Zelle dabei auch (Kumamoto und Vinces, 2005; Lo et dl.,

1997).
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Abb. 1.2: Morphologische
C_:~,:_—_—d:) Erscheinungsformen von C. albicans
PEE— (Ernst, 2000; modifiziert). Wahrend
einer Infektion kommen

ﬁ hauptsachlich die Hefe- und die

Cor O—: H.yphenwfachstumsformen vor. Die
» O——: dickwandigen Chlamydosporen
entstehen als terminale Zellen an
Pseudolryphe Pseudohyphen.  Die  Hefezellen
g lﬁ konnen in die stabchenférmige
opaque-Form wechseln. Gepunktete
y+ CSCrC— Linien zeigen die Richtung des
Cj)’ Oo <:> »C—— Zellwachstums oder Tochterzellen.
Hefe Echte Hyphe

N

—

opaque - Form

Der Wechsel von der Hefe- und Hyphenform wird durch die duBeren Bedingungen induziert.
Im Labor ist es moglich, die Hefeform bei 30 °C zu kultivieren. Die Induktion des
Hyphenwachstums kann durch Bedingungen erfolgen, die in inneren Organen des
menschlichen Koérpers vorkommen. So induziert eine Steigerung der Temperatur auf 37 °C
die Bildung von Hyphen. Weiterhin kann die Ausbildung von Hyphen durch Seren, N-
Acetylglucosamin (GIcNAc), einen neutralen pH-Wert, Sauerstofflimitierungen sowie
Hungerbedingungen (,Spider“- oder ,Lee’s“-Medium) induziert bzw. verstarkt werden
(Cassone et al., 1985; Buffo et al., 1984; Ernst, 2000).

Eine weitere Wachstumsform von C. albicans sind die runden, dickwandigen
Chlamydosporen. Sie werden von Suspensorzellen an Pseudohyphen produziert und sind
etwa drei- bis viermal so gro wie Hefezellen. Da die Ausbildung dieser Zellform bei
Nihrstoffmangel beobachtet wird, wird vermutet, dass es sich um eine Uberdauerungsform
handelt (Staib und Morschhauser, 2005).

Etwa 10 % aller C. albicans-Stamme, die homozygot fir den MTL (mating type like)-Locus
sind, besitzen weiterhin die Fahigkeit spontan zwischen dem white- und dem opaque-
Phanotypen zu wechseln (,,phenotypic switching”) (Lockhart et al., 2002). Normalerweise
bildet C. albicans weille, halbkugelformige Kolonien aus, die typische Hefezellen enthalten
(white-Phanotyp). Kolonien der opaque-Form sind hingegen grau und flach und bestehen aus

stabchenformigen Zellen (Slutsky et al., 1985). Begleitet wird der Phanotypenwechsel durch
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eine veradnderte Expression von Genen, die fiir den Metabolismus, die Adhasion, die
Stressantwort aber auch die Virulenz von Bedeutung sind (Lan et al., 2002). Beide Zellformen
haben moglicherweise unterschiedliche Funktionen bei der Infektion, da white-Zellen
hauptsachlich die Verbreitung im Blutkreislauf begiinstigen, wahrend opaque-Zellen besser
fir die Kolonisation an Zelloberflachen geeignet sind (Kvaal et al., 1997; Kvaal et al., 1999;

Lachke et al., 2003).

1.2.3 Hypoxische Anpassung

Hypoxie ist definiert als die reduzierte Verfligbarkeit von Sauerstoff. Ausgangspunkt hierfir
ist die Sauerstoffkonzentration in unserer Luft, die als normoxisch bezeichnet wird und ca.
21 % betragt. Eine vollstandige Abwesenheit von Sauerstoff wird hingegen als anoxisch
bezeichnet. Die Konzentration von Sauerstoff innerhalb des menschlichen Kérpers liegt
immer unterhalb des atmospharischen Levels. Selbst in den Alveolen der Lunge betragt die
Sauerstoffkonzentration nur etwa 14 %. Erreicht Sauerstoff die Organe Uber die Kapillaren,
betragt die Konzentration des Molekiils oft nur 2-4 % (West, 1985; Warn et al., 2004). Stark
hypoxische Bereiche (< 1 % O,) werden ebenfalls in Wunden und nekrotischem Geweben
beschrieben (Nizet und Johnson, 2009). Es ist bekannt, dass Pilzinfektionen zu einer
zusatzlichen Beeintrachtigung der Sauerstoffkonzentration fiihren. In entziindeten Geweben
kann der Pathogen zusammen mit den Immunzellen die BlutgefalRe regelrecht verstopfen,
was zu einer gestorten Blut- bzw. Sauerstoffversorgung fiihren kann (Grahl und Cramer,
2010).

Da C. albicans verschiedene Bereiche des menschlichen Korpers besiedeln kann, muss sich
der Pilz an diese unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen anpassen. Bisher gibt es nur
wenige Informationen Uber den Einfluss von Hypoxie auf C. albicans. In vitro wurde
festgestellt, dass der Pilz unter hypoxischen Bedingungen verschiedene Phanotypen aufweist
und, dass sich das Genexpressionsmuster dndert (Setiadi et al., 2006). Wachsen Zellen des
Pilzes auf festem Medium und sind gleichzeitig von einem Deckglas bedeckt, kommt es zur
Bildung von Chlamydosporen. Es wird vermutet, dass dies durch den Oberflaichenkontakt in
der sauerstoffarmen Umgebung verursacht wird (Sonneborn et al., 1999). Ein Wachstum von
C. albicans in Agar oder unter hypoxischen Bedingungen auf Agar fordert auRerdem die
Hyphenbildung in Medium, das unter normoxischen Bedingungen nicht zu einer

Filamentierung fuhrt (Sonneborn et al., 1999; Setiadi et al., 2006). Hypoxische Bedingungen
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beeinflussen auch den white-opaque-Phanotypenwechsel. Die opaque-Form ist unter
normoxischen Bedingungen und 37 °C instabil; hypoxische Bedingungen stabilisieren diese
Zellform jedoch auch bei 37 °C (Dumitru et al., 2007). Dagegen konnten Huang et al. (2009)
zeigen, dass der Phanotypenwechsel eher durch eine hohe CO,-Konzentration, als durch
Hypoxie ausgeldst wird.

Neben dem Einfluss auf morphologische Phanotypen beeinflusst das Wachstum unter
hypoxischen Bedingungen die Genexpression und das Transkriptom. Es konnte gezeigt
werden, dass Transkripte von Genen des fermentativen Metabolismus, einschliefilich
glykolytischer Gene sowie von einigen hyphenspezifischen Genen erhéht wurden, wahrend
Transkriptspiegel der Gene des oxidativen Metabolismus (Atmungskette, ATP-Synthese,
Zitronensaurezyklus) erniedrigt wurden (Setiadi et al., 2006). Dieses Regulationsmuster ist in
dhnlicher Form in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris sowie in Sdugerzellen zu finden
und unterscheidet sich von dem in S. cerevisiae (Setiadi et al., 2006). Der , Crabtree-Effekt”
bei S. cerevisiae beglinstigt bei hohen Glukosekonzentrationen den fermentativen
Metabolismus auch unter aeroben Bedingungen (Gancedo, 1992; ter Linde et al., 1999).

Die molekularen Mechanismen der hypoxischen Anpassung in C. albicans sind
weitestgehend unbekannt. Der Transkriptionsfaktor Efgl (enhanced filamentous growth
factor 1) spielt eine Rolle in allen morphologischen Formen von C. albicans. Er scheint auch
in der hypoxischen Anpassung eine Schlisselrolle zu spielen, da er an der Regulation von bis
zu 50 % der hypoxisch regulierten Gene beteiligt ist (Ernst und Tielker, 2009).

Neben der Sauerstoff- ist die Kohlenstoffdioxid-Konzentration ein wichtiger Parameter flr
die Interaktionen zwischen Pathogen und Wirt. Im menschlichen Korper kénnen CO,-
Konzentrationen von 5-6 % auftreten, wahrend der CO,-Gehalt der Luft lediglich bei 0,033 %
liegt (Guyton und Hall, 2000; Monnin et al., 2001). In vielen Studien werden daher
Experimente unter Normoxie und erhohten CO,-Konzentrationen (ca. 5 %) durchgefiihrt. Da
niedrige O,- oft mit hohen CO,-Konzentrationen assoziiert sind (z.B. in Geweben), sollten
Untersuchungen unterschiedliche O,- und CO,-Konzentrationen einschlieSen. Da C. albicans
als Humanpathogen verschiedene Nischen besiedelt, wird der Pilz auch mit
unterschiedlichen CO,-Konzentrationen konfrontiert. Es ist bereits bekannt, dass in C.
albicans hohe CO,-Konzentrationen die Hypenbildung und den Wechsel zwischen der white-

und opaque-Form stimulieren (Klengel et al., 2005; Huang et al., 2009).
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1.2.4 Regulation der Hyphenbildung bei Normoxie

Wegen der hohen phylogenetischen Verwandtschaft wird S. cerevisiae als Modellorganismus
verwendet, um zelluldre Prozesse von C. albicans zu untersuchen. Durch homologe Proteine
war es moglich, konservierte Signalwege zu identifizieren, die die Hyphenbildung in C.
albicans kontrollieren (Gimeno et al., 1992). Dabei muss jedoch beachtet werden, dass S.
cerevisiae keine echten Hyphen, sondern lediglich Pseudohyphen ausbildet. Die Bildung von
Hyphen in C. albicans wird Gber mehrere Signalwege gesteuert, wobei die MAPK (mitogen
activated protein kinase)-Kaskade sowie der cAMP-abhéangige Proteinkinase A (PKA)-Weg am
besten untersucht sind (Abb. 1.3). Die Zielproteine der Signalwege sind die
Transkriptionsfaktoren Cphl und Efgl. Eine cphl efgl - Doppelmutante ist afilamentés und
avirulent, weshalb angenommen wird, dass diese beiden Signalwege parallel verlaufen und
gemeinsam die Regulation der Hyphenbildung kontrollieren, wobei der PKA-Weg von
grofRter Bedeutung ist (Lo et al., 1997; Sonneborn et al., 2000). Beide Signalwege werden
durch das G-Protein Rasl aktiviert (Feng et al., 1999). Unter normoxischen Bedingungen
wird die Ausbildung von Hyphen durch &dulRere Einflisse ausgel6st. Dazu zdhlen
Temperaturen von 37 °C, ein neutraler pH-Wert sowie die Anwesenheit von N-
Acetylglucosamin (Buffo et al., 1984; Cassone et al., 1985). Ein weiterer positiver Ausloser
der Hyphenbildung ist Serum, wobei hauptsachlich das im Serum vorhandene
Muramyldipeptid (MDP) die Hyphenbildung stimuliert. MDP ist eine Komponente der
bakteriellen Zellwand (Peptidoglycan), die in Seren von Sdugern vorkommt (Xu et al., 2008).
Nach Aktivierung von Rasl erfolgt im Falle der MAPK-Kaskade die Signalweiterleitung tber
die GTPase Cdc42, welche wiederum die Kinase Cst20 aktiviert. Dies flihrt zur Aktivierung
des MAP-Kinase-Moduls, das aus den drei Kinasen Stel1, Hst7 und Cek1 besteht, wobei Cekl
die zentrale Komponente darstellt. Die Weiterleitung des Signals erfolgt hierbei
nacheinander durch Phosphorylierung und resultiert in der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Cph1, welcher die Hyphenausbildung anregt (Liu et al., 1994; Csank et
al., 1998). Neben der MAPK-Kaskade muss ein weiterer Signalweg fiir die Ausbildung der
Hyphen verantwortlich sein, da Mutationen der einzelnen Komponenten nur unter
bestimmten Bedingungen zu Defekten in der Filamentierung fihren. Eine Deletion von
Komponenten des PKA-Signalweges fiuhrt meist zu einem vollstandigen Defekt der
Filamentierung (Feng et al., 1999; Rocha et al., 2001). Dadurch stellt der PKA-Weg den

wichtigsten Signalweg in der Regulation des Dimorphismus dar.
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Abb. 1.3: Regulation der Hyphenbildung in C. albicans unter normoxischen Bedingungen (Sudbery
et al., 2011; modifiziert). Gezeigt sind die Signalwege, die die Hyphenbildung in Abhdngigkeit von
verschiedenen Umwelteinflissen regulieren. Die MAPK-Kaskade (griin) sowie der PKA/cAMP-
abhdngige Signalweg (blau) sind am besten untersucht. Letzterer reguliert den zentralen
Transkriptionsfaktor Efgl und hat daher bei der Ausbildung von Hyphen die wichtigste Rolle inne.
Transkriptionsfaktoren sind orange dargestellt, negative Regulatoren der Hyphenbildung gelb. HSL =
Homoserinlacton, GIcNAc = N-Acetylglucosamin.

Die PKA gehort zu der Familie der AGC-Kinasen und besteht aus einer inhibierenden
regulatorischen (Bcyl) und einer katalytischen Untereinheit. Jeweils 2 Bcyl-Proteine bilden
zusammen mit zwei Proteinen der katalytischen Untereinheit die heterotetramere PKA.
Dabei stellen die Isoformen der katalytischen Untereinheit (Tpkl und Tpk2) die zentralen
Komponenten des PKA-Signalweges dar. Bei Anwesenheit des ,second messengers” cAMP

bindet das Molekil an Bcyl, wodurch die regulatorische Untereinheit vom Proteinkomplex
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dissoziiert. Dadurch werden die katalytischen Untereinheiten aktiviert und freigesetzt
(Cassola et al., 2004). cAMP entsteht aufgrund dulRerer Signale durch die Adenylatcyclase
Cyrl, welche cAMP aus ATP synthetisiert. Eine Regulation der cAMP-Konzentration erfolgt
weiterhin durch die Phosphodiesterase Pde2, welche die Hydrolyse von cAMP veranlasst
(Jung und Stateva, 2003). Durch hohe CO,-Konzentrationen kann der PKA-Weg unabhangig
von Rasl aktiviert werden. C. albicans wandelt mit Hilfe der Carboanhydrase Ncel103 CO,
zusammen mit H,O0 zu HCO3 und H" um. Das entstandene Hydrogencarbonat ist
anschliefend in der Lage, Cyrl zu aktivieren (Klengel et al., 2005). Der Sesquiterpenalkohol
Farnesol, der von C. albicans bei hoher Zelldichte als ,,Quorum Sensing“-Molekil produziert
wird, hemmt dagegen Cyrl durch direkte Bindung (Davis-Hanna et al., 2008).

Die Rolle der katalytischen PKA-Isoformen in Bezug auf die Hyphenbildung ist abhangig vom
Wachstumsmedium. Wahrend Tpkl eher fir die Filamentierung auf einigen festen Medien
benotigt wird, fordert Tpk2 bevorzugt die Hyphenbildung in flissigem Medium (Bockmiihl et
al.,, 2001). Es wird vermutet, dass die PKA den zentralen Transkriptionsfaktor Efgl direkt
durch Phosphorylierung aktiviert. Ein efgl-Deletionsstamm ist nicht in der Lage Hyphen
auszubilden. Hinweise darauf, dass Efgl ein Zielprotein der PKA ist, konnten durch den
Austausch einer potentiellen PKA-Phosphorylierungsstelle (Threonin 206) erlangt werden.
Eine Substitution von Threonin 206 durch Alanin flihrt zu einem afilamentdsen Phanotypen,
wahrend Glutamat (als Phosphat-Analog) die Hyphenbildung erlaubte (Bockmihl und Ernst,
2001). Weiterhin ist bekannt, dass es bei Hypheninduktion zu einer Herabregulation des
EFG1-Transkriptspiegels kommt (Tebarth et al,, 2003). Lassak et al. (2011) konnten zeigen,
dass fir eine ziigige Herabregulation der EFG1-Promotoraktivitat Efgl sowie die PKA-Isoform
Tpk2 bendtigt werden.

Als Interaktionspartner von Efgl konnten die Transkriptionsfaktoren Flo8 und Czfl
identifiziert werden (Noffz et al., 2008). Dabei wird angenommen, dass Flo8 zusammen mit
Efgl die Hyphenbildung reguliert, da die beiden Proteine teilweise dhnliche Gene regulieren
und ein flo8-Deletionsstamm nicht in der Lage ist Hyphen auszubilden (Noffz et al., 2008;
Cao et al., 2006). Fur das Zinkfingerprotein Czfl ist bekannt, dass es fir die Hyphenbildung
unter speziellen Bedingungen benétigt wird und ein Gegenspieler von Efgl ist (Brown et al.,

1999; Giusani et al., 2002).
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1.2.5 Regulation der Hyphenbildung bei Hypoxie

Die Regulationsmechanismen der Morphogenese von C. albicans unter Hypoxie sind nicht
geklart. Es konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Efgl eine Schlisselrolle in
der Anpassung an hypoxische Bedingungen einnimmt und auch die Hyphenbildung bei
Hypoxie reguliert. Wahrend er unter normoxischen Bedingungen das Hyphenwachstum
aktiviert, ist Efgl unter hypoxischen Bedingungen ein Repressor der Hyphenbildung (Doedt
et al., 2004; Setiadi et al., 2006). Ein efg1-Deletionsstamm zeigt daher unter Normoxie eine
defekte Hyphenbildung, wahrend er unter Hypoxie und Temperaturen von 25 - 35 °C ein
hyperfilamentdses Wachstum aufweist. Bei Temperaturen von 37 °C kann diese Mutante
jedoch keine Hyphen bilden, so dass Efgl bei dieser Temperatur auch bei Hypoxie ein
Aktivator der Hyphenbildung ist. Deletionen der PKA-Isoformen Tpkl oder Tpk2 fuhrten
unter Hypoxie zu keiner Verdanderung des Phanotyps im Vergleich zum Wildtypstamm
(Setiadi, 2006), weshalb angenommen wurde, dass die Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen durch einen alternativen Signalweg reguliert wird, welcher von Efgl reprimiert
wird. Da eine Einbettung in Agar mit der Limitierung von Sauerstoff einhergeht, kann
angenommen werden, dass die Transkriptionsfaktoren Czfl und Flo8 weitere Komponenten
dieses Signalweges sein konnten. Wahrend Czf1 fiir die Hyphenbildung bei Agar-Einbettung
benotigt wird, konnte flr Flo8 gezeigt werden, dass das Protein unter diesen Bedingungen
wie Efgl als Repressor der Hyphenbildung agiert (Giusani et al. 2002; Cao et al., 2006).
Weiterhin zeigten Du et al. (2012), dass Flo8 ein Regulator der CO,-abhdngigen
Morphogenese ist. Sie stellten aulerdem die These auf, dass Flo8 in einem noch
unbekannten Signalweg agiert, der parallel zum PKA-Weg verlauft. Dabei sind beide
Signalwege CO,-abhangig und konvergieren in Flo8 (Du et al., 2012).

Mit der Proteinkinase B Sch9 konnte eine AGC-Kinase identifiziert werden, die die
hypoxische Anpassung reguliert. Stichternoth (2009) untersuchte einen sch9-
Deletionsstamm unter verschiedenen Kombinationen von O,- und CO,-Konzentrationen,
wobei auch die Temperatur variiert wurde. Sie konnte zeigen, dass Sch9 unter hypoxischen
Bedingungen (O,-Konzentrationen < 10 %), erhohten CO,-Konzentrationen (> 1 %) und
Temperaturen unter 37 °C ein Repressor der Hyphenbildung ist. Unter diesen Bedingungen
zeigte eine sch9-Mutante einen hyperfilamentdsen Phadnotypen. Die Reprimierung der
Hyphenbildung durch Sch9 ist also im Gegensatz zu der Efgl-vermittelten Reprimierung CO,-

abhangig. Die Proteinkinase B Sch9 gehort, wie die PKA-Isoformen, zu den AGC-Kinasen und
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wurde als das homologe Protein zu Sch9 von S. cerevisiae charakterisiert (Liu et al., 2010).
Bei C. albicans gibt es bislang nur wenige Kenntnisse Uber die Funktion und Regulation
dieses Proteins. In S. cerevisiae ist Sch9 Teil des TOR (target of rapamycin)-Signalweges (Abb.
1.4), der in Abhangigkeit vom Nahrstoffangebot das Zellwachstum, die Langlebigkeit und die
Stressantwort reguliert (Cardenas et al., 1999; Jorgensen et al., 2002; Fabrizio et al., 2001).

Glukose / Nahrstoffe Abb. 1.4: TOR-Signalweg in S. cerevisiae.

Regulation des Zellzyklus, der Stressantwort und

\ Langlebigkeit in Abhangigkeit vom

Nahrstoffangebot. Der PKA- und der TOR-

{ Ras Signalweg verlaufen parallel und regulieren beide

die AGC-Kinase Rim15. AC = Adenylatcyclase.
AGC-Kinasen sind blau, Transkriptionsfaktoren
orange dargestellt.

€AC/CAMP)

TOR ist eine hochkonservierte

\/ \/ Serin/Threoninkinase, die durch das

. makrozyklische Lacton Rapamycin gehemmt

/

— Rapamycin gelangt durch Diffusion in die Zelle
sn2 Glsl

werden kann (de Virgilio und Loewith, 2006).

und bindet an die Peptidyl-Prolyl-lsomerase
l l FKBP12, was zur Entstehung eines toxischen
Zellzyklus / Stressantwort /Langlebigkeit Komplexes fihrt.  Angrenzend an  die
Kinasedomane besitzt die TOR-Kinase eine

FRB (FKBP12-rapamycin-binding)-Domane. Dort kann der FKBP12-Rapamycin-Komplex
binden, was zu einer Hemmung von TOR fihrt (Cruz et al., 2001). Diese Inhibierung von TOR
kann ebenfalls durch den Einsatz von Koffein erreicht werden (Wanke et al., 2008). Bei S.
cerevisiae wurden zwei TOR-Proteine charakterisiert, die in Komplexen angeordnet sind
(TORC1 und TORC2). Im Gegensatz dazu besitzt C. albicans lediglich ein TOR-Homolog (Torl)
(Cruz et al., 2001). Von S. cerevisiae ist bekannt, dass TOR die AGC-Kinase Sch9 durch
Phosphorylierung aktiviert und Sch9 im Gegenzug Rim15 (eine weitere AGC-Kinase) inhibiert
(Abb. 1.4). Es wird angenommen, dass Sch9 und die PKA in parallelen Signalwegen agieren,

wobei die Signalwege in der AGC-Kinase Rim15 konvergieren (Zurita-Martinez und Cardenas,

2005; Roosen et al., 2005; Pedruzzi et al., 2003). Bei Nahrstoffmangel oder Inhibierung von
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TOR durch Rapamycin wird Rim15 nicht mehr durch Sch9 inhibiert und aktiviert die
Transkriptionsfaktoren Msn2/4 sowie Gisl. Dies fiihrt zur Aktivierung von Genen, die die
Stressantwort aber auch den Eintritt in die Go-Phase und die Langlebigkeit kontrollieren
(Wanke et al., 2008).

Uber die Funktionen und die Regulation der AGC-Kinasen Sch9 und Rim15 bei C. albicans ist
bisher wenig bekannt. Eine Korrelation der Funktionen von Sch9 aus S. cerevisiae und C.
albicans konnte Stichternoth (2009) beobachten. So fiihrt eine Deletion von SCH9 zu
kleineren Kolonien, was fiir eine sch9-Mutante von S. cerevisiae bereits beschrieben wurde
(Jorgensen et al, 2002). Uber den TOR-Signalweg beeinflusst das Nahrstoffangebot die
ZellgrolRe, so dass Zellen und Kolonien von S. cerevisiae in nahrstoffreichem Medium groRer,
als in einem nahrstoffarmen Medium sind (Jorgensen et al., 2002). Dabei stellte sich heraus,
dass in S. cerevisiae Sch9 als Regulator der Ribosomenbiogenese maligeblich das
Zellwachstum beeinflusst (Jorgensen et al., 2004). Huber et al. (2011) vermuten, dass die
Regulation (iber die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren Stb3, Dot6 und Tod6 fiihrt,
was wiederum die Aktivierung der Histon-Deacetylase Rpd3 verhindert. Dadurch wird die
Rekrutierung von Rpd3 an Gene, die Einfluss auf die Ribosomenbiogenese haben, verhindert.
Fiir die AGC-Kinase Rim15 stellte Setiadi (2002) fest, dass das Protein in C. albicans unter
normoxischen Bedingungen keinen Einfluss auf die Morphogenese ausiibt. Es wurde
auBerdem vermutet, dass Rim15 im Gegensatz zu Sch9 nicht Teil des alternativen

Signalweges unter hypoxischen Bedingungen ist (Stichternoth, 2009).
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Proteinkinasen A, G und C sind die Namensgeber der Familie der AGC-Kinasen. Die
Mitglieder dieser Familie regulieren ein grofles Spektrum zelluldrer Funktionen, wie z.B. das
Zellwachstum, die Proliferation und die Stressresistenz. Dadurch haben sie grofien Einfluss
auf die Virulenz des humanpathogenen Pilzes C. albicans. Als wichtigste Virulenzeigenschaft
gilt dabei der Wechsel zwischen der Hefe- und der Hyphenform (Dimorphismus). Die
Regulation des Dimorphismus ist unter normoxischen Bedingungen gut untersucht und wird
hauptsachlich Gber den Proteinkinase A (PKA)-Signalweg reguliert, dessen Hauptbestandteile
die PKA-lIsoformen Tpkl und Tpk2 sind. Unter hypoxischen Bedingungen reguliert die
Proteinkinase B Sch9 einen alternativen Signalweg, der zur Inhibierung der Hyphenbildung
fuhrt.

Erstes Ziel dieser Arbeit war es, die intrazelluldare Lokalisation der drei AGC-Kinasen Tpk1,
Tpk2 und Sch9 zu klaren. Da aus S. cerevisiae bereits bekannt war, dass PKA-Isoformen mit
ihren Zielgenen assoziiert sind (Pokholok et al., 2006), wurde ebenfalls die chromosomale
Assoziation der Kinasen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen analysiert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der hypoxische Signalweg von Sch9 genauer untersucht
werden. Ziel war es, Hinweise auf die Existenz einer Tor1-Sch9-Rim15-Kaskade in C. albicans

zu erhalten. Zusatzlich sollte nach neuen Interaktionspartnern von Sch9 gesucht werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien, Gase und Enzyme

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

Agilent Technologies (Boblingen), Ambion (Kassel), Amersham (Braunschweig), Bio-Budget
(Krefeld), Biorad (Minchen), B. Braun (Melsungen), Calbiochem (Bad Soden), Difco (Detroit,
USA), Fluka (Buchs, CH), Gibco BRL (Eggenstein), Merck AG (Darmstadt), MBI Fermentas (St.
Leon Rot), Millipore (Eschborn), New England Biolabs (Schwalbach), Pierce (Rockford, USA),
Promega (Madison, USA), Qiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva
Feinbiochemica (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Stratagene (Amsterdam, NL),
Whatman (Maidstone, GB), Zymo Research (Freiburg). Soweit nicht anders vermerkt,
wurden Chemikalien der Gliteklasse reinst oder p.a. verwendet.

Genutzte Gase stammen von der Firma Air Liquide Deutschland GmbH (Disseldorf).

2.2 Stamme und Medien

2.2.1 E. coli-Stamme

Tab. 2.1: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
DH5aF’ F'[®80A(lacZ)M15] A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl1 hsdR17 |Hanahan, 1983;
r< my’ supE44 thi-1 gyrA relA Woodcock et al.,
1989
Top10F* F'[lacl®, Tn10(Tet")] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) endA1 recAl | Invitrogen
®80/acZAM15 deoR nupG araD139 galU AlacX74 galK
rpsL(Str®) A(ara-leu)7697
2.2.2 S. cerevisiae-Stamme
Tab. 2.2: In dieser Arbeit verwendete S. cerevisiae-Stamme
Stamm Genotyp Referenz
PJ69-4A MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4A gal80A James et al., 1996
LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ
W303-1A MATa ura3 leu2 trp1 his3 ade2 Pascual-Ahuir und
Proft, 2007
MAP85 wie W303-1A, aber SCH9-3HA::loxP-KAN-loxP Pascual-Ahuir und
Proft, 2007
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2.2.3 C. albicans-Stamme

Tab. 2.3: In dieser Arbeit verwendete C. albicans-Stamme

Stamm Genotyp Referenz
SC5314 prototroph Fonzi und Irwin, 1993
CAF2-1 URA3/ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993
CAl4 ura3::imm434/ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993
RM1000 ura3::imm434/ura3::imm434 his1::hisG/his1::hisG Negredo et al., 1997
BWP17 ura3::imm434/ura3::imm434 his1::hisG/his1::hisG Wilson et al., 1999
arg4::hisG/arg4::hisG
SN250 ura3::imm434::URA3-IRO1/ura3::imm434 Noble et al., 2010
arg4::hisG/arg4::hisG his1::hisG/his1::hisG
leu2::hisG::HIS1/leu2::hisG::LEU2
MK106 wie SC5314, aber ace2::FRT/ace2::FRT Kelly et al., 2004
1] wie CAl4, aber TPK1/tpk1::hisG-URA3-hisG Bockmiihl et al., 2001
Fll4a wie CAl4, aber TPK1/tpk1::hisG Bockmiuhl et al., 2001
IIHB6 wie CAl4, aber tpk1::hisG-URA3-hisG/tpk1::hisG Bockmiuhl et al., 2001
HPY300U wie CAl4, aber tpk1::hisG/tpk1::hisG URA3/ura3::imm434 Park et al., 2005
(tpklmut)
TPK7 wie CAl4, aber TPK2/tpk2::hisG-URA3-hisG Sonneborn et al.,
2000
TPO7.4 wie CAl4, aber tpk2::hisG/tpk2::hisG-URA3-hisG Sonneborn et al,,
2000
AS1 wie CAl4, aber tpk2::hisG/tpk2::hisG Sonneborn et al,,
2000
HPY400U wie CAl4, aber tpk2::hisG/tpk2::hisG URA3/ura3::imm434 Park et al., 2005
(tpk2mut)
CAS1 wie CAl4, aber SCH9/sch9::hisG-URA3-hisG L. Giasson
CAS2 wie CAl4, aber SCH9/sch9::hisG Setiadi, Dissertation
2006
CAS4 wie CAl4, aber sch9::hisG/sch9::hisG Setiadi, Dissertation
2006
CAR 23-7-5-1 | wie CAI4, aber rim15::hisG/rim15::hisG Setiadi, Dissertation
2006
CCS3 wie CAS4, aber URA3 am nat. Genort rekonstituiert Stichternoth,
Dissertation 2009
CCs4 wie CAS4, aber leu2::ACT1p-SCH9 URA3 Stichternoth,
Dissertation 2009
CCS5 wie CAS4, aber leu2::URA3 Stichternoth,
Dissertation 2009
CCS6 wie CAR23-7-5-1, aber URA3 am nat. Genort rekonstituiert | Stichternoth,
Dissertation 2009
LG082 wie CAl4, aber tpk2::cat/tpk2::cat bcy1/bcyl Cassola et al., 2004
Can52 wie CAl4, aber ras1::hisG/ras1::hph Feng et al., 1999
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CR216 wie CAl4, aber cyrl::hisG-URA3-hisG/cyrl::hisG Rochaetal.,, 2001
MMC3 wie CAl4, aber nrg1::hisG-URA3-hisG/nrg1::hisG Murad et al., 2001a
JLC19 wie CAl4, aber cph1::hisG/cphl::hisG-URA3-hisG Liu et al., 1994
CKY230 wie CAl4, aber czf1::hisG/czf1 Brown et al., 1999
CCF3 wie CAl4, aber flo8::hisG/flo8::hisG-URA3-hisG Cao et al., 2006
SFC3 wie CAl4, aber sin3::hisG/sin3::hisG-URA3-hisG A. Dominguez
BCa2-10 wie CAl4, aber tup1::hisG/tupl::hisG::p403-URA3 Braun und Johnson,
1997
TCC103 wie CAl4, aber arg4::hisG200/arg4::hisG200 Kaneko et al., 2006
tcc1::hph200/tccl::ARG4
NDH3 wie CAl4, aber hdal::hisG/hdal::hisG-URA3-hisG A. Dominguez
CNC13 wie RM1000, aber hog1::hisG-URA3-hisG/hog1::hisG San José et al., 1996
CIN702 wie BWP17, aber his1::hisG::pHIS1/his1::hisG Nobile et al., 2006
berl::ARG4/berl::URA3
CIJN698 wie BWP17, aber his1::hisG::pHIS1-BCR1/his1::hisG Nobile et al., 2006
berl::ARG4/bcrl::URA3
jjh31 wie BWP17, aber pbs2::Tn7-UAU1/pbs2::URA3 Blankenship et al.,
2010
HZY2-1 wie BWP17, aber sko1::ARG4/sko1::HIS1 Vandeputte et al,,
2012
HLY4100 wie BWP17, aber ptp2::HIS1/ptp2::ARG4 Su et al., 2013
ptp3- ura3::imm434::URA3-IRO1/ura3::imm434 Noble et al., 2010
deletant arg4::hisG/arg4::hisG his1::hisG/his1::hisG
leu2::hisG/leu2::hisG ptp3::LEU2/ptp3::HIS1
HLY4101 wie ptp3-deletant, aber ptp2::URA3/ptp2::ARG4 Su et al., 2013
TF022 wie SN250, aber brg1::LEU2/brg1::HIS1 Homann et al., 2009
AF1001 wie CAl4, aber TPK2/ tpk2::hisG diese Arbeit
/TPO7
AF1002 wie CAl4, aber rim15::hisG/rim15::hisG diese Arbeit
sch9::hisG/sch9::hisG-URA3-hisG
AF1003 wie CAl4, aber TPK1™::URA3/TPK1 diese Arbeit
AF1004 wie CAI4, aber TPK1™::URA3/tpk1::hisG diese Arbeit
AF1005 wie CAI4, aber TPK2"::URA3/tpk2::hisG diese Arbeit
AF1006 wie CAl4, aber SCH9"::URA3/sch9::hisG diese Arbeit
AF1007 wie CAl4, aber BCY1™::URA3/BCY1 diese Arbeit
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2.2.4 Maedien zur Anzucht von E. coli

LB (Vollmedium): 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
Zur Herstellung fester Medien wurde 2 % Agar zugesetzt. Zur Selektion plasmidkodierter

Antibiotikaresistenz wurde dem Medium nach dem Autoklavieren Ampicillin in einer
Konzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Die Anzucht der Bakterien erfolgte bei 37 °C.

2.2.5 Maedien zur Anzucht von Hefen

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

Ammoniumsulfat), 2 % Glukose, pH 6,8 mit NaOH eingestellt

Glukose und Saccharose wurden jeweils als 40 %ige LOsungen getrennt autoklaviert.
Zur Herstellung fester Medien wurden 2 % Agar zugegeben. Bei Bedarf wurde das
Minimalmedium mit Aminosduren nach Zimmermann (1975) versetzt. Dazu wurde ein
50-facher Aminosaure-Mix hergestellt und 50 ml pro 1 | Medium zugesetzt. Die Anzucht der
Hefen erfolgte bei 30 °C.

50x Aminosadure-Mix (Zimmermann, 1975; modifiziert):

Adenin 0,28 g/I Phenylalanin 0,06 g/I
Arginin 0,48 g/I Threonin 0,0375 g/I
Histidin 0,024 g/I Tryptophan 0,024 g/I
Isoleucin 0,072 g/I Tyrosin 0,0375 g/I
Leucin 0,042 g/l Uracil 0,024 g/I

Lysin 0,0375 g/l Valin 0,0375 g/l

Methionin 0,024 g/I

2.2.6 Selektion Uridin-auxotropher Mutanten von C. albicans

Um Uridin-auxotrophe C. albicans-Stamme zu generieren wurden 5 ml einer C. albicans-
Ubernachtkultur mit 5-FOA-Medium auf eine ODgoo von 0,01 verdiinnt und 10 bzw. 50 pl
dieser Verdiinnung auf FOA-Platten ausgestrichen. Gewachsene Kolonien wurden auf 5-FOA-
Platten vereinzelt und zur Kontrolle ebenfalls auf SD-Platten ausgestrichen.

5-FOA-Medium: 0,17 % YNB (Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und
Ammoniumsulfat), 2 % Glukose, 0,1 % Prolin, 0,001 % Uridin,
0,02 % FOA (McCusker und Davis, 1991)
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2.2.7 Maedien zur Hypheninduktion von C. albicans

Fiir die Hypheninduktion von C. albicans auf festem Medium wurden Spider-Platten (Liu et
al., 1994) verwendet:

Spider-Platten: 1 % Nutrient Broth (Oxoid), 1 % Mannitol, 0,2 % K,HPQ,,
100 mM NacCl, 2 % Agar

Zur Hypheninduktion in flissigem Medium wurde YP-Medium mit 10 % Pferdeserum (Sigma)
verwendet. 5 ml C. albicans-Ubernachtkultur wurden mit ddH,0 gewaschen und in 5 ml YP-
Medium resuspendiert. Fir die Hauptkultur wurde YP-Medium bei 37 °C vorgewarmt, auf
eine ODggo von 0,2 inokuliert und mit 10 % (v/v) Pferdeserum versetzt. Das Wachstum der
Hefen erfolgte bei 37 °C. Die Zellernte erfolgte in der Regel nach 30 min.

2.3 Anzucht von C. albicans-Stammen

2.3.1 Inkubation von C. albicans unter normoxischen Bedingungen

Die Anzucht von C. albicans-Stammen erfolgte je nach Bedarf bei 25 °C, 30 °C oder 37 °C.

2.3.2 Inkubation von C. albicans unter hypoxischen Bedingungen

Fir die Inkubation von C. albicans-Stammen unter hypoxischen Bedingungen wurde eine
Hypoxiebank (Invivo200, Ruskinn) verwendet. Mit Hilfe von Stickstoff, Kohlenstoffdioxid und
Druckluft konnte eine definierte Atmosphare erzeugt werden.

Bei Nutzung von festen Medien wurden die Stamme zunadchst auf YPS-Platten vereinzelt und
fiir 3 bis 4 Tage bei den jeweiligen Gas- und Temperaturbedingungen inkubiert. Flissiges
Medium wurde vor der Inokulation Gber Nacht in der Hypoxiebank voraquilibriert.

2.4 Plasmide und Primer

2.4.1 Plasmide

Tab 2.4: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pGBD-C1 AmpR, ScTRP1, Two-Hybrid-Vektor, Sequenz der Gal4- James et al., 1996
Bindedomane vor einer MCS, unter Kontrolle von ADH1-
Promotor und Terminator

pGAD-C1 Amp®, ScLEU2, Two-Hybrid-Vektor, Sequenz der Gal4- James et al., 1996
Aktivierungsdomane vor einer MCS, unter Kontrolle von
ADH1-Promotor und -Terminator

pCL2 AmpR, ScLEU2, Two-Hybrid-Vektor, GAL4 vor einer MCS, Plasmidsammlung
unter Kontrolle von ADH1-Promotor und -Terminator Molekulare
Mykologie, #1507
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pDYC-C1 AmpR, ScLEU2, Genomische Two-Hybrid-, Genbank” aus C. Timpelund Y.
dem C. albicans-Stamm CAIl4. Genomische DNA mit Tagql, Weber,
Maell, Hinfl, Acil und Mspl in Fragmente zwischen 0,5 und 3 | unveréffentlicht
kb geschnitten und an die Sequenz der Aktivierungsdomane
von Gal4 fusioniert, unter Kontrolle von ADH1-Promotor
und -Terminator
pDYC-C2 wie pDYC-C1, aber mit einem Frameshift von einer Base C. Timpelund Y.
Weber,
unveroffentlicht
pDYC-C3 wie pDYC-C1, aber mit einem Frameshift von zwei Basen C. Timpelund Y.
Weber,
unveroffentlicht
pWP9 AmpR, ScTRP1, Two-Hybrid-Vektor, kodierende Region von | W. Pankov-Bier,

CaSCH9 an die Sequenz der Bindedomane von Gal4
fusioniert, unter Kontrolle von ADH1-Promotor und
-Terminator

unveroffentlicht

p5921-SCHIdis

AmpR, CaURA3, SCH9-URA3-Blaster zur Disruption von
CaSCH9

Plasmidsammlung
Molekulare
Mykologie, #2305

p3HA-URA3 AmpR, CaURA3, 3xHA zur C-terminalen Fusion durch PCR Prill et al., 2005
pRC2312 AmpR, CaURA3, CalEU2, CaARS Cannon et al., 1992
pSM2 Amp®, CaURA3 Hall et al., 2010
pTEF2-CYR1 wie pSM2, aber TEF2p-CYR1 Hall et al., 2010
pDS1044-1 AmpR, CaURA3, CaLEU2, CaARS, ACT1p D. Sanglard
p2297S9 wie pDS1044-1, aber SCH9 mit ACT1p fusioniert Plasmidsammlung
Molekulare
Mykologie, #2315
p2297R1 wie pDS1044-1, aber RIM15 mit ACT1p fusioniert Plasmidsammlung
Molekulare
Mykologie, #2312.1
p2297T1 wie pDS1044-1, aber TPK1 mit ACT1p fusioniert Plasmidsammlung
Molekulare
Mykologie, #2311
p2297T2 wie pDS1044-1, aber TPK2 mit ACT1p fusioniert Plasmidsammlung
Molekulare
Mykologie, #2308
p2297UE wie pDS1044-1, aber EFG1 + UTR mit ACT1p fusioniert Plasmidsammlung
Molekulare
Mykologie, #2306
pPRDACT1CEK1 | wie pDS1044-1, aber CEK1 mit ACT1p fusioniert P. Desai,
unveroffentlicht
pPRDACT1BCR1 | wie pDS1044-1, aber BCR1 mit ACT1p fusioniert P. Desai,
unveroffentlicht
pPRDACT1CAP1 | wie pDS1044-1, aber CAP1 mit ACT1p fusioniert P. Desai,
unveroffentlicht
p2297C wie pDS1044-1, aber CZF1 mit ACT1p fusioniert Plasmidsammlung

Molekulare
Mykologie, #2309
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p576 AmpR, CaURA3, ACT1p-NRG1 Braun et al., 2001
pLJ19 AmpR, CaURA3, CaARS, ADH1p-CPH1 Csank et al., 1998
pQF145.2 Amp®, CaURA3, MAL2p-RAS1'" Feng et al., 1999
pBES119-PTP2 AmpR’ CaURA3, MAL2p-PTP2 H. Liu
pBES119-PTP3 AmpR, CaURA3, MAL2p-PTP3 H. Liu

pACT1-PBS2- AmpR, CaURA3, CaLEU2, CaARS, ACT1p-PBS2-GFP Arana et al., 2005
GFP

pPCK1p- Amp® , CaURA3, CaRPS1, PCK1p-HOG1-GTW-TAPtag Chauvel et al., 2012
orf19.895

2.4.2 Primer

Tab. 2.5: In dieser Arbeit verwendete Primer

Name Sequenz (5> 3')

Tpk1-HA for ATTTGATCGATACCCAGAAGATAAAGATTTGGATTATGGTATAAGTGGAGTTGAAGACCC
ATATCGTGATCAATTCCAGGACTTTGGTGGTGGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Tpk1-HA rev CAATTTAACAAGGAAGCCAATTCATATAGTATCATTGGTTTAAAAACAAGACACTGCTTAT
ATTTTAGCTGTCTAGAAGGACCACCTTTGATTG-

Tpk2-HA for GATTCGTCATTGTTTGACCATTATCCAGAAGAACAATTAGACTACGGAAGCCAAGGAGAA
GATCCTTATGCTCTGTATTTCCTTGACTTTGGTGGTGGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Tpk2-HA rev CCGAAAAACAAAGCAGACAAGGAAGAGTCAACATGTTAAGTCATTCGTATAATAACAAA
ACGAAAATATTAATGTGCTCTAGAAGGACCACCTTTGATTG

Sch9-HA for GAAGAAGAAGATGAAATGGAAGTTGATGAAGATCAACATATGGATGATGAATTTGTCAA
TGGAAGATTTGATCTTGGTGGTGGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Sch9-HA rev GCACAAAATGGAGAAGGAGAAAAAGTAGGAACGGAATTCTATTGAATGGAACAGTTTAG
TTCTAGAAGGACCACCTTTGATTG

Bcyl-HA for TAAATCCGGGTTCCAAAGATTATTGGGTCCTGTTGTGGAGGTATTGAAAGAACAAGACCC
TACAAAGAGTCAAGACCCAACTGCTGGTCATGGTGGTGGTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

Bcyl-HA rev CTCGTTCATGCTGCCATCTCGTATATACCTGACAACAAGAAATGTAGTTGAACTTTTGCAC
CAACCATCCATTATCAAAATCGCAACGAAAACACCATCTAGAAGGACCACCTTTGATTG

TPK1lver AGTTGATTGGTGGTCATTTG

TPK2ver ATCTATCGTGATTTGAAACC

SCH9ver GTTGATTTCTGGTCATTAGG

BCY1lver ATTAGACCGTTTGACATTCC

3‘Test HA-tag | CATCGTATGGGTAAAAGATG

Sch9 for CAACGAAAGTACGTAGAGAAC
Sch9 rev GCTTCACGGTGTAAAACTTA
Sch9Sonde for | AACGGTAAACGCAATGACAC
Sch9Sonde rev | CCTCAATTCCGTTCAATCTT

ACT1(RT)f

TTGGATTCTGGTGATGGTGT
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ACTL(RT)r TGGACAAATGGTTGGTCAAG
SSD1(RT)f GCACCATTGAGACGTTATGC
SSD1(RT)r ATAGCTTGCTCTTGGGCATT
SCHI(RT)f TTTCTGGTCATTAGGAGTGTTGA
SCHI(RT)r AAAGGATCGACCTTCTGGAC
HYR1(RT)f CTGAAGCTGGTTCTGGACAA
HYRL(RT)r GCCTGAATTGGAACCTTGAT
ECE1(RT)f CTAATGCCGTCGTCAGATTG
ECEL(RT)r TCGATGGATTGTTGAACACC
SOK1(RT)f TGATGCCCGTCAATTAGTTT
SOK1(RT)r TTTCTTGTTGAACTTTGGCAAT
MSB2(RT)f AGTTACCGCAGTTGCTCCTT
MSB2(RT)r CTCGATGGTGTCTCAGCAAT

orf19.1488(RT)f

CTTCAAGACTACGGAAATTTGATAA

orf19.1488(RT)r

GATCATCAATATCAATCAATTCTGTG

HOG1(RT)f TTTAATGACGCAGACTTGCC
HOG1(RT)r GTTGTTCGGAACCCTCAGTT
BRG1(RT)f AGAGGTCCAAAGGGTGTGAG
BRG1(RT)r TACCTCTTCTGCTGCCAATG
Y2H hin GTATAACGCGTTTGGAATC

2.5 Transformation

2.5.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Ein Liter LB-Medium wurde mit einer E. coli-Ubernachtkultur auf eine ODgy von 0,1
inokuliert und bei 37 °C bis zu einer ODggy von 0,7 - 0,8 inkubiert. Die Zellen wurden 30 min
auf Eis inkubiert, zentrifugiert (15 min bei 4 °C und 4000 Upm) und zweimal mit sterilem,
eiskaltem ddH,O gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen in 20 ml 10 % Glycerin
resuspendiert, erneut zentrifugiert und zuletzt in 3 ml 10 % Glycerin resuspendiert. 100 pl

Aliquots wurden in fllissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.5.2 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen (RbCl-Methode)

50 ml LB wurden mit einer E. coli-Ubernachtkultur auf eine ODggo von 0,1 inokuliert und bei
37 °C bis zu einer ODgg von 0,4 - 0,6 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 2
Stunden auf Eis inkubiert und bei 4 °C flr 15 min bei 3500 Upm zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in 20 ml RF1-Puffer (100 mM RbCl, 10 mM CacCl,, 50 mM MnCl,, 30 mM
Kaliumacetat, 15 % Glycerin; pH 5,8 mit Essigsdure eingestellt) resuspendiert und fir 15 min
auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 4 ml RF2-Puffer (10 mM
MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15 % Glycerin; pH 6,8 mit NaOH eingestellt)
resuspendiert. Nach 15-minutiger Inkubation auf Eis wurden 100 pl Aliquots hergestellt, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.5.3 Transformation von E. coli

2.5.3.1 Elektroporation

50 ul elektrokompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 - 10 ng Plasmid-
DNA gemischt. Fur die Elektroporation wurde ein Gene-Pulser (BioRad) verwendet. Es wurde
eine Kapazitdt von 25 pF, ein Widerstand von 200 Q und eine Spannung von 1,3 kV
eingestellt. Nach erfolgtem Puls wurde 900 ul LB-Medium hinzugefiigt und die Zellen bei 37
°C fir eine Stunde regeneriert. Zuletzt wurden die Zellen fir 5 min bei 3500 Upm
zentrifugiert und auf Selektionsmedium ausplattiert.

2.5.3.2 Chemische Transformation

Die Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Rubidiumchlorid
(RbCl)-Methode nach Hanahan (1983). 100 ul chemisch-kompetente E. coli-Zellen wurden
auf Eis aufgetaut und mit 1 - 10 ng Plasmid-DNA gemischt. Nach einer 30-mintigen
Inkubation auf Eis erfolgte der Hitzeschock fiir 45 Sekunden bei 42 °C. Erneut wurden die
Zellen far 2 min auf Eis inkubiert und anschlieBend mit 900 ul LB-Medium versetzt. Zur
Regeneration wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C schittelnd inkubiert. Anschliefend
wurden die Ansdtze fir 5 min bei 3500 Upm zentrifugiert und auf Selektionsmedium
ausplattiert.

2.5.4 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Methode nach Gietz und Schiestl
(1995). 50 ml YPD wurden mit einer Ubernachtkultur auf eine ODgy von 0,2 inokuliert und
bei 30 °C inkubiert. Bei einer ODggg von 0,6 - 0,8 wurden die Zellen 5 min bei 3500 Upm
geerntet. Das Zellpellet wurde mit 20 ml sterilem ddH,O gewaschen, zentrifugiert und in 1
ml 100 mM LiAc resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 500 pul 100
mM LiAc resuspendiert. Pro Transformationsansatz wurden 50 ul Zellen verwendet. Diese
wurden erneut zentrifugiert und das Pellet wurde mit 240 pl 50 % PEG3350-L6sung, 36 pl
1M LiAc, 25 pl Heringssperma-DNA (10 mg/ml) und Plasmid-DNA (2 - 5 pg pro Plasmid)
versetzt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein
Hitzeschock bei 42 °C flir 20 min. Zuletzt wurden die Zellen zentrifugiert und auf
Selektionsmedium ausplattiert.



Materialien und Methoden 25

Die Berechnung der Transformationseffizienz erfolgte mit folgender Formel:

cfu / ug DNA = Anzahl der Kolonien (cfu) x Gesamtvolumen (ul)/
ausplattiertes Volumen (pl) x Verdiinnungsfaktor x ug DNA

2.5.5 Transformation von C. albicans

Die Transformation von C. albicans erfolgte nach der Methode nach Mitchell (Wilson et al.,
2000). Dazu wurde 50 ml YPD mit einer Ubernachtkultur auf eine ODgo von 0,2 inokuliert.
Nachdem die Kultur eine ODggp von 0,5 - 0,8 erreicht hatte, wurden die Zellen fiir 5 min bei
3500 Upm geerntet. Das Zellpellet wurde mit 5 ml LATE-Puffer (0,1 M LiAc, 10 mM Tris-HCI
(pH 7,5), 1 mM EDTA; pH 5) gewaschen, erneut zentrifugiert und anschliefend in 500 pl
LATE-Puffer aufgenommen. Pro Transformationsansatz wurden 100 pl Zellen mit 5 ul
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) sowie 2 - 10 pug Plasmid-DNA bzw. maximal 80 pl PCR-
Produkt versetzt. Die Ansatze wurden fiir 30 min bei 30 °C inkubiert, anschlieBend wurde
700 pl PLATE-Puffer (40 % PEG3350 in LATE-Puffer) zugesetzt. Nachdem die Ansatze kurz
geschuttelt wurden, erfolgte eine Inkubation bei 30 °C (iber Nacht. Es folgte ein einstlindiger
Hitzeschock bei 42 °C. Die Zellen wurden zentrifugiert (3500 Upm, 5 min), zu
Regenerationszwecken in 5 ml YPD aufgenommen und fiir 4 Stunden bei 30 °C schittelnd
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 150 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI
(pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8)) aufgenommen und auf Selektivplatten ausplattiert.

2.6 Praparation und Analyse von Nukleinsduren

2.6.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fir die Isolierung von Plasmid-DNA mit Hilfe der Methode nach Birnboim und Doly (1979)
wurden zunidchst 1,5 ml einer Ubernachtkultur in ein ReaktionsgefiR Uberfiihrt. Dieses
wurde dann flir 5 min bei 5000 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 100 ul
P1-Puffer (50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA) resuspendiert. Die
alkalische Lyse erfolgte durch Zugabe von 200 ul P2-Puffer (0,2 M NaOH, 1 % SDS). Der
Ansatz wurde flinfmal leicht geschwenkt und anschlieBend wurde 100 pl P3-Puffer (3 M K-
Acetat, pH 5,5) dazu pipettiert. Nachdem der Ansatz flinf- bis sechsmal geschwenkt wurde,
fand eine 30-miniitige Zentrifugation bei 13000 Upm und 4 °C statt. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefal} Gberfihrt und mit 1 ml eiskaltem Ethanol (abs.) vesetzt. Nach 10
min bei -20 °C erfolgte erneut eine 10-mindtige Zentrifugation bei 13000 Upm und 4 °C. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrocknet und zuletzt in 50 pl sterilem ddH,0
aufgenommen. Nun konnte die DNA fir Sequenzierungen, Restriktionen und
Transformationen verwendet werden.

Fir die Isolierung hochreiner Plasmid-DNA wurde das , NucleoSpin® Plasmid“-Kit der Firma
Macherey-Nagel (Diiren) eingesetzt.
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2.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

5 ml einer Ubernachtkultur wurden fiir 5 min bei 3500 Upm geerntet und mit 5 ml sterilem
ddH,O0 gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 500 pul P1-Puffer
resuspendiert und zusatzlich mit 500 ul P2-Puffer versetzt. Nach Zugabe von 2/3 Volumen
steriler Glasperlen erfolgte der ZellaufschluR mit Hilfe des ,FastPrep®-24“ der Firma MP
Biomedicals. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit 500 pl P3-Puffer versetzt, 15 min
auf Eis inkubiert und fiir 10 min bei 10000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml
Isopropanol gefdllt und anschliefend fiir 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (10 min, 13000 Upm,
4 °C). Zuletzt wurde das Pellet getrocknet, in 20 ul sterilem ddH,0 aufgenommen und fiir die
Transformation von E. coli-Zellen verwendet.

2.6.3 Isolierung von genomischer DNA aus C. albicans

Um chromosomale DNA aus C. albicans zu isolieren, wurde eine 5 ml Ubernachtkultur
geerntet und mit 5 ml sterilem ddH,0 gewaschen. Das Zellpellet wurde in 400 pl SCE / DTT /
Zymolyase-Lésung (1 M Sorbitol, 0,1 M Natriumcitrat, 10 mM EDTA (pH 5,8), 5 mM 1,4-
Dithiothreitol (DTT), 88 pg/ml Zymolyase 100T) resuspendiert und fir eine Stunde bei 30 °C
inkubiert. Die Ansatze wurden fir 5 min bei 3500 Upm zentrifugiert und in 500 pl 50 mM
EDTA (pH 8,0) + 50 ul 10 %iger SDS-Losung resuspendiert. Nach einer Inkubation bei 65 °C
fir 30 min wurde die Suspension auf Raumtemperatur (RT) abgekihlt, mit 100 ul 5 M
Kaliumacetat (pH 6,0) versetzt und fir 30 - 90 min auf Eis gekihlt. Nach 15 min bei 13000
Upm wurde der Uberstand mit 900 pl eiskaltem Ethanol (abs.) gefillt und fiir 15 min bei
13000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 400 pl RNase-Losung (200
ug/ml RNase A, 150 mM Natriumacetat (pH 5,9), 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH
8,0)) resuspendiert und fiir 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Phenol-
Chlorophorm-Extraktion. Dem Ansatz wurden 400 pl Phenol-Chlorophorm zugegeben und
fir 2 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und die
Phenol-Chlorophorm-Extraktion wiederholt. Anschlieend wurde die obere Phase erneut
abgenommen und mit 400 pl Chloroform versehen. Zuletzt wurde die DNA aus der obere
Phase mit 800 ul Ethanol (abs.) Gber Nacht bei -20 °C geféillt. Am nachsten Tag wurde der
Ansatz fir 15 min bei 13000 Upm zentrifugiert, das Pellet getrocknet und die DNA in 50 pl
TE-Puffer aufgenommen.

2.6.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus C. albicans

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus C. albicans erfolgte nach der Methode nach Chomczynski
und Sacchi (1987). Hierfir wurde eine Hauptkultur fiir 5 min bei 3500 Upm und 4 °C
zentrifugiert und in kleinen Tropfen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur Verwendung
wurden die Zelltropfen bei -80 °C gelagert.

Die Zellen wurden mittels einer mechanischen Methode aufgeschlossen. Dazu wurden
Wolframcarbid-Kugeln und Teflonbehalter 30 min in einer Bentonit-Losung inkubiert und mit
DEPC-H,0 (0,1 % DEPC) gewaschen und abgespllt. AnschlieBend wurden die Kugeln und
Behalter in flissigem Stickstoff vorgekihlt. Die Zelltropfen wurden zusammen mit einer
Wolframcarbit-Kugel in einen Teflonbehalter gelegt und fiir 2 min bei 2000 Upm in einem
»Micro-Dismembrator” (B. Braun Biotech International) geschiittelt. Das Zellpulver wurde in
2 ml TRIzol® resuspendiert. TRIzol® ist eine Monophaselésung aus Phenol und



Materialien und Methoden 27

Guanidiniumisothiocyanat, welche die Integritdt der RNA gewaéhrleistet, wahrend andere
Zellbestandteile denaturiert werden. Um die Dissoziation von Nukleoproteinkomplexen zu
beglinstigen wurde der Ansatz fliir 1 min gevortext und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach 10
min bei 13000 Upm und 4 °C wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiaR tberfiihrt.
0,4 Probenvolumen Chloroform wurden hinzugefiigt, der Ansatz fiir 15 Sekunden
geschwenkt und anschlieRend fir 10 min bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde fiir 5 min bei
13000 Upm und 4 °C zentrifugiert, wobei eine farblose Phase (oben), eine Interphase und
eine rotliche Phase (unten) entsteht. In Letzterer reichern sich Proteine und Lipide an, in der
Interphase DNA und in der oberen Phase RNA. Nun wurde die obere Phase in ein neues
ReaktionsgefaR Gberfiihrt und mit 0,5 Probenvolumen Isopropanol fiir 15 min bei RT gefallt.
Der Ansatz wurde fir 10 min bei 13000 und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70
% eiskaltem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nachdem das Pellet getrocknet
war, wurde es in 500 pl DEPC-H,0 resuspendiert. Durch Zugabe von 500 ul LiCl-Puffer (4 M
LiCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA) wurde die RNA {iber Nacht bei -20 °C gefallt.

Am nachsten Tag wurde der Ansatz 30 min bei 4 °C und 13000 Upm zentrifugiert, zweimal
mit 1 ml 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen und dann bei RT getrocknet. Zuletzt wurde die
RNA in 100 ul DEPC-H,0 resuspendiert.

Alternativ wurde das ,High Pure RNA Isolation Kit“ von Roche nach Herstellerangaben
verwendet.

2.6.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA nach ihrer GroRe wurde mittels elektrophoresischer Auftrennung
durchgefiihrt. Je nach GroRe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 0,8 - 2 %ige (w/V)
Agarosegele verwendet. Zur Herstellung der Agarosegele wurde UltraPure™ Agarosepulver
(Invitrogen) in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI (pH 7,5), 40 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung mit 2,5 ul Ethidiumbromid
(10 mg/ml) pro 50 ml Losung versetzt. Die Proben wurden vor der Elektrophorese mit
Probenpuffer (0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDTA, 34,8 % (v/v) Glycerin) versehen.
Die Detektion der aufgetrennten DNA erfolgte unter UV-Licht (254 nm). Als GroRenstandard
wurde, falls nicht anders vermerkt, ein 1 kb DNA-Leiter (MBI Fermentas) mit folgenden,
definierten BandengréBen verwendet (bp): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250.

2.6.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Banden aus einem Agarosegel zu isolieren, wurden sie mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit dem , NucleoSpin® Extract II“-Kit von Marcherey-Nagel (Diiren)
weiter verarbeitet. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Nach
erfolgter Isolierung konnten die Fragmente fiir Transformationen verwendet werden.

2.6.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um PCR-Produkte direkt fiir Transformationen oder fir Sequenzierungen zu verwenden,
wurde das ,,QlAquick PCR Purification Kit“ von Qiagen verwendet. Die Aufreinigung erfolgte
nach Protokoll des Herstellers.
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2.6.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren konnte mit Hilfe des ,NanoDrop 2000c”
Spektrophotometers der Firma Peglab (Erlangen) ermittelt werden. Die Reinheit der Probe
wurde durch den Quotienten OD,60/OD>go dargestellt, der bei 1,8 - 2,0 liegen sollte.

2.6.9 Restriktion von DNA

Die Behandlung von DNA erfolgte mit Restriktionsenzymen der Firmen Roche, New England
Biolabs und MBI Fermentas. Die Restriktion erfolgte nach Angabe des Herstellers.

2.6.10 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungsanalysen von DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA wurden von der Firma
Seglab (Gottingen) durchgefiihrt. Hierfiir wurden 0,6 - 0,7 ug DNA versendet.

2.6.11 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

2.6.11.1 Standard-PCR

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnten durch spezifisch gewahlte Primer-
DNA gezielt DNA-Fragmente amplifiziert werden. Die PCR-Reaktionen wurden in einem
»Thermocycler” (Biometra) durchgefiihrt. In der Regel hatte ein PCR-Ansatz ein Volumen von
50 pl und enthielt folgende Komponenten: 10 - 150 ng DNA-Template, 1 ul dNTP-Mix (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP; je 10 mM), je 1 ul (20 uM) des 5’- und 3’-Primers, 5 ul 10x Puffer, 2 -5 U
Polymerase und ddH,0. Fir PCR-Fragmente, die flir Transformationen eingesetzt werden
sollten, wurde die ,,Expand™ High Fidelity“-Polymerase (Roche) verwendet. PCR-Reaktionen,
die der Verifikation dienten, wurden mit der ,, Tag DNA Polymerase” (NEB) amplifiziert. Nach
einer Denaturierung des PCR-Ansatzes fir 2 min bei 95 °C wurde die DNA Uber 30 Zyklen fir
praparative DNA-Amplifikationen und 36 Zyklen fir Verifikationen amplifiziert. Die
Annealing- und Elongationstemperatur der PCR wurden den verwendeten Primern (Tabelle
2.5) und der GroRRe des PCR-Produkts angepasst.

2.6.11.2 Kolonie-PCR

Um eine erfolgreiche Integration von DNA nach erfolgter Transformation zu verifizieren,
wurde eine PCR mit einer ganzen Kolonie durchgefiihrt. Hierfir wurde etwas Zellmaterial
einer Kolonie in 0,02 M NaOH sorgfiltig resuspendiert und fiir 10 min bei 95 °C erhitzt.
AnschlieBend dienten 2 - 4 ul dieser Suspension als Template fiir einen PCR-Ansatz. Der erste
Denaturierungsschritt wurde hierbei auf 10 min verldangert.

2.6.11.3 Quantitative Real-Time-PCR

Um die Transkriptspiegel von Genen bestimmen und vergleichen zu kénnen, wurde die
guantitative Real-Time-PCR (qPCR) angewendet. Diese beruht auf dem Prinzip der regularen
PCR, ermoglicht jedoch zusatzlich zu der Amplifikation eines Produktes eine Quantifizierung
der neu entstandenen DNA wahrend der Amplifikationsdauer, also in Echtzeit. Die
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Quantifizierung erfolgt nach jedem abgeschlossenen Zyklus durch zugesetzte
Fluoreszenzmolekiile, die an die neu gebildeten DNA-Produkte binden. In dieser Arbeit
wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, der bei einer Wellenldnge von 475
nm angeregt wird und bei 520 nm emittiert. Da der Farbstoff sequenzunspezifisch bindet,
wurde das Produkt mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse Uberprift. Alternativ wurde der
Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen® (Bio-Budget) verwendet.

2.6.11.3.1 DNase-Behandlung

Nachdem die Gesamt-RNA aus C. albicans-Stammen isoliert worden war (Abschnitt 2.6.4),
erfolgte eine DNase-Behandlung der Ansatze mit dem ,TURBO DNA-free™ Kit“ von Ambion.
8 ug Gesamt-RNA wurden mit 1 ul TURBO DNase, 2 ul TURBO DNase-Puffer und DEPC-H,0 in
einem Gesamtvolumen von 20 pl fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die
RNA mit Hilfe des ,,RNA Clean & Concentrator™-5“-Kits von Zymo Research nach Angaben
des Herstellers aufgereinigt.

2.6.11.3.2 cDNA-Synthese

Um die Expression von Genen durch gPCR analysieren zu kénnen, musste die mRNA in
komplementar-DNA (cDNA) revers transkribiert werden. Fiir die reverse Transkriptase-
Reaktion (RT) wurde das , AffinityScript™ QPCR cDNA Synthesis Kit“ von Stratagene nach
Herstellerangaben verwendet. Es wurde jeweils 1 pg RNA in cDNA synthetisiert. Von jeder
RNA-Probe, die bei der qPCR verwendet werden sollte, wurde eine ,NoRT“-Kontrolle
angefertigt. Diese wurde ebenfalls gemessen und diente zur Kontrolle von DNA-
Kontaminationen.

2.6.11.3.3 Durchfiihrung der quantitativen Real-Time-PCR

Flr die gPCR wurde der ,,Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix“ von Agilent Technologies
oder der ,my-budget 5x EvaGreen® QPCR Mix Il (Bio-Budget) verwendet. Die Messung der
Proben erfolgte in einem Mx3000P (Stratagene) in 96-well PCR-Platten, welche mit Folie
verschlossen wurden. Die Experimente wurden mit jeweils 2 biologischen Replikaten
durchgefiihrt, wobei von jeder Probe eine ,,NoRT“-Kontrolle angefertigt wurde.

Vor dem Start der gPCR wurde dem ,Brilliant 1l SYBR® Green QPCR Master Mix“ der
beigefligte Referenzfarbstoff ROX (Carboxy-X-Rhodamin; 1 mM) hinzugefiigt. Dazu wurde
ROX 1:500 mit DEPC-H,0 verdiinnt und 75 pl der Verdiinnung dem Master Mix (2,5 ml)
hinzugefligt. Der Referenzfarbstoff dient dazu Volumenschwankungen zu bericksichtigen.
Nach der Synthese der cDNA (Abschnitt 2.6.11.3.2) wurde diese 1:10 mit DEPC-H,0 verdinnt
und fir die Messungen verwendet. Von jedem biologischem Replikat wurden drei technische
Replikate gemessen.
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Es wurde jeweils folgender PCR-Ansatz hergestellt:

cDNA (1:10 Verdinnung) 10 ul
2x Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix (+ROX) 12,5 ul
Primer forward (10 pmol/pul) 1,25 pl
Primer revers (10 pmol/ul) 1,25 pl
25 ul

Die Primer fir die Durchfiihrung der gPCR wurden mit Hilfe des ,,GenScript Real-Time-PCR
(TagMan) Primer Design“-Programms (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer)
ausgewahlt. Fir die Normalisierung des Transkriptspiegels wurde Aktin als Referenzgen
eingesetzt. Fir alle cDNA-Proben wurden dafiir zusatzlich die Primer ACT1(RT)f und
ACT1(RT)r verwendet. Zusatzlich zu den ,NoRT“-Ansdtzen wurden weitere Kontrollen
durchgefiihrt: Von jedem Primerpaar wurde eine Kontrolle ohne cDNA angesetzt (,No
Template Control“, NTC). Somit konnte die Entstehung von Primer-Dimeren sowie eine
mogliche DNA-Kontamination ausgeschlossen werden.

Die Messungen wurden mit folgendem Programm durchgefiihrt:

Aktivierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 15 sec
Annealing 60 °C 60 sec } 40x
Extension 72 °C 30 sec

Um Nebenprodukte, die bei der PCR entstehen kénnen, zu identifizieren wurde nach der
Messung eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Nach dem letzten Zyklus wurden die
Produkte zunachst 1 min bei 95 °C denaturiert. Anschlieend wurde die Temperatur auf 55
°C gesenkt, wobei die DNA wieder zusammengefihrt wird. Bei der nun folgenden Erh6hung
der Temperatur von 55 °C auf 95 °C (0,2 °C/sec) wurde die Fluoreszenz stetig gemessen und
als Schmelzkurve (Fluoreszenzintensitdt in Abhangigkeit von der Temperatur) dargestellt.
Jedes PCR-Produkt hat eine spezifische Schmelztemperatur, bei welcher das Produkt zu 50 %
in Einzelstrangen vorliegt. Durch die Freisetzung des vorher gebundenen SYBR Greens
kommt es nach dem Erreichen der Schmelztemperatur zu einem Abfall in der
Fluoureszenzintensitat, welcher als Peak dargestellt wird. Entstehen Nebenprodukte,
wirden mehrere Peaks sichtbar werden.

A) Effizienz

Idealerweise verdoppelt sich die zu amplifizierende DNA nach jedem Zyklus der PCR. Durch
den Verbrauch der Substrate, die Akkumulation von Produkten sowie die abnehmende
Aktivitat der Polymerase kommt es nicht zu einer 100 %igen Amplifikation (,,2“) der Sequenz.
So liegt die Effizienz der Messung jeweils zwischen 1 (keine Amplifikation) und 2
(Verdopplung).

Um die Primer-Effizienz zu bestimmen, wurde bei jedem Experiment eine Standardkurve fir
jedes Primerpaar erstellt. Dazu wurde ein cDNA-Mix (,Pool“) aus den zu untersuchenden
cDNA-Proben hergestellt und Verdinnungen (1:10 bis 1:10000) verwendet. Von jeder
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Verdiinnungsstufe wurden ebenfalls drei technische Replikate gemessen. Aus der Steigung
der Standardkurve konnte die Effizienz mit folgender Gleichung errechnet werden:

Effizienz = 10 ~ (/steigune)
B) Auswertung der qPCR

Die Messung der Fluoreszenz erfolgte nach jedem Zyklus. Fiir die Quantifizierung der
Messung wird der sogenannte Ct-Wert (,,Cycle treshold”) verwendet. Dieser Wert gibt an, in
welchem Zyklus erstmals ein konstantes Fluoreszenzsignal erzeugt werden kann, welches die
Hintergrundfluoreszenz signifikant tGbersteigt.

Fir die Berechnung des relativen Transkriptspiegels wurde folgende Formel verwendet:

(Effizienz aein) A"

Relativer Transkriptspiegel (RTS) =

(Effizienz zieigen) 25"

2.6.12 Nachweis spezifischer DNA-Sequenzen durch Southern-Blot-Analyse
(Southern, 1975)

2.6.12.1 DNA-Restriktion

Fiir die Southern-Blot-Analyse wurden 1,5 pg chromosomale DNA bei der Restriktion
eingesetzt. Diese wurde fir 2 bis 3 Tage mit jeweils 20 U des entsprechenden Enzyms in
einem Endvolumen von 200 pl geschnitten. Die Restriktion der DNA wurde durch ein
analytisches Agarosegel kontrolliert. Nach der Restriktion erfolgte eine Fallung mit 1/10
Volumen 3 M Natrimacetat und 2,5 Volumen Ethanol (abs.). Die Ansadtze wurden Gber Nacht
bei -20 °C inkubiert, zentrifugiert (15 min 13000 Upm) und das Pellet nach dem Trocknen in
20 ul TE-Puffer aufgenommen.

Als GrolRenstandard diente mit Hindlll geschnittene A-DNA, welche folgende
FragmentgroRen lieferte (bp): 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564, 125.

2.6.12.2 Sondenmarkierung

Zur Markierung der Sonde wurde das ,PCR DIG Probe Synthesis Kit“ der Firma Roche
verwendet. Abweichend von den Herstellerangaben wurden die ,DIG-dUTPs” in einem
Verhaltnis von 1:5 mit dem Nukleotid-Mix verdiinnt. AuRerdem wurden zur Amplifikation in
der PCR-Reaktion 50 Zyklen eingesetzt.

2.6.12.3 Transfer auf eine Nylonmembran durch Kapillar-Blot

Die chromosomale DNA wurde nach erfolgter Restriktion (Abschnitt 2.6.12.1) auf ein 0,8
%iges Gel aufgetragen und bei 15 V aufgetrennt. Vor dem Transfer auf eine positiv geladene
Membran (Hybond N-Nylonmembran, Amersham) mittels Kapillar-Blot, wurde das
Agarosegel unter UV-Licht fotografiert. AnschlieRend wurde das Gel fiir 15 min in 0,25 M HCI
depuriniert und anschlieRend fiir 15 min in NaOH denaturiert. Fiir den Kapillar-Blot wurden
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Papiertiicher auf eine ebene Flache gelegt. Drei Lagen Whatman-Papier und die
Nylonmembran wurden in 20x SSC-Puffer (3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat; pH 7) getrankt und
auf die Papierticher gelegt. Nachdem das Agarosegel moglichst ohne Luftblasen auf die
Membran gelegt wurde, wurde ein langeres Whatman-Papier aufgelegt, welches mit einem
Ende in einem Behalter mit 20x SSC-Puffer eingetaucht war. Zuletzt wurden eine Glasplatte
sowie ein Gewicht (0,5 - 1 kg) aufgelegt, um die Konstruktion zu beschweren. Die
Transferzeit betrug 2 bis 3 Stunden. Die Membran wurde anschlieBend getrocknet. Durch
Inkubation fir 5 min bei UV-Licht wurde die DNA durch Crosslinking kovalent an die
Membran gebunden.

2.6.12.4 Hybridisierung und Detektion

Vor der Hybridisierung wurde die Membran in eine Folie mit Prahybridisierungspuffer (5x
SSC, 1x NRB2, 0,02 % SDS, 0,1 % N-Lauroylsarcosinat) eingeschweilt und fiir 1 Stunde in
einem Wasserbad bei 68 °C inkubiert. Weiterhin wurde die vorher markierte Sonde fiir 10
min bei 95 °C denaturiert und dann auf Eis gestellt, bevor sie in 5 ml
Prahybridisierungspuffer resuspendiert wurde. Die Hybridisierung der Membran mit der
Sonde erfolgte (iber Nacht bei 68 °C im Wasserbad. Am nachsten Tag wurde die Membran
zweimal fir 5 min mit NRW1-Puffer (2x SSC, 0,1 % SDS) bei RT und zweimal fir 15 min mit
NRW2-Puffer (0,1x SSC, 0,1 % SDS) bei 68 °C gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer
Bindestellen wurde die Membran fiir 1 min bei RT mit NRB1-Puffer (100 mM Maleinsaure,
150 mM NaCl; pH 7,6) gewaschen und anschlieRend fiir 1 Stunde bei RT in NRB2 (1 % (w/v)
Blocking Reagent (Roche) in NRB1-Puffer) inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran
erneut mit NRB1 abgespilt und fir 45 min mit 4 pul Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-
Antikorper (Roche) in 20 ml NRB2 inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte fir 15 min mit
NRB1, woraufhin die Membran mit NRB3 (100 mM Tris-HCl (pH 9,5), 10 mM NaCl, 50 mM
MgCl,) abgesptlt wurde. AnschlieRend konnte die Membran mit 45 pl NBT (50 mg/ml in 70
% DMF) und 35 pl X-Phosphat (50 mg/ml in 100 % DMF) in 10 ml NRB3-Puffer im Dunkeln
entwickelt werden.

2.7 Biochemische Methoden

2.7.1 Isolation von Rohextrakten aus C. albicans

Der ZellaufschluRR zur Herstellung von Proteinrohextrakten wurde mit dem , FastPrep®-24“
von MP Biomedicals durchgefiihrt. 50 ml C. albicans-Kulturen wurden bis zu einer ODggg Von
0,8 - 1 inkubiert und anschlieBend fiir 5 min bei 3500 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
mit 30 ml sterilem ddH,0 gewaschen, erneut zentrifugiert und anschlieend bei -20 °C {iber
Nacht oder bei -80 °C fiir 2 Stunden eingefroren. Das Pellet wurde aufgetaut, in 400 - 600 ul
Lysispuffer (20 mM CAPSO (pH 9,5), 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Imidazol, 0,1 % Triton-X-
100) mit Proteaseinhibitor (Roche, 1 Tablette/10 ml Puffer) aufgenommen, in 2 ml
Kryordhren Gberfiihrt und mit einem Volumen steriler Glasperlen versetzt. Der Zellaufschluf3
erfolgte bei einer Geschwindigkeit von 6,5 m/s in 6 Zyklen von jeweils 40 Sekunden, wobei
die Proben nach jeweils 2 Zyklen auf Eis abgekiihlt wurden. Zuletzt wurden die Zelltrimmer
bei 13000 Upm fiir 10 min bei 4 °C vom Rohextrakt getrennt und der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefaR Uberflhrt.
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2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Um die Proteinkonzentration von Rohextrakten zu messen, wurde die Methode nach
Bradford (1976) verwendet. Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass der Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250 bei Bindung an Proteine sein Absorptionsmaximum von 465
nm auf 595 nm verschiebt. Die Bradford Reagenz (Bio-Rad) wurde 1:5 mit ddH,0 verdiinnt.
Jeweils 200 ul der Lésung wurden pro Ansatz in eine Mikrotiterplatte pipettiert. 5 ul der 1:10
bis 1:20 verdiinnten Rohextrakte wurden dazu pipettiert. Nach 15-mindtiger Inkubation bei
RT wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Als Standard diente eine Eichgerade, die mit
1-15 g Rinderserumalbumin (BSA) erstellt wurde.

2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde
die Methode nach Laemmli (1970) modifiziert. In dieser Arbeit wurde die , XCell SureLock™
Mini-Cell“-Gelapparatur (Invitrogen) mit 8 oder 10 %igen SDS-Gelen (Pierce) verwendet. Als
Laufpuffer diente ein HEPES-Puffer (100 mM Tris, 100 mM HEPES, 1 % (w/v) SDS). Bevor die
Proben auf das Gel geladen wurden, wurden sie mit 2x SDS-Probenpuffer (4 % (w/v) SDS, 20
% (v/v) Glycerin, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau, 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 % (v/v)-
Mercaptoethanol) versetzt und fir 10 min bei 95 °C erhitzt. Als GroRenstandard diente der
»PageRuler™” (prestained) von Fermentas. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 - 120 mA fur
30 bis 45 min. AnschlieBend wurde das Gel mit der Farbel6sung ,,Bio-Safe™ Coomassie stain
von Bio-Rad gefarbt oder fiir eine Immunoblot-Analyse verwendet.

2.7.4 Nachweis spezifischer Proteine durch Immunoblot-Analyse

Die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine konnten mit Hilfe des Tankblot-
Verfahrens (Towbin et al., 1979) auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P-Membran,
Millipore) transferiert werden. Zur Aktivierung der Membran wurde diese vor dem Transfer
1 min in Methanol inkubiert. Der Transfer erfolgte tiber Nacht bei 4 °C und 15 Volt oder fir 3
bis 4 Stunden bei 40 Volt in Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol).
Nach dem Transfer wurde die Membran in 5% Magermilchpulver in TBST-Puffer (50 mM Tris-
HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween-20) fiir 1 Stunde bei RT oder lber Nacht bei 4
°C schittelnd inkubiert. Dieser Schritt diente der Blockierung von unspezifischen
Bindestellen. Die Membran wurde anschlieRend dreimal fir 10 min mit TBST-Puffer
gewaschen. Zwischenzeitlich wurde der Primarantikorper in einer entsprechenden
Verdiinnung in TBST-Puffer pipettiert. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte fir
1 Stunde bei RT. Nachdem die Membran erneut dreimal fiir 10 min mit TBST-Puffer
gewaschen wurde, erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper, welcher ebenfalls in
TBST-Puffer verdiinnt wurde. Zuletzt wurde die Membran erneut gewaschen und die
Detektion konnte durchgefiihrt werden. Es wurde das Chemilumineszenz-Substrat
»SuperSignal® West Dura“ der Firma Pierce nach Herstellerangaben eingesetzt. Die
Detektion erfolgte mit dem Lumineszenzdetektor ,LAS 4000 mini“. Die Lumineszenzsignale
konnten mit dem Programm ,,MultiGauge” (Fujifilm) ausgewertet werden.

Primarantikorper: (1-7), Anti-HA, monoklonal, Ratte; 1:1000 (Roche)

Sekundarantikorper: (2-11), Anti-Ratte, Peroxidase-konjugiert; Ziege; 1:10000 (Pierce)
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2.7.5 Chromatinimmunprazipitation (ChIP)

Fir die Chromatinimmunpréazipitation unter Hefewachstumsbedingungen wurden C.
albicans-Stamme in 50 ml YPD-Medium auf eine ODggp von 0,2 inokuliert und bis zu einer
ODggo von 1 bei 30 °C angezogen. Fir Experimente unter Hypheninduktionsbedingungen
wurde 250 ml YP-Medium verwendet, welches bei 37 °C vortemperiert wurde. C. albicans-
Ubernachtkulturen wurden in 5 ml sterilem ddH,0 gewaschen und in YP-Medium
aufgenommen. Die Hauptkultur wurde auf eine ODggo von 0,2 inokuliert, mit 10 % (v/v)
Pferdeserum zur Induktion der Hyphenbildung versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Fir die Quervernetzung von Protein-DNA- bzw. Protein-Protein-Verbindungen wurde den
Kulturen frisch angesetztes 30 %iges Formaldehyd (Endkonzentration: 1 %) zugesetzt. Die
Kulturen wurden fiir 30 min bei RT fixiert. Der Vorgang wurde durch Zugabe von 2,5 M
Glycin (Endkonzentration: 125 mM) und Inkubation fiir weitere 5 min bei RT abgestoppt. Die
Zellen wurden flr 5 min bei 3500 Upm geerntet, zweimal mit 30 ml eiskaltem TBS-Puffer (20
mM Tris-HCl (pH 7,6), 150 mM NaCl) gewaschen, in 1 ml TBS-Puffer resuspendiert und in
Kryordhrchen tberfiihrt. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen
und so konnten die Zellen bei -80 °C Giber Nacht gelagert werden. Am néachsten Tag wurden
die Zellpellets auf Eis aufgetaut und in 500 pl Lysispuffer (50 mM Hepes-KOH (pH 7,5), 140
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,1 % Natriumdeoxycholat) mit Proteaseinhibitor
(Roche, 1 Tablette/10 ml Puffer) resuspendiert. Vor dem ZellaufschluR mit dem ,FastPrep®-
24" wurde der Ansatz mit einem Volumen steriler Glasperlen versetzt. Der Zellaufschlul3
erfolgte bei einer Geschwindigkeit von 6,5 m/s in 16 Zyklen von jeweils 40 Sekunden, wobei
die Proben nach jeweils 2 Zyklen auf Eis abgekihlt wurden. Um die Glasperlen und
Zelltrimmer von der Probe zu trennen, wurde mit Hilfe einer erhitzten Kanile (26G,
Terumo) ein Loch in den unteren Bereich des Kryoréhrchens gestochen. Das Rohrchen
wurde mit ged6ffnetem Deckel in ein 14 ml Greiner-R6hrchen gesetzt und die Probe fiir 2 min
bei 500 Upm zentrifugiert. Das Lysat konnte nun in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt
werden. Nach Zentrifugation bei 13000 Upm fiir 10 min und 4 °C konnte der Uberstand
verworfen werden. Das unl6sliche, quervernetzte Chromatin befand sich somit im Pellet,
welches in 500 ul Lysispuffer resuspendiert wurde. Die Fragmentierung des Chromatins
erfolgte mit Hilfe des ,Sonifier B-15“ (Branson) mit folgenden Einstellungen: Output control:
Stufe 4; continous. Jede Probe wurde 17 Mal fiir 30 Sekunden sonifiziert, wobei die Probe
nach jedem Beschallungsschritt 30 Sekunden auf Eis gekiihlt wurde. AnschlieRend wurde die
Probe fiir 10 min bei 13000 Upm und 4 °C zentrifugiert und das (nun I6sliche) Chromatin im
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Fiir die anschlieBende Immunprazipitation
wurden Protein G-Beads (Dynabeads, Invitrogen) verwendet. Damit sich die Beads von den
l6slichen Komponenten trennen kénnen, wurde ein Magnet-Stander verwendet. Fir die
folgenden Schritte wurde daflir das Reaktionsgefda8 mit den Beads fiir ca. 2 min in den
Magnet-Stinder gestellt. Somit konnte der Uberstand von den Beads entfernt werden. Bei
Bedarf wurde das Reaktionsgefall vor der Positionierung in den Magnet-Stander fir 15
Sekunden bei 10000 Upm abzentrifugiert.

50 pl der magnetischen Beads wurden pro Ansatz in ein ReaktionsgefaR pipettiert, zweimal
mit Citrat-Phosphat-Puffer (24,5 mM Zitronensaure, 51,5 mM Na,PO,4 (pH 5,0), 0,01 %
Tween-20) gewaschen und in 200 pl desselben Puffers resuspendiert. Es wurden 8 ul Anti-
HA-Antikorper (monoklonal, aus der Ratte; Roche) hinzugefligt und der Ansatz fiir 4 Stunden
auf einem Kippschittler bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Beads erneut mit 500 pl
Citrat-Phosphat-Puffer gewaschen und der Uberstand verworfen. Das fragmentierte



Materialien und Methoden 35

Chromatin wurde zu den Bead-Antikorper-Komplexen pipettiert und fir die
Immunprazipitation tiber Nacht bei 4 °C auf einem Kippschittler inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Beads zweimal mit 1 ml Lysispuffer, zweimal mit 1 ml
Lysispuffer Il (Lysispuffer mit 500 mM NaCl), zweimal mit 1 ml Waschpuffer (10 mM Tris-HClI
(pH 8,0), 250 mM LiCl, 0,5 % Nonidet P-40 (NP40), 0,5 % Natriumdeoxycholat, 1 mM EDTA)
und einmal mit 1 ml TE-Puffer gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurden dabei die Proben
solange geschwenkt, bis der Ansatz resuspendiert war (ca. 2 min). Die Waschschritte
erfolgten bei RT, jedoch wurden die Puffer bei 4 °C vorgekiihlt. Die Proben wurden zweimal
durch Zugabe von 100 pl Elutionspuffer (50 mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM EDTA, 1 % SDS) und
Inkubation bei 65 °C eluiert. Die Eluate wurden im Anschluss vereinigt. Die Entfernung von
Protein-DNA- bzw. Protein-Protein-Verbindungen erfolgte durch eine Ubernachtinkubation
bei 65 °C. Um die Proteine abzubauen wurde den Proben am nachsten Tag 250 ul TE-Puffer,
2,5 ul Glykogen (20 mg/ml, Roche), 15 pl 10 % SDS und 10 pl Proteinase K (20 mg/ml, Roche)
zugesetzt und der Ansatz fur 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
Phenol-Chloroform-Extraktion. Hierfir wurde die Probe zweimal mit 400 pl Phenol-
Chloroform und einmal mit 400 pl Chloroform extrahiert. Zu der Probe wurden 16 pl 5 M
NaCl und 1 ml Ethanol (abs.) gegeben und der Ansatz bei -20 °C Uber Nacht gefallt. Der
Ansatz wurde mit 75 % Ethanol gewaschen, flr 15 min bei 13000 Upm und 4 °C zentrifugiert
und nach dem Trocknen bei RT in 40 ul TE-Puffer resuspendiert. Um RNA-Verunreinigungen
zu entfernen wurde 1 pl RNase-Lésung (10 mg/ml, Qiagen) dazu pipettiert und der Ansatz
fir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Mit Hilfe des , QlAquick PCR Purification Kit“ (Qiagen)
konnten die Proben aufgereinigt werden. Folgende Abweichungen von den
Herstellerangaben wurden dabei eingesetzt: Es wurde Bindepuffer ohne Indikator
verwendet. Der Waschschritt mit PE-Puffer erfolgte zweimal, wobei das Saulchen nach dem
zweiten Waschschritt in ein neues Reaktionsgefald Gberfiihrt wurde. Vor dem Eluieren wurde
die Probe 2 min zum Abdampfen stehen gelassen und die DNA wurde zweimal mit je 30 pl
EB-Puffer (1:3 mit ddH,0 verdiinnt) eluiert. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

2.7.6 ChIP-chip

Die ChIP-chip-Methode ist eine Kombination aus einer Chromatinimmunprazipitation (ChlP,
Abschnitt 2.7.5) und einem DNA-Microarray (chip). In dieser Arbeit wurde die genomweite
Lokalisation der PKA-Isoformen Tpk1, Tpk2 unter Hefe- und Hyphenwachstumsbedingungen
untersucht. Weiterhin wurden ChIP-chip-Analysen fiir die regulatorische Untereinheit der
PKA (Bcyl) sowie die B-Typ Kinase Sch9 unter Hefewachstumsbedingungen angefertigt.
Zusatzlich wurden die Bindestellen von Sch9 unter hypoxischen Bedingungen untersucht. Fir
die ChIP-chip-Methode wurden die Stamme AF1004, AF1005, AF1006 und AF1007
verwendet, die jeweils mit einem HA-Epitop versehene Kinasen produzieren. Als
Kontrollstamm wurde der jeweilige heterozygote Stamm (ll, TPK7 und CAS1), bzw. im Falle
von Bcyl der Wildtypstamm CAF2-1 verwendet. Tabelle 2.6 zeigt eine Ubersicht der
Bedingungen und der verwendeten Stammkombinationen. Es wurden jeweils zwei
biologische Replikate angefertigt.
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Tab. 2.6: Fiir ChIP-chip-Analysen verwendete Stamme und Wachstumsbedingungen.

Kontroll- IP-
Stamm Genotyp Stamm Genotyp Bedingungen

I TPK1/tpk1 AF1004 | TPK1™/tpk1 |Hefewachstum
I TPK1/tpkl  |AF1004 |TPK1™/tpk1 |Hypheninduktion

TPK7 TPK2/tpk2 | AF1005 | TPK2™/tpk2 |Hefewachstum
TPK7 TPK2/tpk2 | AF1005 | TPK2™/tpk2 |Hypheninduktion
CAS1 SCH9/sch9  |AF1006 |SCH9™/sch9 |Hefewachstum

CAF2-1 |BCY1/BCY1 |AF1007 |BcY1™/BCy1 |Hefewachstum

Nach der Chromatinimmunprazipitation war die DNA-Konzentration fir die anschlieBende
Markierung und Array-Hybridisierung zu gering. Aus diesem Grund musste sie vorher mit
Hilfe des ,GenomePlex® Complete Whole Genome Amplification“-Kits (WGA2, Sigma)
vervielfaltigt werden. Um das Kit anwenden zu kdnnen, musste das Volumen der Proben
eingeengt werden. Dazu wurden jeweils 40 ul lyophilisiert (ALPHA1-4, Christ) und die Proben
anschliefend in 10 ul ddH,0 aufgenommen. Abweichend von den Herstellerangaben wurde
der erste Denaturierungsschritt nicht durchgefiihrt. Dieser war nicht notwendig, da er der
Fragmentierung diente und die Proben bereits durch Sonifizierung fragmentiert worden
waren. Anschlieend wurden die Proben erneut mit dem ,QlAquick PCR Purification Kit”
aufgereinigt. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des ,NanoDrop 2000c”
Spektrophotometers bestimmt. Da die DNA-Konzentration immer noch zu gering war, wurde
anschlieBend das ,GenomePlex® WGA Reamplification Kit“ (WGA3, Reamplification
Procedure A, Sigma) eingesetzt. Um die korrekte Fragmentierung zu kontrollieren, wurden
die Proben nach erneuter Aufreinigung auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen. In der Regel
konnte man einen DNA-Schmier zwischen 200 bp und 1000 bp erkennen. Letztendlich
wurden 2 pg an die Firma Source BioScience (Berlin) geschickt. Dort wurde die Kontroll-ChIP-
Probe des Kontrollstamms (Input) mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 und die Anreicherungs-
ChlP-Probe des IP-Stamms (Enriched) mit Cy5 markiert. Die Proben wurden anschlieRend
vereinigt und auf einem ChIP-DNA-Array hybridisiert. Hierbei handelt es sich um einen C.
albicans-spezifischen ,Whole Genome Tiling Array”, der auf dem Assembly 21 des C.
albicans-Genoms beruht. Durch die Verwendung von lberlappenden Oligonukleotiden sind
auf dem Array insgesamt 381308 Oligonukleotidsequenzen mit einer Sequenzlange von
jeweils 50 - 75 bp zu finden. Der GC-Gehalt der Oligonukleotide lag bei 36,5 %, die
Schmelztemperatur (Tm) bei ca. 76 °C. Die Arrays wurden von der Firma Roche NimbleGen
bezogen (090722_CA_JM_ChIP, OID 23054).

Nach der Hybridisierung erfolgten mehrere Waschschritte und anschlieBend konnte die
Intensitat der Fluoreszenzsignale mit Hilfe der , NimbleScan“-Software gemessen werden.
Bei jeder Oligonukleotidsequenz wurde das Verhaltnis zwischen der Anreicherungsprobe
(Cy5-markiert) und der Kontrollprobe (Cy3-markiert) festgehalten. Dieses berechnete
Verhaltnis wurde als ,log,-ratio” bezeichnet und anschlielend skaliert, um das Verhaltnis
gegen Null zu zentrieren. Hierfir wurde der ,bi-weight-Mittelwert” Gber alle log,-ratios
gebildet und von jedem einzelnen Wert subtrahiert. Diese ,scaled log,-ratio” ist die
Grundlage fir die Detektion von signifikanten Binderegionen, welche als Peaks dargestellt
werden. Uberschritten in einem Sequenzfenster von 500 bp vier oder mehr Signale einen
Schwellenwert (,cutoff-value”), wurde diese Binderegion als signifikant definiert und als
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Peak dargestellt. Die identifizierten Peaks wurden mit Hilfe der FDR (false discovery rate)-
Werte farblich kodiert. Je kleiner der FDR-Wert, desto wahrscheinlicher ist es, dass diese
Region eine Bindestelle des untersuchten Proteins darstellt. Somit ist die Wahrscheinlichkeit
einer Binderegion bei roten Peaks (FDR < 0,05) am groften, orangene (FDR < 0,1) und gelbe
(FDR 0,1 - 0,2) Peaks stellen weniger wahrscheinliche Binderegionen dar und graue Peaks
(FDR > 0,2) sind an unwahrscheinlichen Binderegionen lokalisiert. Die Visualisierung der
scaled log,-ratios (GFF-Dateien) sowie der daraus resultierenden Peaks (FindPeaks-Dateien)
erfolgte mit dem ,SignalMap“-Programm (Version 1.9).

2.7.7 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat (,,X-Gal Overlay-Assay“)

Fiir die Aktivitatsbestimmung der B-Galaktosidase wurde die Methode von Suckow und
Hollenberg (1998) modifiziert. Dazu wurden die erhaltenen Transformanten auf
Selektivmedium ausplattiert und fiir 3 Tage bei 30 °C inkubiert. 50 mg Agarose wurden in 5
ml ddH,0 aufgekocht und mit 5 ml erwdarmtem Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7) vereint. Zu
der Losung wurden 200 pl 10 %ige SDS-Losung sowie 200 pl X-Gal/DMF-Losung (40 mg/ml)
pipettiert. Die Selektivplatten wurden zligig mit der Lésung (iberschichtet und anschlieRend
zwischen 30 min und 2 Stunden bei 30 °C inkubiert. Eine eventuell auftretende Blaufarbung
wurde fotografisch dokumentiert.

2.8 Zellbiologische Methoden

2.8.1 Immunfluoreszenz

2.8.1.1 Fixieren der Zellen

20 ml YPD wurden mit einer C. albicans-Ubernachtkultur auf eine ODgy von 0,2 inokuliert
und bis zu einer ODgyp von 1 bei 30 °C inkubiert. Fir Untersuchungen unter
Hypheninduktionsbedingungen wurden 20 ml YP bei 37 °C vorgewarmt. Nach erfolgter
Inokulation wurde das Hyphenwachstum mit 10 % (v/v) Pferdeserum induziert, wobei die
Kulturen fir 30 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert wurden. Fir die Fixierung der Zellen
wurde den Kulturen Formaldehyd (Endkonzentration: 4 %) zugesetzt. Die Kulturen wurden
fiir 30 min bei RT fixiert. AnschlieBend wurden 5 ml (Hefewachstumsbedingungen) bzw. 10
ml (Hypheninduktionsbedingungen) der Kulturen geerntet (3500 Upm, 5 min), die Pellets mit
5 ml S-Puffer (50 mM HEPES, 1,2 M Sorbitol; pH 7,5) gewaschen und in 1 ml S-Puffer
resuspendiert. Die Zellen wurden (iber Nacht bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.8.1.2 Herstellung der Praparate

Fir die Immunfluoreszenz wurden die Zellen zunachst spharoplastisiert. Den fixierten Zellen
wurden dafur folgende Komponenten (pro 1 ml Zellsuspension) hinzugefiigt: 40 ul
Zymolyase 100T (2,5 mg/ml, MP Biomedicals), 30 ul Glucuronidase (Sigma) und 10 mM DTT
(10 ul 1M DTT). Der Ansatz wurde fir 30 min bei 30 °C inkubiert. Die Bildung von
Sphéaroplasten wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. AnschlieRend wurden die Zellen
zentrifugiert (1 min, 5000 Upm), in 1 ml S-Puffer mit 0,1 % Triton X-100 resuspendiert und 5
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min bei RT auf einem Kippschittler inkubiert. Der Ansatz wurde erneut zentrifugiert (2 min,
5000 Upm) und in 200 ul S-Puffer aufgenommen.

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie der Zellen wurden Polylysin-beschichtete Objekttrager
verwendet. Dazu wurden 15 ul einer 0,1 %igen Polylysin-Losung (Sigma) auf ein rundes
Deckglaschen pipettiert und fir 2 min inkubiert. Die FlUssigkeit wurde abgesaugt, die
Polylysin-Schicht dreimal mit ddH,O gewaschen und bei RT ca. 10 min getrocknet.
Um die Zellen auf der Polylysin-Matrix zu fixieren, wurden 20 ul der behandelten
Zellsuspension auf das Deckglas pipettiert und fir 5 min inkubiert. Die angehefteten Zellen
wurden viermal mit PBS-Puffer (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,POy;
pH 7,4) gewaschen und mussten dabei stets von Puffer benetzt bleiben. Die Blockierung
unspezifischer Bindestellen erfolgte durch eine 15-miniitige Inkubation der Zellen mit 2 %
Milchpulver in PBS. Die Flissigkeit wurde abgenommen und der primare Antikérper (Anti-HA
aus der Ratte) 1:100 in der Blockierlésung verdiinnt. 40 pl dieser Verdiinnung wurden auf
das Deckglas pipettiert und die Proben fiir 90 min bei RT oder (iber Nacht bei 4 °C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Der sekundare, fluorophorgekoppelte Antikorper (Anti-Ratte,
FITC-konjugiert) wurde nach erneutem viermaligem Waschen mit PBS 1:100 in 0,2 %
Milchpulver/PBS verdiinnt. 40 ul der Verdinnung wurden auf das Deckglas pipettiert und die
Ansdtze anschlieBend fur 90 min in der feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. Zur
Fluoreszenzfarbung des Kerns wurde nach dem Waschen mit PBS 20 ul DAPI (1 pg/ml)
zugegeben und 15 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurde die
Flussigkeit griindlich entfernt. Um einen Verlust der Fluoreszenz (,Photobleichung”) der
Praparate zu verhindern, wurde ein Tropfen , Antifade” (Pro-Long® Gold Antifade, Sigma) auf
das Deckglas gegeben. AnschlieRend wurde ein Objekttrager vorsichtig auf das Deckglas
gedriickt. Die Aushartung erfolgte nach Herstellerangaben fiir 24 Stunden im Dunkeln. Bei
Bedarf wurde die Probe zusatzlich luftdicht mit Nagellack versiegelt und konnte so auch
langere Zeit im Dunkeln aufbewahrt werden.

Primarantikorper: (1-7), Anti-HA, monoklonal, Ratte (Roche)

Sekundarantikorper: (2-4), Anti-Ratte, FITC-konjugiert, Ziege (Jackson Immunologie Research
Lab. Inc.)

2.8.1.3 Mikroskopie der Praparate

Die angefertigten Praparate wurden mit Hilfe eines Spinning-Disc-Konfokalmikroskops (Cell
Observer® SD; Zeiss / Center for Advanced Imaging (CAi), Dusseldorf) mikroskopiert. Mit
diesem Mikroskop werden zwei Fluoreszenzsignale simultan von zwei Kameras detektiert.
Somit war es moglich die FITC- gleichzeitig mit der DAPI-Fluoreszenz zu detektieren. Die
Auswertung der Fluoreszenzbilder erfolgte mit Hilfe des Programms ,ZEN 2011“ (Zeiss).
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3 Ergebnisse

Der Dimorphismus ist flr die Virulenz des humanpathogenen Pilzes C. albicans von grolSer
Bedeutung. Als einzelliger Pilz (Hefe) kann C. albicans leicht im Blut transportiert werden,
wohingegen die Hyphenform die Adhasion an Epithelzellen sowie die Transmigration durch
Gewebezellen ermoglicht (Odds, 1994). AGC-Kinasen, wie die Proteinkinase A (PKA) und die
Proteinkinase B (PKB), spielen bei der Steuerung des Dimorphismus eine bedeutende Rolle.
Die PKA besteht aus einer inhibierenden regulatorischen Untereinheit (Bcyl) sowie den zwei
Isoformen der katalytischen Untereinheit (Tpkl und Tpk2). Letztere aktivieren den
Transkriptionsfaktor Efgl, welcher die Hyphenbildung bei Normoxie induziert und bei
Hypoxie reprimiert. Die PKB Sch9 begrenzt die Ausbildung von Hyphen unter hypoxischen
Bedingungen und in Anwesenheit von hohen CO,-Konzentrationen. Im ersten Teil dieser
Arbeit sollte die zelluldre und genomische Lokalisation der AGC-Kinasen untersucht werden,

um Signalwege der AGC-vermittelten Hyphenbildung zu klaren.

3.1 Markierung von Tpkl, Tpk2, Sch9 und Bcyl mit einem HA-Epitop

Fiir die Klarung der Lokalisation der AGC-Kinasen wurden Stamme konstruiert, in denen die
Proteine mit einem Epitop markiert sind. In dieser Arbeit wurde das Hamagglutinin (HA)-
Epitop gewahlt, fir dessen Detektion monoklonale Antikdrper kommerziell erhaltlich sind. In
den hergestellten C. albicans-Stammen wurden die Kinasen mit einem dreifachen HA-Epitop
am C-Terminus versehen. Hierfir wurde das Plasmid p3HA-URA3 verwendet, das die
Sequenz fiir das 3xHA-Epitop sowie den URA3-Marker tragt. Mittels PCR mit den
Primerpaaren Tpkl-HA for/rev, Tpk2-HA for/rev, Sch9-HA for/rev sowie Bcyl-HA for/rev
wurde die 3xHA-URA3-Sequenz des Plasmids amplifiziert. Um eine Integration in das Genom
von C. albicans durch homologe Rekombination zu gewdhrleisten wurden die Primer so
konstruiert, dass sie eine mindestens 70 bp lange Sequenzhomologie zu den 3’-Enden der
ORFs der AGC-Kinasen beinhalten. Die homologe Sequenz bricht dabei vor dem Stoppcodon
ab. Durch die Primersequenz wurden aulerdem drei Glycine als Linker zwischen Kinase und
HA-Epitop kodiert, um die Funktionalitdt der Kinasen nicht durch das Epitop zu beeinflussen.

In Abb. 3.1 ist exemplarisch das Schema der HA-Epitop-Markierung von Tpk2 dargestellt.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der HA-Epitop-Markierung. Exemplarisch ist die Markierung von
Tpk2 abgebildet. Die Sequenz des dreifachen HA-Epitops sowie der Selektionsmarker URA3 wurden
von dem Plasmid p3HA-URA3 durch PCR amplifiziert. Die Pfeile im oberen Bild stehen fiir die
verwendeten Primer. Der schwarze Bereich ist homolog zur Plasmidsequenz, wahrend der griine
Bereich die Homologie der Primer zu der genomischen Sequenz von TPK2 zeigt. Die schwarzen Pfeile
im unteren Bild zeigen schematisch die Bindestellen der Primer fir die Verifikations-PCR.

Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden in heterozygote C. albicans-Stamme transformiert, in
denen nur noch ein Allel fir die jeweilige AGC-Kinase vorhanden ist. Die dafilir benétigten
Stamme Fll4a (TPK1/tpkl ura3/ura3) und CAS2 (Sch9/sch9 ura3/ura3) tragen eine
homozygote URA3-Mutation und standen bereits zur Verfligung (Bockmihl et al., 2001;
Setiadi, 2006). Der Stamm TPO7 (TPK2/tpk2 ura3/ura3) wurde von Sonneborn et al. (2000)
hergestellt, ist aber verloren gegangen. Daher wurde er aus dem Stamm TPK7 (TPK2/tpk2
URA3/ura3), der eine heterozygote URA3-Mutation tragt, mit Hilfe der 5-FOA-Selektion
(Abschnitt 2.2.6) neu konstruiert. URA3 ist in diesem Fall von hisG-Sequenzen umgeben. 5-
FOA wird durch das Genprodukt von URA3, die Orotidin-5'-phosphat-Decarboxylase, zu
einem toxischen Produkt gewandelt. Somit konnte der Selektionsmarker durch hisG-
vermittelte Exzision entfernt werden. Der Stamm wurde als AF1001/TPO7 (TPK2/tpk2
ura3/ura3) bezeichnet. Die Epitop-Markierung von Bcyl fand in dem Wildtypstamm CAIl4
statt. In diesen Stamm wurde auch das PCR-Produkt fiir die Epitop-Markierung von Tpkl
transformiert. Dies war fiir die weiter unten beschriebenen Funktionalitdtsanalysen

notwendig (Abschnitt 3.1.2).
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Nach der Transformation der PCR-Fragmente erfolgte eine Selektion auf SD-Medium. Durch
Kolonie-PCR wurde gepriift, ob die Fragmente erfolgreich integriert worden sind. Hierfiir
wurden ,forward” Primer TPKlver, TPK2ver, SCH9ver, BCYlver verwendet, die im ORF
stromaufwarts des Integrationsbereichs der 3xHA-URA3-Kassette hybridisieren, wahrend der
Lreverse” Primer (3 Test HA-tag) komplementar zur 3xHA-URA3-Sequenz ist. Bei einer

korrekten Integration in das Genom wurden daher Fragmente definierter Gré3e erwartet.

TPK1%

1 2 3

Abb. 3.2 Kolonie-PCR zur Verifikation
der HA-Epitop-Markierung von Tpk1.
Kolonie-PCR von zwei Stammen, die
das TPK1-3xHA-URA3-Fusionsgen
enthalten (Spuren 2 und 3). In Spur 1
wurde als Negativkontrolle der
Ausgangsstamm Fll4a fir die Kolonie-
PCR benutzt. Es wurden die Primer
TPKlver und 3° Test HA-tag
verwendet.

1kb —

500 bp —> — a61bp

Abb. 3.2 zeigt exemplarisch eine Verifikation der HA-Epitop-Markierung von Tpkl anhand
einer Kolonie-PCR von Transformanten des Stammes Fll4a. Durch den Einsatz der Primer
TPK1ver und 3 Test HA-tag wurde eine FragmentgroRe von 461 bp erwartet, welche in Spur
2 und 3 zu erkennen ist. Die erwarteten FragmentgroRen von Tpk2 (621 bp), Sch9 (689 bp)
und Bcyl (502 bp) konnten ebenfalls beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Durch diese
Vorgehensweise konnten Stamme konstruiert und verifiziert werden, die jeweils Tpk1, Tpk2,
Sch9 oder Bcyl mit einer HA-Markierung produzieren. Die Stamme und die jeweiligen

Genotypen sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.

Tab. 3.1: Genotypen der Stimme, in denen AGC-Kinasen mit einem HA-Epitop markiert wurden.

Stamm Genotyp
AF1003 |wie CAI4, aber TPK1"::URA3/TPK1

AF1004 |wie CAI4, aber TPK1"::URA3/tpk1::hisG
AF1005 |wie CAl4, aber TPK2"4::URA3/tpk2::hisG
AF1006  |wie CAl4, aber SCH9™::URA3/sch9::hisG
AF1007  |wie CAI4, aber BCY1™::URA3/BCY1
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3.1.1 Produktion der Epitop-markierten AGC-Kinasen

Um zu Uberprifen, ob die durch Kolonie-PCR verifizierten Stamme die Epitop-markierten

Proteine synthetisieren, wurde eine Immunoblot-Analyse durchgefiihrt (Abschnitt 2.7.4).
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Abb. 3.3: Immunoblot-Analyse der HA-Epitop-Markierung von Tpkl, Tpk2, Sch9 und Bcyl. Die
konstruierten Stamme AF1003, AF1004, AF1005, AF1006 (A) sowie AF1007 (B) wurden in YPD auf
eine ODgy von 0,2 inokuliert und bis zu einer ODgy von 0,6 - 0,8 bei 30 °C inkubiert. Es wurden
Rohextrakte hergestellt und jeweils 50 pg Protein auf ein 10 %iges SDS-Gel aufgetragen. Nach dem
Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte der Nachweis mit 1:1000 verdiinntem Primarantikorper
(Anti-HA, aus der Ratte) und dem 1:10000 verdiinnten Sekundarantikdrper (Anti-Ratte, Peroxidase-
konjugiert; Abschnitt 2.7.4). Als Negativkontrolle wurde jeweils in Spur 1 der Rohextrakt des
Stammes CAF2-1 (Wildtyp) aufgetragen. Tpkl wurde in CAI4 (Wildtyp) (Spur 2) und in Fll4a
(TPK1/tpk1) (Spur 3) mit einem HA-Epitop versehen.

Hierfir wurden die konstruierten Stamme in YPD-Medium angezogen, Rohextrakte aus
ihnen gewonnen und jeweils 50 pg der Rohextrakte auf einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran, wurde diese mit Anti-HA-
Primdrantikorper aus der Ratte und anschlieBend mit dem sekundaren, Peroxidase-
gekoppelten  Anti-Ratte-Antikérper inkubiert. Die Signale wurden mit dem

Chemilumineszenz-Substrat ,, SuperSignal® West Dura” (Pierce) nachgewiesen.

Abb. 3.3 zeigt klare Markerbanden fiir die HA-markierten Proteine Tpk1, Tpk2 und Bcyl auf
dem Immunoblot. Die Negativkontrolle (jeweils Spur 1) weist keine dieser Banden auf. Das

vorausgesagte Molekulargewicht der Proteine nach der Markierung mit dem HA-Epitop
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betragt fur Tpk1™ 50 kDa, fiir Tpk2™ 54 kDa, fir Sch9™ 92 kDa und 53 kDa fir Bey1™.
Demnach stimmen die errechneten GréBen nicht ganz mit dem Laufverhalten der Proteine
Tpk1™, Tpk2™ und Bcyl™ uberein, da alle ein groReres Molekulargewicht in dem
Immunoblot zeigen. Tpk1™ ist etwa 10 kDa groRer als errechnet, Tpk2"™ ungefihr 5 kDa und
chlHA ist ca. 15 kDa grofRer. Im Falle von Sch9 wurde eine Doppel- bzw- Dreifachbande
beobachtet. Da jedoch alle Proteine eine klar abgegrenzte und spezifische Bande erzeugen
und die Negativkontrolle gar keine Banden zeigt, war die Markierung der Proteine
erfolgreich. Die Laufunterschiede konnen auf eventuelle Proteinmodifikationen oder
Besonderheiten der Proteinstruktur der AGC-Kinasen zurlickgefiihrt werden. Die Stamme
wurden als AF1003 (TPK1-HA-URA3/TPK1), AF1004 (TPK1-HA-URA3/tpk1), AF1005 (TPK2-HA-
URA3/tpk2), AF1006 (SCH9-HA-URA3/sch9) und AF1007 (BCY1-HA-URA3/BCY1) bezeichnet.

3.1.2 Funktionalitdtsanalysen der Epitop-markierten Proteine

Nachdem nachgewiesen worden war, dass die Stamme AF1003, AF1004, AF1005, AF1006
und AF1007 AGC-Kinasen fusioniert an das HA-Epitop produzieren, musste getestet werden,

ob die Funktionalitat der Proteine noch gegeben war.

e Funktionalititsanalyse von Tpk1™ und Tpk2"

Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dass die Deletion der PKA-Isoformen Tpkl und Tpk2 die
Hyphenbildung blockiert. So zeigt die heterozygote (TPK1/tpkl) sowie die homozygote
(tpk1/tpk1) tpkl-Mutante einen Verlust der Hyphenbildung (Bockmuhl et al., 2001). Im
Gegensatz dazu ist die heterozygote tpk2-Mutante noch fahig, Hyphen zu bilden, wahrend
ein Verlust der Hyphenbildung bei einer homozygoten tpk2-Mutante zu beobachten ist
(Sonneborn et al., 2000). Die Funktionalitit von Tpk1™ und Tpk2"* konnte somit anhand der
Hyphenbildung getestet werden, indem Vereinzelungsausstriche der konstruierten Stamme
AF1003 (TPK1-HA-URA3/TPK1), AF1004 (TPK1-HA-URA3/tpkl) und AF1005 (TPK2-HA-
URA3/tpk2) auf Hypheninduktionsmedium (Spider-Agar) fir 3 Tage bei 37 °C inkubiert
wurden. Die Hyphenbildung der Stamme wurde mit dem Wildtypstamm und den hetero-

sowie den homozygoten tpkl1- bzw. tpk2-Mutanten verglichen.
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Abb. 3.4: Funktionalititstest von Tpk1"® und Tpk2"*. Die zu testenden Stimme CAF2-1 (WT), II
(TPK1/tpk1), TPK7 (TPK2/tpk2), TPO7.4 (tpk2/tpk2), AF1003 (TPK1™/TPK1), AF1004 (TPK1™/tpk1)
und AF1005 (TPK2™/tpk2) wurden auf Hypheninduktionsmedium (Spider-Agar) ausgestrichen. Nach
3 Tagen bei 37 °C wurde die Hyphenbildung der Einzelkolonien liberprift.

Abb. 3.4 zeigt, dass der Wildtypstamm CAF2-1 in der Lage ist, Hyphen zu bilden. Die Deletion
eines Allels von TPK2 fiihrt zu keinem Verlust des Phanotyps. Erst bei vollstandiger
Disruption des Gens konnten die Kolonien keine Hyphen mehr aushilden. Im Gegensatz dazu
war bereits die heterozygote tpkl-Mutante (Stamm |1l) nicht mehr in Lage Hyphen
auszubilden.

Wurde Tpkl in einem heterozygoten Hintergrundstamm mit einem HA-Epitop markiert
(TPK1™/tpk1), bildete dieser Stamm (AF1004) keine Hyphen (Abb. 3.4). Da unklar war, ob
der Verlust der Hyphenbildung durch das Fehlen eines Allels von TPK1 oder durch die HA-
Epitop-Markierung zu Stande kam, wurde auch Stamm AF1003 untersucht, in dem Tpkl mit
einem HA-Epitop im Wildtypstamm CAI4 versehen wurde (TPK1™/TPK1). Dieser Stamm
konnte wie der Wildtyp Hyphen bilden, was die Funktionalitat der Tpkl1-HA-Fusion beweist.
Ebenso ist das Tpk2-HA-Fusionsprotein funktionell, da der Stamm AF1005 (TPK2"/tpk2) in

der Lage ist Hyphen auszubilden.
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e Funktionalititsanalyse von Bcy1™

Das Bcyl-Protein ist die regulatorische Untereinheit der PKA. In Stamm AF1007
(BCY1™/BCY1) ist dieses Protein mit einem HA-Epitop markiert. Hetero- und homozygote
bcyl-Mutanten zeigen einen Vitalitatsverlust nach einem zweistiindigen Hitzeschock bei 50
°C (Giacometti et al., 2009). Um die Funktionalitdt des HA-markierten Bcyl-Proteins in
Stamm AF1007 zu Uberprifen, wurden die zu testenden Stamme auf einer YPD-Platte
ausgestrichen, flir zwei Stunden bei 50 °C und anschlieRend bei 30 °C inkubiert. Zum
Vergleich wurde dieser Wachstumsversuch ohne Hitzeschock durchgefiihrt. Das Wachstum

der Stamme wurde nach zwei Tagen kontrolliert (Abb. 3.5)

Kontrollplatte Hitzeschockplatte

Abb. 3.5: Funktionalititstest von Bcyl™. Die zu untersuchenden Stimme wurden in folgender
Reihenfolge auf 2 YPD-Platten ausgestrichen: 1. CAF2-1 (WT), 2. CAI4* (WT), 3. AF1007
(BCY1™/BCY1), 4. LGO82* (tpk2/tpk2 bcyl/bcyl), 5. TPO7.4 (tpk2/tpk2) und 6. AS1* (tpk2/tpk2). Die
Kontrollplatte wurde direkt bei 30 °C inkubiert; die Hitzeschockplatte hingegen wurde vorher fiir 2
Stunden auf 50 °C gehalten und dann ebenfalls bei 30 °C inkubiert. Nach 2 Tagen wurde das
Wachstum der Stdmme beobachtet. * = Stimme mit ura3/ura3-Genotyp.

Der Wildtypstamm CAF2-1 Gberlebt einen zweistlindigen Hitzeschock (Abb. 3.5; Stamm 1) im
Gegensatz zu einer homozygoten tpk2 bcyl - Doppelmutante (Abb. 3.5; Stamm 4). Nur eine
gleichzeitige Deletion beider Gene (TPK2 und BCY1) fihrt zu diesem Phanotypen, da eine
homozygote tpk2-Mutante (Stamm 5) fahig ist, einen Hitzeschock zu Uberstehen. Die
Funktion von chl"|A in AF1007 (BCY1™/BCY1, Stamm 3) ist gegeben, da dieser Stamm den
Hitzeschock Uberlebte. Bei einem Funktionalitatsverlust ware ein Wachstumsdefekt nach
einem Hitzeschock zu beobachten, da bereits eine heterozygote bcyl-Mutante nicht in der

Lage ist, einen Hitzeschock zu Uberstehen (Giacometti et al., 2009).
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e Funktionalititsanalyse von Sch9'*

Um die Funktionalitdit des Epitop-markierten Sch9-Proteins zu testen wurde die
Hyphenbildung der Stamme unter speziellen Hypheninduktionsbedingungen beobachtet. In
friiheren Arbeiten wurde festgestellt, dass eine homozygote sch9-Mutante unter
hypoxischen Bedingungen (0,2 % O;), erhohten CO,-Konzentrationen (6 %) und 25 °C auf
YPS-Agar einen hyperfilamentdsen Phanotypen zeigt (Stichternoth, 2009). Weiterhin
beobachtete Stichternoth (2009), dass die sch9-Mutante im Vergleich zum Wildtyp eine
verringerte KoloniegroRe aufweist. KoloniegroRe und Hyphenbildung des Wildtyps, der
hetero- und homozygoten sch9-Mutanten sowie des neu konstruierten Stammes AF1006
(Sch9™/sch9) wurden untersucht. Die Stimme wurden auf YPS-Agar vereinzelt und fir 3

Tage unter hypoxischen Bedingungen (0,2 % O,) und 6 % CO, bei 25 °C inkubiert.

Abb. 3.6: Funktionalititstest von Sch9"*. Die zu testenden Stimme CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9/sch9),
CAS1 (SCH9/sch9) und AF1006 (SCH9™/sch9) wurden auf YPS-Platten ausgestrichen. Die Platten
wurden 3 Tage bei 0,2 % O,, 6 % CO, und 25 °C inkubiert.

In Abb. 3.6 ist zu erkennen, dass der Wildtypstamm CAF2-1 unter Hypoxie (0,2 % O,) und
erhohtem CO,-Level bei 25 °C nur wenige Hyphen ausbildet. Die homozygote sch9-Mutante
CCS3 (sch9/sch9) zeigt dagegen den beschriebenen hyperfilamentésen Phanotypen
(Stichternoth, 2009) und die Kolonien der sch9-Mutante sind im Vergleich zum
Wildtypstamm kleiner. Bei der heterozygoten sch9-Mutante kommt es zwar auch zur
verstarkten Ausbildung von Hyphen, ihre KoloniegréRe dhnelt aber dem Wildtypstamm. Da
der Stamm AF1006 (Sch9™/sch9) denselben Phinotypen wie die heterozygote sch9-Mutante
(CAS1) zeigt, kann von der Funktionalitdt des HA-markierten Sch9-Proteins ausgegangen
werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die C-terminale Fusion von HA-Epitopen an die

untersuchten AGC-Kinasen die Funktionalitdt der Proteine nicht beeintrachtigt.
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3.2 Zelluldre Lokalisation der AGC-Kinasen

Die zelluldre Lokalisation von AGC-Kinasen in Pilzen ist sehr unterschiedlich. Wahrend die
PKA beispielsweise in S. cerevisiae im Nukleus zu finden ist, ist sie in der Spalthefe
Schizosaccharomyces pombe im Cytoplasma lokalisiert (Griffioen et al., 2000; Matsuo et al.,
2008). Sch9 aus S. cerevisiae ist an der vakuoldaren Membran lokalisiert, hat aber auch eine
Funktion im Zellkern, da das Protein Chromatin-assoziiert ist (Jorgensen et al., 2004; Pascual-
Ahuir und Proft, 2007).

Die zelluldre Lokalisation der HA-Epitop-markierten AGC-Kinasen wurde durch
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Stamme CAF2-1, AF1004 (TpleA), AF1005 (TkaHA),
AF1006 (Sch9™) und AF1007 (Bcyl™) wurden dazu unter Hefewachstums- sowie
Hypheninduktionsbedingungen angezogen. Unter Hefewachstumsbedingungen wurden die
Zellen in YPD-Medium bei 30 °C bis zu einer ODggp von 1 inkubiert. Fir die Induktion von
Hyphen wurde zunachst YP-Medium bei 37 °C vortemperiert und auf eine ODgy von 0,2
inokuliert. Die Hypheninduktion erfolgte anschlieffend durch die Zugabe von Pferdeserum
(Endkonzentration 10 %) und Inkubation bei 37 °C fiir 30 min. Diese Wachstumsbedingungen
wurden auch in spateren Analysen (Abschnitt 3.3) verwendet.

Die Zellen wurden auf Objekttragern fixiert und die Proteine mit Anti-HA-Primarantikorper
aus der Ratte und anschlieBend mit dem sekundaren, FITC-gekoppelten Anti-Ratte-
Antikorper inkubiert. Vor der Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellkerne mit DAPI gefarbt
und die Praparate mit ,Antifade” behandelt, um einen Verlust der Fluoreszenz
(,,Photobleichung”) zu verhindern. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.7 dargestellt.

Das Wachstum von C. albicans in der Hefeform flihrte zu einer gleichmassigen Verteilung
von Tpkl, Sch9 und Bcyl in der Zelle. Tpk2 zeigte einige Akkumulationen am Rande der
Zellkernhille (gelbe Punkte). Bei Induktion des Hyphenwachstums schienen die Kinasen
Tpk1, Tpk2 und Sch9 nicht nur im Zytoplasma, sondern auch an der Zytoplasmamembran
lokalisiert zu sein. Bcyl blieb jedoch weiterhin grofStenteils im Zytoplasma. Daher sind die
untersuchten AGC-Kinasen unter allen Wachstumsbedingungen gréRtenteils im Zytoplasma

der Zelle lokalisiert, ein kleiner Anteil der Proteine kdonnte sich aber im Zellkern befinden.
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Abb. 3.7: Immunfluoreszenz von Tpkl, Tpk2, Sch9 und Bcyl. Gezeigt sind die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie der Stamme CAF2-1, AF1004 (Tpk1l
AF1005 (Tpk2™), AF1006 (Sch9™) und AF1007 (Bcy1l™) unter Hefewachstums- (A) und Hypheninduktionsbedingungen (B). Die Detektion erfolgte mit einem
primaren Anti-HA-Antikorper (aus der Ratte) und einem FITC-gekoppelten Sekundarantikorper (Anti-Ratte). Das DAPI-Signal ist in rot, das FITC-Signal in griin
dargestellt. Merge = Uberlappung der Signale.
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3.3 Chromosomale Lokalisation der AGC-Kinasen

PKA-Isoformen sind bei S. cerevisiae teilweise in der Nahe ihrer Zielgene im Genom
lokalisiert (Pokholok et al., 2006). Daher sollte in diesem Teil der Arbeit nach genomischen
Binderegionen der PKA-Isoformen Tpkl, Tpk2 und ihrer regulatorischen Untereinheit Bcyl
sowie nach genomischen Binderegionen fiir die B-Typ Kinase Sch9 gesucht werden. Hierbei
wurde die Chromatinimmunprazipitation (ChlIP)-chip-Methode verwendet, durch die in
friheren Arbeiten bereits Bindestellen flir den Transkriptionsfaktor Efgl auf dem gesamten
Genom von C. albicans identifiziert werden konnten (Lassak et al.,, 2011). Efgl bindet unter
Hefewachstumsbedingungen an seinen eigenen Promotor, 30 min nach Hypheninduktion
dissoziiert das Protein vom Promotorbereich. Da vermutet wird, dass die Proteinkinase A-
Isoformen Tpkl und Tpk2 die Hyphenmorphogenese durch Phosphorylierung von Efgl
aktivieren, ist es moglich, dass die Kinasen in der Ndhe des EFG1-Promotors binden, um eine

schnelle Phosphorylierung von Efgl zu erméglichen.

3.3.1 ChIP-chip-Analysen zur Bindung der PKA unter Hefewachstumsbedingungen

Fiir die ChIP-chip-Analyse der PKA-Isoformen unter Hefewachstumsbedingungen wurden die
konstruierten Stamme AF1004 und AF1005 verwendet, die HA-markiertes Tpkl bzw. Tpk2
produzieren. Die Stamme |l (TPK1/tpk1) bzw. TPK7 (TPK2/tpk2) wurden jeweils als Kontrollen
parallel angezogen und synthetisieren die unmarkierten Proteine. Alle Stamme wurden in
YPD-Medium bei 30 °C bis zu einer ODgyo von 1 inkubiert. Zur Fixierung der Protein-DNA- und
Protein-Protein-Verbindungen wurde Formaldehyd verwendet. Die
Chromatinimmunprazipitation (ChIP) wurde wie in Abschnitt 2.7.5 erwdhnt durchgefiihrt. Es
wurden jeweils zwei biologische Replikate angefertigt. Die angereicherten
Chromatinfragmente wurden von der Firma Source BioScience (Berlin) fluoreszenzmarkiert,
wobei die DNA der Kontrollstimme mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3 und die DNA der HA-
markierten Stamme mit Cy5 markiert wurde. AnschlieRend erfolgte die Kohybridisierung auf
einem ,,Whole Genome Tiling Array” (NimbleGen). Auf diesem Array befinden sich insgesamt
381308 Oligonukleotidsequenzen, die das gesamte Genom von C. albicans abdecken. Die
Sequenzlange betrug durchschnittlich 58 bp, wobei der Abstand zwischen den Nukleotiden
im Mittel bei 36 bp lag und es zu einer Uberlappung der benachbarten

Oligonukleotidsequenzen kommt.
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Fiir jedes Oligonukleotid des Arrays entstand ein Hybridisierungssignal, welches das
Verhaltnis von Immunprazipitat (IP)-Probe zu Kontroll-Probe darstellt und als ,log,-ratio”
bezeichnet wird. Um die grundsatzliche Differenz der Farbstoffintensitat auszugleichen
wurde ein ,bi-weight-Mittelwert” aus allen log,-ratios des Arrays ermittelt. Indem dieser
Wert von jedem log,-ratio-Wert abgezogen wurde, entstanden die ,scaled log,-ratios”. Diese
Signale wurden mit dem Programm SignalMap (Version 1.9) visualisiert. Uberschritten
innerhalb eines 500 bp-Fensters vier der Signale einen Schwellenwert (,,cutoff-value®), galt
dieser Bereich als Binderegion des untersuchten Proteins. Diese Regionen wurden als
farblich kodierte Peaks dargestellt, deren Wert (,,score”) als log,-ratio des vierthéchsten
Signals definiert ist. Die Kodierung beruht auf den FDR (false discovery rate)-Werten der
Peaks, wodurch Aussagen Uber die Signifikanz der Binderegion gemacht werden kdnnen. Je
kleiner der FDR-Wert ist, desto wahrscheinlicher ist eine Bindung in dem Bereich des Peaks.
Rote Peaks stellen eine signifikante Binderegion dar, da sie einen kleinen FDR-Wert (< 0,05)
besitzen. Die FDR-Werte von orangenen (FDR <£0,1) und gelben (FDR 0,1 - 0,2) Peaks deuten
auf weniger signifikante Bindestellen hin. Hat ein Peak einen FDR-Wert von > 0,2 stellt er
eine unwahrscheinliche Binderegionen dar und wird grau gekennzeichnet. Bei der Analyse
der Daten wurde der Fokus lediglich auf die roten Peaks gelegt, wobei nur die Binderegionen

ausgewertet wurden, die in beiden Replikaten tGbereinstimmten bzw. tiberlappten.
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Abb. 3.8: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Tpk1 unter Hefewachstumsbedingungen.
Exemplarisch ist das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Der Stamm AF1004 (TPK1™/tpk1) und der
Kontrollstamm Il (TPK1/tpk1) wurden in jeweils 50 ml YPD angezogen und bis zu einer ODggo von 1 bei
30 °C inkubiert. Nach der Fixierung der Zellen mit Formaldehyd wurde das Chromatin durch
Sonifikation fragmentiert. Durch Verwendung von Anti-HA-Antikorpern (aus der Ratte; Roche)
wurden die Proben immunprazipitiert. Nach Vervielfaltigung der Chromatinfragmente wurden die
Proben mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 markiert und gemeinsam auf einem ,Whole
Genome Tiling Array” (NimbleGen) hybridisiert. Die Fluoreszenzsignale wurden fir jedes
Oligonukleotid ermittelt und mit der Hintergrundfluoreszenz abgeglichen. Letztere konnte mit Hilfe
des Kontrollstamms (ll) gemessen werden. Signale sind als Peaks dargestellt und zeigen
Binderegionen des untersuchten Proteins. Die Peaks wurden farblich kodiert und definieren die
Signifikanz der Binderegion. Rote Peaks stellen wahrscheinliche Binderegionen dar, orangene und
gelbe Peaks hingegen zeigen weniger wahrscheinliche Binderegionen. Graue Peaks stehen fir
unwahrscheinliche Binderegionen. Zu sehen sind die Binderegionen von Tpkl auf allen acht
Chromosomen von C. albicans.
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Abb. 3.9: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Tpk2 unter Hefewachstumsbedingungen.
Exemplarisch ist das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Der Stamm AF1005 (TPK2™/tpk2) und der
Kontrollstamm TPK7 (TPK2/tpk2) wurden in jeweils 50 ml YPD angezogen und bis zu einer ODgy von
1 bei 30 °C inkubiert. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte wie in Abb. 3.8 beschrieben. Zu
sehen sind die Binderegionen von Tpk2 auf allen acht Chromosomen von C. albicans.
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Aus Abb. 3.8 wird deutlich, dass es moglich war, genomweite Bindestellen fir Tpk1 auf allen
acht Chromosomen von C. albicans zu identifizieren. Hierbei fiel jedoch auf, dass viele
insignifikante, graue Peaks vorhanden waren. Weiterhin scheint Tpkl keine
Hauptzielregionen im Genom von C. albicans zu haben, da die Peaks gleichmaRig verteilt sind
und nur an wenigen Stellen akkumulieren. Bei der Auswertung der beiden unabhdngigen
Replikate konnten lediglich 24 reproduzierbare Binderegionen ermittelt werden (siehe
Anhang, Tabelle 9.1).

Bei der Analyse des Datensatzes von Tpk2 kam es im Gegensatz zu Tpk1 zu vielen distinkten,
roten Peaks, die Gber das gesamte Genom verteilt sind (Abb. 3.9). Auffallig ist, dass an jedem
Chromosom Binderegionen an den Telomeren erscheinen. Dies war auch teilweise bei Tpkl
zu sehen, jedoch scheinen diese Regionen eher signifikante Binderegionen von Tpk2 zu sein.
Insgesamt konnten bei der Auswertung der Replikate 211 Bindestellen fiir Tpk2 im Genom

von C. albicans identifiziert werden (siehe Anhang, Tabelle 9.2).
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Bei C. albicans besteht das PKA-Holoenzym aus einer katalytischen (Tpkl oder Tpk2) sowie
einer regulatorischen Untereinheit (Bcyl). Daher wurde auch fir Bcyl eine ChIP-chip-
Analyse durchgefiihrt (siehe Anhang, Abb. 9.1). In zwei biologischen Replikaten konnten fiir
das Protein dadurch 83 reproduzierbare Bindestellen identifiziert werden (siehe Anhang,

Tabelle 9.3).

3.3.1.1 Genomweite Zielsequenzen von Tpk1, Tpk2 und der regulatorischen Untereinheit
Bcyl
Nachdem die Binderegionen der jeweiligen Replikate analysiert worden waren, wurden nun
unter Zuhilfenahme der Candida-Genom-Datenbank (CGD; www.candidagenome.org) die
potentiellen Zielgene der PKA-Isoformen ermittelt. Es wurde gepriift, welche ORFs sich in der
Nahe bzw. innerhalb der Binderegionen befinden, wobei auf die Orientierung der Gene
geachtet wurde. Mit wenigen Ausnahmen wurden die Zielgene wie folgt bestimmt: War eine
Binderegion innerhalb eines ORFs zu finden oder lag die Binderegion im 5’-Bereich eines
ORFs, wurde dieser ORF als potentielles Zielgen definiert. Waren mehreren ORFs innerhalb
einer Binderegion lokalisiert, wurden alle ORFs als potentielle Zielgene gesehen. Falls eine
Binderegion zwischen zwei divergent orientierten Genen lag, wurden beide Gene als
Zielgene angesehen. So konnten aus den 24 Binderegionen fiir Tpkl aus der ChIP-chip-
Analyse 42 mogliche Zielgene ermittelt werden (siehe Anhang, Tabelle 9.1). Im Falle von
Tpk2 ergaben sich 291 potentielle Zielgene durch die 211 Binderegionen (siehe Anhang,
Tabelle 9.2) Die ChIP-chip-Analyse von Bcy1 ergab 125 Zielgene aus 83 Binderegionen (siehe
Anhang, Tabelle 9.3). Die Korrelation der potentiellen Zielgene der Kinasen wurde in einem
Venn-Diagramm dargestellt. In Abb. 3.10 sind die Schnittmengen der Gene dargestellt, die
von Tpk1, Tpk2 und Bcyl gebunden werden. Tpkl, Tpk2 und Bcyl haben drei gemeinsame
Zielgene, welche noch nicht charakterisiert wurden und an einer Stelle auf Chromosom 1
(Chr1) lokalisiert sind (Telomer). 17 der 42 Zielgene von Tpk1 sind ebenfalls Zielgene von
Tpk2, wobei viele dieser ORFs ebenfalls noch nicht charakterisiert sind. Das gemeinsame
Zielgen DAL1 kodiert beispielsweise flr eine mogliche Allantoinase, dessen Transkription von
Nrgl und Migl reguliert wird (Murad et al., 2001b). BNR1 kodiert fiir ein Formin, welches
wahrscheinlich die Polaritat des Zytoskeletts von Hyphen steuert (Li et al., 2005). Tpk2 und

Bcyl teilen 11 gemeinsame Zielgene. Ein gemeinsames Zielgen ist ZCF31, welches flr einen
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Transkriptionsfaktor kodiert. Dessen Rolle in der Adharenz von C. albicans wurde erst

kiirzlich gezeigt (Finkel et al., 2012).

Tpkl Tpk2

Hefe Hefe
BNR1 ﬁ
DAL1 ORF19.7261
MI512 ORF19.7263
TAR1 ORF19.7264
+10 ORFs _
ORF19.7106
ZCF31
Beyl RPP2B
+60RFs
Hefe

Abb. 3.10: Gemeinsame Zielgene von Tpkl, Tpk2 und Bcyl unter Hefewachstumsbedingungen.
Anhand der ChIP-chip-Analyse wurden Zielgene von Tpk1, Tpk2 und Bcyl ermittelt und tGberlappende
Gene identifiziert.

3.3.1.2 Bindung von Tpk2 an den EFG1-ORF

Durch ChIP-chip-Analysen konnte bereits gezeigt werden, dass das Efgl-Protein unter
Hefewachstumsbedingungen an seinen eigenen Promotor bindet. Die Bindung des Proteins
erfolgt an mehrere Regionen, wobei es zwei Hauptbinderegionen gibt. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Efgl-Bindung keinen Einfluss auf die Aktivitdt des Promotors hat
(Lassak et al., 2011). Da Efgl durch Tpkl und Tpk2 reguliert wird, wurde angenommen, dass

diese Kinasen ebenfalls am EFG1-Locus lokalisiert sind.

Promotor und ORF von EFG1 sind auf Chromosom R (ChrR) lokalisiert (Abb. 3.11). Es konnte
keine Bindung von Tpkl oder Tpk2 innerhalb des Promotorbereiches von EFG1 beobachtet
werden, jedoch kam es innerhalb des ORFs von EFG1 zu einer Bindung von Tpk2, welche in
beiden Replikaten zu sehen ist (Abb. 3.11 B). Da in diesem Bereich rote Peaks dargestellt
werden, handelt sich hierbei um eine signifikante Bindestelle von Tpk2. Fiir Tpk1 wurde auch
ein signifikanter Peak in der ORF-Region von EFG1 angezeigt, dieser wurde aber nur in einem

der Replikate beobachtet.
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Abb. 3.11: Bindung von Tpkl und Tpk2 an EFG1 unter Hefewachstumsbedingungen. Die
experimentelle Durchfiihrung erfolgte wie in Abb. 3.8 beschrieben. Im oberen Abschnitt ist der
genomische Bereich von Chromosom R, auf welchem EFG1 lokalisiert ist, abgebildet. Die Positionen
von tRNA-Gly und dem ORF von EFG1 sind durch Pfeile dargestellt. Die Pfeilrichtungen geben die
ORF-Orientierung an. Der Promotor-Bereich ist hellgriin unterlegt und zeigt die zwei
Hauptzielsequenzen des Efgl-Proteins unter Hefewachstumsbedingungen (Lassak et al.,, 2011). Die
»scaled log,-ratios” sowie die farblich kodierten Peaks der Replikate (1 und 2) der ChIP-chip-Analyse
von Tpkl (A) und Tpk2 (B) sind im unteren Abschnitt abgebildet.

Peaks
Peaks

3.3.1.3 Identifizierung von PKA-Konsensus-Bindesequenzen unter
Hefewachstumsbedingungen

Die ChIP-chip-Methode ermoglicht es, Binderegionen eines Zielproteins zu identifizieren.
Dabei werden aber direkte sowie indirekte Bindesequenzen ermittelt, da durch die
Behandlung mit Formaldehyd nicht nur die Protein-DNA-, sondern auch Protein-Protein-
Interaktionen fixiert werden. So kdonnten die ermittelten Zielgene eigentlich Zielgene von
beispielsweise Transkriptionsfaktoren sein, die mit den Kinasen assoziiert sind. Fir die
Analyse von gemeinsamen Bindesequenzen wurde das Programm ,RSAT dyad-analysis
(spaced pairs)”“ (http://rsat.ulb.ac.be/; van Helden et al., 2000) genutzt. Hiermit wird ein
Motiv in Form von ,dyads” innerhalb der eingegebenen DNA-Sequenzen ermittelt. Ein
»dyad“ ist eine Monade (Einheit) von ein bis drei Nukleotiden, welche liberreprasentiert ist
und durch eine variierende Anzahl von Basen (,,spaced pairs“) getrennt sein kann (Thomas-
Chollier et al., 2008). Durch Konvertierung der dyads zu Nukleotidverteilungs-Matrizen
(count matrices bzw. PSSM (position-specific scoring matrices)) werden Konsensus-

Bindesequenzen dargestellt. Bei der Analyse zur Ermittlung einer Bindesequenz wurde nach
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Monaden aus drei Nukleotiden gesucht, die durch 0 bis 20 Nukleotide voneinander getrennt
sein konnen. Weiterhin beinhaltete die Suche ,direct repeats” (Wiederholung desselben
Trinukleotid-Sets) und ,inverted repeats” (Wiederholung des Trinukleotid-Sets oder dessen
Komplementarsequenz).

Die Analysen aus den 24 ermittelten Binderegionen von Tpkl und den 211 Binderegionen
von Tpk2 unter Hefewachstumsbedingungen ergaben Konsensus-Bindesequenzen der PKA-

Isoformen unter Hefewachstumsbedingungen (Abb. 3.12).

A. B.
Rang Sequenz E-value p-value Rang Sequenz E-value p-value
1 accn{0}acc 1.5e-08 3.4e-13 1 accn{O}acc 6.7e-88 1.5e-92
2 aagn{4}aga 1.3e-06 3.0e-11 2 cacn{O}cac 1.3e-86 2.9e-91
3 cagn{3}cag 5.0e-05 1.1e-09 3 agcn{0}agc 1.7e-82 3.8e-87
4 gaan{3}gaa 1.3e-04 3.0e-09 4 cagn{3}cag 7.7e-78 1.8e-82
5 tcan{O}aca 2.0e-04 4.5e-09 5 cagn{O}cag 5.1e-75 1.2e-79
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Abb. 3.12: Identifizierung von PKA-Bindemotiven unter Hefewachstumsbedingungen. Mit Hilfe des
Programms ,,RSAT dyad-analysis (spaced pairs)“ (van Helden et al., 2000) wurden PKA-Bindemotive
aus den 24 Tpkl- (A) und 211 Tpk2-Bindesequenzen (B) der ChIP-chip-Analyse ermittelt. Es wurde
nach lberreprasentierten Monaden (Einheiten) von drei Nukleotiden gesucht (,,dyads®), die von 0 bis
20 Nukleotiden (,spaced pairs”) getrennt aufgefunden werden kénnen. Abgebildet ist jeweils die
tabellarische Rangfolge der ermittelten Uberreprasentierten ,dyads” und der jeweilige E- bzw. p-
value. Die davon abgeleiteten Nukleotidverteilungs-Matrizen sind darunter abgebildet und stellen
mogliche Bindemotive der PKA dar.

Besonders signifikante Werte ergaben sich bei der Analyse der Binderegionen von Tpk2. Bei
der Analyse der PKA-Bindemotive fiel aulerdem auf, dass sich die Bindemotive von Tpkl und
Tpk2 dhneln und alle sehr AG- und AC-reich sind. Dies konnten Lassak et al. (2011) auch fir

die Bindesequenzen des Transkriptionsfaktor Efgl beobachten.
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3.3.2 ChlIP-chip-Analysen zur Bindung der PKA-Isoformen unter
Hypheninduktionsbedingungen
Durch die ChIP-chip-Analyse konnten Binderegionen der PKA-Isoformen unter
Hefewachstumsbedingungen identifiziert werden. Zusatzlich sollte in dieser Arbeit auch
analysiert werden, ob sich die Binderegionen unter Hypheninduktionsbedingungen
verandern. Fir diesen Zweck wurden erneut die Stimme AF1004 (TPK1™/tpk1) und AF1005
(TPK2™/tpk2) sowie die jeweiligen Kontrollstimme Il (TPK1/tpk1) und TPK7 (TPK2/tpk2)
verwendet. Fir das Experiment wurden 250 ml YP-Medium auf 37 °C vortemperiert und auf
eine ODgypy von 0,2 inokuliert. Die Hypheninduktion erfolgte mit Pferdeserum
(Endkonzentration 10 %), wobei die Kulturen bei 37 °C inkubiert wurden. Nach 30 min
wurden die DNA-Protein- bzw. die Protein-Protein-Verbindungen mit Formaldehyd fixiert.
Die weiteren Schritte waren identisch mit denen unter Hefewachstumsbedingungen

(Abschnitt 3.3.1). Es wurden jeweils 2 biologische Replikate angefertigt.
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Abb. 3.13: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Tpk1l 30 min nach Hypheninduktion.
Exemplarisch ist das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Der Stamm AF1004 (TPK1™/tpk1) und der
Kontrollstamm Il (TPK1/tpk1) wurden in jeweils 250 ml YP-Medium mit 10 % Pferdeserum bei 37 °C
fir 30 min inkubiert. Die nachsten Schritte des Experiments wurden wie unter
Hefewachstumsbedingungen durchgefiihrt (Abb. 3.8). Zu sehen sind die Binderegionen von Tpk1 auf
allen acht Chromosomen von C. albicans. Die Position von EFG1 auf Chromosom R ist rot markiert.
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Abb. 3.14: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Tpk2 30 min nach Hypheninduktion.
Exemplarisch ist das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Der Stamm AF1005 (TPK2™/tpk2) und der
Kontrollstamm TPK7 (TPK2/tpk2) wurden in jeweils 250 ml YP-Medium mit 10 % Pferdeserum bei
37 °C fur 30 min inkubiert. Die nachsten Schritte des Experiments wurden wie unter
Hefewachstumsbedingungen durchgefiihrt (Abb. 3.8). Zu sehen sind die Binderegionen von Tpk2 auf
allen acht Chromosomen von C. albicans.
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In Abb. 3.13 ist zu erkennen, dass 30 min nach Induktion der Hyphenbildung Binderegionen
von Tpk1 identifiziert werden konnten. Die roten Peaks, welche die Hauptbinderegionen von
Tpkl darstellen, sind distinkter, als die unter Hefewachstumsbedingungen. Insgesamt
konnten 38 signifikante Binderegionen ermittelt werden. Bei ndherer Betrachtung ist zu
erkennen, dass der Bereich von EFG1 eine der Hauptbinderegionen von Tpk1 ist (scaled log,-
ratio: 3,6).

Ebenfalls konnten fir die PKA-lsoform Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen 216
Binderegionen definiert werden. In Abb. 3.14 ist dabei zu erkennen, dass die Binderegionen
auf allen Chromosomen zu finden sind. Im Gegensatz zu Tpkl scheint Tpk2 aber unter

Hypheninduktionsbedingungen keine Hauptbinderegionen zu besitzen.
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3.3.2.1 Genomweite Zielsequenzen von Tpkl und Tpk2

Wie in Abschnitt 3.3.1.1 beschrieben, wurden die Binderegionen von Tpkl und Tpk2 unter
Hypheninduktionsbedingungen analysiert und mit Hilfe der Candida-Genom-Datenbank
mogliche Zielgene identifiziert. Fiir die 38 Binderegionen von Tpkl konnten 67 Zielgene
gefunden werden, wahrend Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen 340 Zielgene besitzt.
Tabelle 3.2 zeigt vergleichend die Anzahl der Binderegionen und Zielgene von Tpkl, Tpk2

und Bcy1 unter den verschiedenen Wachstumsbedingungen.

Tab. 3.2: Binderegionen und Zielgene der PKA unter verschiedenen Bedingungen.

Protein | Wachstumsbedingung | Binderegionen Gene
Tpk1™ Hefeform 24 42
Tpk1™ Hypheninduktion 38 67
Tpk2™ Hefeform 211 291
Tpk2™ Hypheninduktion 216 340
Bcy1™ Hefeform 83 125

Abgebildet sind die Ergebnisse der ChiIP-chip-Analyse unter Hefewachstums- und
Hypheninduktionsbedingungen.

Die Zielgene von Tpkl und Tpk2 30 min nach Induktion der Hyphenbildung wurden

verglichen und die Schnittmengen in einem Venn-Diagramm abgebildet (Abb. 3.15).

Tpkl Tpk2
Hyphe | Hyphe

BGLZ
HGC1
IRO1
MPTS
+20RFs

Abb. 3.15: Gemeinsame Zielgene von Tpkl und Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen. Anhand
der ChIP-chip-Analyse wurden Zielgene von Tpkl und Tpk2 ermittelt und Uberlappende Gene
identifiziert.
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Wie unter Hefewachstumsbedingungen konnten auch 30 min nach Hypheninduktion
gemeinsame Zielgene von Tpkl und Tpk2 gefunden werden. Beide Isoformen binden
beispielsweise im intergenischen Bereich der divergent orientierten ORFs von HGC1 und
ORF19.6027. HGC1 kodiert flr ein hyphenspezifisches G1 Zyklin-ahnliches Protein, welches
Einfluss auf die Hyphenmorphogenese hat (Zheng et al., 2004), wahrend ORF19.6027 einen
nicht charakterisierten ORF darstellt.

Der Vergleich der Zielgene von Tpkl in der Hefe- und Hyphenform zeigt, dass das Protein
unter Hypheninduktionsbedingungen ganzlich andere Binderegionen als unter
Hefewachstumsbedingungen aufweist. Im Gegensatz dazu konnten fir Tpk2 einige Gene
identifiziert werden, die unter beiden Bedingungen gebunden werden (Abb. 3.16). Es zeigte
sich, dass die PKA-lIsoform Tpk2 unter beiden Wachstumsbedingungen deutlich mehr
Binderegionen aufweist als Tpkl. Ein Vergleich der potentiellen Zielgene unter den
verschiedenen Bedingungen ergab, dass Tpk2 an 32 Gene unter beiden Bedingungen bindet.
Zudem kam es zu einer Uberlappung der Zielgene von Tpk2 und Bcyl. Bei Zcf31 und Zcf23
handelt es sich beispielsweise um vorhergesagte Transkriptionsfaktoren und She3 ist ein
mRNA-bindendes Protein, welches essentiell fiir die Hyphenbildung ist (S. Znaidi, pers.

Mitteilung an die CGD; Elson et al., 2009).

IHD1, M5B2, PAM16, PGASS, PGAG3, PETS, RPF1,
SAM35, SECE, S5ET3, SFL1, 5HA3, TLOSE, VID21 + 16 ORFs

Tpk2 Tpk2
Hefe Hyphe
ZCF31 POX1
RPPZ2B SHE3
+7 0ORFs ZCF23
+6 0RFs
Beyl
Hefe

Abb. 3.16: Gemeinsame Zielgene von Tpk2 und Bcyl. Anhand der ChIP-chip-Analyse wurden
Zielgene von Tpk2 und Bcyl ermittelt und iberlappende Gene identifiziert.
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Bei der Analyse der Binderegionen fiel auf, dass die untersuchten Proteine unter
Hefebedingungen groBtenteils innerhalb von ORF-Regionen lokalisiert sind, wahrend 30 min
nach Induktion des Hyphenwachstums eine verstarkte Bindung der Proteine an nicht-
kodierende Regionen der Chromosomen von C. albicans beobachtet wurde. Um mehr (ber
diesen Lokalisationswechsel der PKA zu erfahren, wurden alle Binderegionen (siehe Anhang,
Tabellen 9.1 bis 9.5) dahingehend untersucht, ob sie innerhalb und/oder auRerhalb einer
kodierenden Region liegen. Das Ergebnis ist in Abb. 3.17 dargestellt und |asst vermuten, dass
die PKA-Isoformen einen Einfluss auf die Regulation der Gene haben, an welche sie binden.
Dies wird besonders bei der verstarkten Lokalisation der PKA-Isoformen an nicht-kodierende

Bereiche nach Hypheninduktion ersichtlich.

100 ~
90 | I
80 -

70 -

60 -
50 - M auBerhalb eines ORFs

40 - OauBerhalb und innerhalb

Binderegionen [%]

30 - W innerhalb eines ORFs

20
10 -

0 — [

Tpkl Tpkl Tpk2 Tpk2 Bcyl
Hefe Hyphe Hefe Hyphe Hefe

Abb. 3.17: Prozentuale Verteilung der Binderegionen der PKA innerhalb und/oder auRerhalb von
kodierenden Bereichen. Die Anzahl der Binderegionen der untersuchten Proteine ist in Tab. 3.2

dargestellt. Bei jeder Binderegion wurde untersucht, ob sie innerhalb und/oder auBerhalb eines ORFs
lokalisiert ist.

3.3.2.2 Bindung von Tpkl an den EFG1-Promotor 30 min nach Hypheninduktion

Unter Hefewachstumsbedingungen konnte gezeigt werden, dass Tpk2, aber nicht Tpkl, an
den EFG1-ORF bindet. Vergleichend dazu wurde der EFGI-Locus ebenfalls unter
Hypheninduktionsbedingungen genauer untersucht. Bereits in der Ubersicht der
Binderegionen von Tpkl an alle Chromosmen von C. albicans wurde deutlich, dass EFG1
unter diesen Bedingungen eine Hauptbinderegion von Tpk1 ist (Abb. 3.13). Abb. 3.18 zeigt

vergleichend die Bindung der PKA-Isoformen an den EFG1-Locus.



Ergebnisse 62

A. B.
t-RNA-Gly _ ~ EFG1 t-RNA-Gly EFG1
k A
e — e - o @ Q@ wy
SEESEESESES, FEF S, 7 FFFFFIF I FFF TP F S
T N e N U O T N N O S AV LG S \,\-: R SRR L L e Ll

= 2 1 Ababiis bl aall ¥
- N = i ot o e ol bk o R b sadll
e i | ORI DR B P~ 11 WP B Ry I > = TR

5 o~

= Y

o ) o

e &

2 PR Vi || e ® ek o oullts el ald 11k —
g 2 5 2 | : Y
& w

Peaks
Peaks

o
, | 1 IE , 1IN

Abb. 3.18: Bindung von Tpkl und Tpk2 an den EFG1-Promotor 30 min nach Hypheninduktion. Die
experimentelle Durchfihrung erfolgte wie in Abb. 3.8 beschrieben. Wie in Abb. 3.11 ist im oberen
Abschnitt der ORF und der Promotor-Bereich von EFG1 dargestellt. Im unteren Teil sind die ,scaled
log,-ratios” sowie die farblich kodierten Peaks der beiden Replikate (1 und 2) von Tpk1l (A) und Tpk2
(B) zu sehen.

30 min nach Hypheninduktion zeigte sich eine Bindung von Tpkl am Promotor sowie am ORF
von EFG1. Bei Tpk2 konnte ebenfalls eine Bindung an den EFGI1-Promotor festgestellt
werden, was aber lediglich bei einem Replikat der Fall war. Lassak et al. (2011) konnten
zeigen, dass der Transkriptionsfaktor Efgl unter Hefewachstumsbedingungen an seinen
eigenen Promotor bindet. Dabei ergaben sich zwei Hauptzielsequenzen, die im oberen Teil
der Abb. 3.18 dargestellt sind (rot). Nach Induktion der Hyphenbildung war Efgl nicht mehr
an seinem Promotor lokalisiert. Interessanterweise bindet unter diesen Bedingungen Tpkl
an eine der beiden Hauptzielsequenzen von Efgl.

Besonders auffallig sind die scaled log,-ratios der beiden Replikate fiir Tpk2, da sie liber eine
langere Sequenz einen negativen Wert haben. Dieses Ergebnis bedeutet, dass in der
Kontrollprobe (ohne HA-Epitop) ein hoheres Signal, als in der IP-Probe (mit HA-Epitop)
gemessen wurde. Eigentlich sollte es durch die Verrechnung der Fluoreszenzsignale mit der
Kontrollprobe zu keinen negativen Werten kommen, da mit den HA-Antikérpern in diesen
Proben keine Prazipitation stattfinden kann. Diese Beobachtung kénnte durch eine
unspezifische DNA-Bindung des unmarkierten Proteins bzw. eine geringere unspezifische
Bindung des HA-markierten Proteins erklart werden, die durch die anschlieRende DNA-

Amplifikation (Verwendung von WGA2-, WGA3-Kit; Abschitt 2.7.6) verstarkt wird.
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3.3.2.3 Analyse zur Identifizierung von PKA-Konsensus-Bindesequenzen unter
Hypheninduktionsbedingungen

Vergleichend zu den Daten aus der Analyse einer Bindesequenz der PKA-Isoformen unter

Hefewachstumsbedingungen (Abschnitt 3.3.1.3) wurde ebenfalls eine Analyse der 38

Binderegionen von Tpkl sowie der 216 Binderegionen von Tpk2 30 min nach

Hypheninduktion angefertigt. Das Ergebnis ist in Abb. 3.19 dargestellt.

Rang Sequenz E-value p-value Rang Sequenz E-value p-value

1 aacn{O}aac 8.9e-28 2.1e-32 1 aagn{0}aaa 5.0e-39 1.1e-43
2 cacn{3}cac 8.4e-23 2.0e-27 aacn{0}aac 3.7e-29 8.4e-34
3 accn{0O}acc 4.9e-20 1.2e-24 gaan{O}aaa 1.7e-28 3.8e-33
4 cacn{l}acc 8.4e-20 2.0e-24 accn{O}acc 2.6e-28 5.9e-33
5 acan{O}aca 1.4e-17 3.3e-22 agan{0O}aaa 1.1e-22 2.6e-27
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Abb. 3.19: Identifizierung von PKA-Bindemotiven unter Hypheninduktionsbedingungen. Mit Hilfe
des Programms ,RSAT dyad-analysis (spaced pairs)“ (van Helden et al, 2000) wurden PKA-
Bindemotive aus den 38 Tpk1- (A) und 216 Tpk2-Bindesequenzen (B) der ChIP-chip-Analyse ermittelt.
Es wurde nach lGberreprasentierten Monaden (Einheiten) von drei Nukleotiden gesucht (,,dyads“), die
von 0 bis 20 Nukleotiden (,spaced pairs“) getrennt aufgefunden werden kénnen. Abgebildet ist
jeweils die tabellarische Rangfolge der ermittelten Uberreprasentierten ,,dyads” und der jeweilige E-
bzw. p-value. Die davon abgeleiteten Nukleotidverteilungs-Matrizen sind darunter abgebildet und
stellen mogliche Bindemotive der PKA dar.

Wie bereits unter Hefewachstumsbedingungen, konnten AG- und AC-reiche Binderegionen
identifiziert werden. Fir beide PKA-Isoformen zeigte sich aulRerdem ein TAAT-Motiv.
Interessanterweise konnte dieses Motiv ebenfalls fir den Transkriptionsfaktor Efgl

gefunden werden, jedoch nur, wenn C. albicans in der Hefeform wuchs (Lassak et al., 2011).
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3.3.3 Transkriptspiegel von potentiellen PKA-Zielgenen

Unter Hefewachstumsbedingungen sind die Tpkl-, Tpk2- und Bcyl-Proteine gréRtenteils
innerhalb von ORFs lokalisiert; unter Hypheninduktionsbedingungen befinden sich Tpkl und
Tpk2 fast ausschlielRlich an nicht-kodierenden Regionen bzw. Promotoren im Genom von C.
albicans (Abb. 3.17). Dieser Wechsel der Binderegionen deutet darauf hin, dass die PKA-
Isoformen an Gene binden, die sie auf transkriptioneller Ebene regulieren. Besonders durch
die Bindung an nicht-kodierende Regionen liegt die Vermutung nahe, dass die Kinase-
Isoformen nach Induktion der Hyphenbildung zur Regulation ihrer Zielgene beitragen. Es
stellte sich daher die Frage, ob das Vorhandensein von Tpkl bzw. Tpk2 einen Einfluss auf die
Transkription der moglichen Zielgene hat. Fiir diese Experimente wurde die Stamme CAF2-1
(WT), I1IHB6 (tpkl) wund TPO7.4 (tpk2) wunter Hefewachstums- sowie unter
Hypheninduktionsbedingungen angezogen und die Gesamt-RNA isoliert. Die quantitative
Real-Time-PCR fiir Transkripte einzelner, ausgewahlter Gene wurde wie in Abschnitt 2.6.11.3

beschrieben durchgefihrt.

Transkriptspiegel von Tpkl-Zielgenen

Zunachst wurde der Einfluss von Tpkl auf die potentiellen Zielgene SSD1 und SCH9
untersucht. Unter Hefewachstumsbedingungen bindet Tpk1l an den ORF von SSD1 (Abb. 3.20
A; links). Dieses Gen kodiert fiir ein Protein, welches eine Rolle bei der Resistenz gegeniiber
antimikrobiellen Peptiden spielt (Gank et al., 2008). SCH9 wurde untersucht, da es fiir eine
AGC-Kinase kodiert und die Bindung von Tpkl innerhalb des ORFs unter
Hypheninduktionsbedingungen in beiden Replikaten eindeutig zu erkennen war (Abb. 3.20
A; rechts). Bei dem Wildtypstamm blieb der Transkriptspiegel von SSD1 unter
Hefewachstums- und Hypheninduktionsbedingungen unverandert. In einer tpkl-Mutante
hingegen zeigte sich ein erhohter Transkriptspiegel (Abb. 3.20 B; links). Diese Beobachtung
konnte unter beiden Bedingungen gemacht werden, jedoch war der Transkriptspiegel unter
Hefewachstumsbedingungen, bei welchen Tpkl an den ORF bindet, am hdochsten. Tpkil
scheint somit die Transkription von SSD1 zu inhibieren. Im Gegensatz dazu hat die
Abwesenheit von Tpkl keinen Einfluss auf den Transkriptspiegel von SCH9 (Abb. 3.20 B;

rechts).
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Abb. 3.20: Tpk1-Bindung und transkriptioneller Einfluss von Tpkl auf SSD1 und SCH9. (A) ChIP-chip-
Ergebnisse der Bindung von Tpkl an den genomischen Abschnitt von SSD1 unter
Hefewachstumsbedingungen sowie an SCH9 unter Hypheninduktionsbedingungen. (B) Relativer
Transkriptspiegel der beiden Gene unter Hefewachstums- und Hypheninduktionsbedingungen in den
Stammen CAF2-1 (WT) und IIHB6 (Atpkl). Es wurden jeweils zwei biologische Replikate untersucht
(dunkel- und hellgraue Balken). Die Standardabweichungen beziehen sich auf die drei technischen
Replikate, die von jeder cDNA-Probe angefertigt worden sind.

Transkriptspiegel von Tpk2-Zielgenen

In der ChIP-chip-Analyse zeigte sich, dass die PKA-lIsoformen nach Hypheninduktion
vermehrt an Promotorregionen lokalisiert sind. Wegen der grolRen Anzahl der Bindestellen
scheint Tpk2 hierbei eine besondere Rolle zu spielen. Es ist von besonderem Interesse, dass
die Kinase 30 min nach Hypheninduktion stromaufwarts der HYR1- und ECE1-ORFs bindet
(Abb. 3.21 A), da es sich hierbei um zwei hyphenspezifische Gene handelt. Lassak et al.
(2011) konnten 30 min nach Hypheninduktion keine Efgl-Bindung in der Nahe dieser Gene
feststellen. Eine Bindung von Efgl an die Promotorregionen dieser Gene war jedoch in der
spaten Phase der Hyphenbildung sowie unter Biofilm-induzierenden Bedingungen zu

beobachten (Lu et al., 2008; Nobile et al., 2012). Ein Vergleich der Binderegionen von Tpk2



Ergebnisse 66

und Efgl zeigt eine Uberlappung der Bindestellen von Tpk2 und Efgl in den
Promotorregionen von HYR1 und ECE1, jedoch sind die signifikanten Bindepeaks eher
benachbart, als identisch. Die roten Signifikanz-Peaks zeigen eine Bindestelle von Tpk2 im
HYR1-Promotor von -947 bp bis +216 bp (relativ zum ORF), wahrend Efgl unter Biofilm-
induzierenden Bedingungen von -1882 bp bis -1382 bp bindet. Im Falle von ECE1 bindet Tpk2
von -2575 bp bis -2119 bp und Efgl bei -682 bp bis -183 bp (Nobile et al.,, 2012). Lu et al.
(2008) konnten unter Hefewachstums- sowie Hypeninduktionsbedingungen ebenfalls die
Bindung von Efgl an den ECE1-Promotor beobachten (-1350 bp bis -1103 bp). Eine weitere
Tpk2-Bindestelle befindet sich stromaufwarts des SOK1-ORFs (Abb. 3.21 A). SOK1 kodiert in
S. cerevisiae fur eine Kinase, welche in die cAMP-vermittelte Signalweiterleitung involviert ist
(Ward et al., 1994). Im Falle von SOK1 liberlappen die signifikanten Binderegionen von Tpk2
und Efgl (-2462 bp bis -2195 bp; Nobile et al., 2012).

Die Bindung von Tpk2 an die Promotorregionen der ausgewahlten Gene liell eine
transkriptionelle Regulation durch Tpk2 vermuten. Daher wurde der Tpk2-abhangige
Transkriptspiegel der drei Gene untersucht (Abb. 3.21 B). In dem Wildtypstamm stiegen die
Transkriptspiegel von HYR1 und ECE1 30 min nach Induktion der Hyphenbildung eindeutig
an. Bei Abwesenheit von Tpk2 kam es unter Hypheninduktionsbedingungen bei beiden
Genen nicht zu dieser Erhéhung des Transkriptspiegels. Im Falle von SOK1 flhrte eine
Abwesenheit von Tpk2 zu einem hdheren Transkriptspiegel als im Wildtypstamm (Abb. 3.21
B). Somit korreliert die Anwesenheit von Tpk2 an Promotorregionen mit einer positiven oder

negativen transkriptionellen Regulation der Gene.
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cDNA-Probe angefertigt worden sind.

In Abb. 3.16 wird verdeutlicht, dass Tpk2 32 Gene in der Hefe- sowie in der Hyphenform

bindet. Eines dieser Gene ist MSB2, das fiir ein Sensorprotein aus dem MAPK-Signalweg

kodiert (Roman et al., 2009). Unter Hefebedingungen bindet Tpk2 innerhalb des ORFs von

MSB2; 30 min nach Hypheninduktion verschiebt sich aber die Binderegion, so dass Tpk2 in

der nicht-kodierenden Region stromaufwarts des MSB2-ORFs lokalisiert ist (Abb. 3.22 A).
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Trotz dieser Bindungskonstellation, die auf eine Regulation des MSB2-Transkriptes hinweist,
konnte unter den gewahlten Bedingungen keine Veranderung des Transkriptspiegels bei

Abwesenheit von Tpk2 beobachtet werden (Abb. 3.22 B).

A.
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Da Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen in der intergenischen Region zwischen
ORF19.1488 und MSB2 lokalisiert ist, konnte die Kinase jedoch die Transkription des
divergent orientierten Gens ORF19.1488 beeinflussen. Der Transkriptspiegel des
uncharakterisierten Gens ist sehr gering, jedoch ist in Abb. 3.22 B zu erkennen, dass er in
einer tpk2-Mutante 30 min nach Hypheninduktion im Vergleich zum Wildtypstamm erhoht
ist. Somit ist die Anwesenheit von Tpk2 mit der transkriptionellen Regulation der Gene
verbunden, an welche die Kinase-Isoform unter Hypheninduktionsbedingungen bindet.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die genomweiten Binderegionen der PKA-Isoformen
von den Wachstumsbedingungen abhdngen. Dabei spielt die Anwesenheit von Tpk2 bei
Hypheninduktion an Promotorregionen eine besondere Rolle, da sie Einfluss auf die

Transkription der Zielgene hat.
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3.3.4 ChIP-chip-Analysen zur Ermittlung von genomweiten Zielsequenzen von Sch9

Die AGC-Kinase Sch9 beeinflusst das Zellwachstum sowie die Hyphenbildung in C. albicans
(Liu et al., 2010). Das Protein ist unter hypoxischen Bedingungen (< 10 % O,) und erhohten
CO,-Konzentrationen (> 1 %) ein Repressor der Hyphenbildung. Kolonien einer sch9-Mutante
weisen zudem eine geringere GrolRRe auf (Stichternoth, 2009).

Pascual-Ahuir und Proft (2007) konnten zeigen, dass Sch9 in S. cerevisiae Chromatin-
assoziiert ist und Gene der Osmostressantwort reguliert. Da im Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass die PKA-Isoformen genomweite Zielsequenzen besitzen, wurde
ebenfalls eine ChlIP-chip-Analyse von der PKB Sch9 durchgefiihrt. Daflir wurde der Stamm
AF1006 (SCH9™/sch9) sowie der Kontrollstamm CAS1 (SCH9/sch9) zunichst unter
Hefewachstumsbedingungen bei Normoxie angezogen. Die Chromatinimmunprazipitation
(ChIP) wurde wie in Abschnitt 2.7.5 beschrieben mit 2 biologischen Replikaten durchgefihrt.

Ein exemplarisches Ergebnis ist in Abb. 3.23 dargestellt.
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Abb. 3.23: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Sch9 unter

Hefewachstumsbedingungen. Exemplarisch ist das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Der Stamm
AF1006 (SCH9™/sch9) und der Kontrollstamm CAS1 (SCH9/sch9) wurden in jeweils 50 ml YPD
angezogen und bis zu einer ODgy von 1 bei 30 °C inkubiert. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte
wie in Abb. 3.8 beschrieben. Zu sehen sind die Binderegionen von Sch9 auf allen acht Chromosomen
von C. albicans. Markiert sind die Positionen der Zentromere (CENs) aller Chromosomen und der
rDNA auf Chromosom R.
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Bereits in der ersten Ubersicht der Ergebnisse der ChIP-chip-Analyse von Sch9 zeigte sich,
dass diese Kinase eine eindeutige Bindestelle auf jedem Chromosom von C. albicans besitzt.
An diesen Stellen kam es zu einer deutlichen Akkumulation der roten Signifikanz-Peaks. Bei
ndaherer Betrachtung stellte sich heraus, dass Sch9 mit allen Zentromeren (CENs) der
Chromosomen assoziiert ist. Die Ubersicht des zweiten Replikats bestitigte die Bindung in
den CEN-Regionen der Chromosomen.

Stichternoth (2009) beobachtete, dass Sch9 unter hypoxischen Bedingungen, hohen CO,-
Konzentrationen und Temperaturen unter 37 °C einen hyperfilamentdsen Phanotypen zeigt.
Um die Bindung von Sch9 weiter zu untersuchen, wurden daher ChIP-chip-Analysen von
Zellen, die unter hypoxischen Bedingungen gewachsen sind, durchgefiihrt. Dafiir wurde eine
definierte Atmosphaére in einer Hypoxiebank erzeugt und Hauptkulturen der Stamme AF1006
(SCH9HA/sch9) und CAS1 (SCH9/sch9) in YPS bei 25 °C bis zu einer ODggo von 1 inkubiert. Ein
Experiment erfolgte lediglich unter hypoxischen Bedingungen (0,2 % O,) und in einem

weiteren Ansatz wurden zusatzlich 6 % CO, angewendet (0,2 % O,,6 % CO,).
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ORF19.3150.4 =¥ ORF19.4216
= =2 Abb. 3.24: Bindung von Sch9 an die
F & F PSS S S &

;{'9' Zentromerregionen. Dargestellt sind die
Ergebnisse der beiden ChIP-chip-Replikate
unter normoxischen Bedingungen (1 und 2)

o 1 sowie unter hypoxischen Bedingungen (0,2 %

= 0O,) in Ab- (-CO,;) und Anwesenheit (+CO,)

g von 6 % CO,. Exemplarisch sind die scaled

5 s log,-ratio-Werte an der Zentromerregion von

< 2 - Chr5 abgebildet. Die Pfeile markieren die
beiden nachstgelegenen OREFs, die

- Pfeilrichtung gibt die Orientierung an.

2

§ =0

Z

+CO, i Rull .

Unter den oben genannten Bedingungen konnte erneut eine Bindung von Sch9 an allen CENs
von C. albicans beobachtet werden (siehe Anhang, Abb. 9.2). Dieser Bereich war unter allen
Bedingungen die Hauptbinderegion des Proteins. Exemplarisch dafir ist in Abb. 3.24 die

Bindung des Proteins an die CEN-Region von Chr5 abgebildet. Eine weitere signifikante
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Bindestelle des Proteins, die unter allen Bedingungen beobachtet werden konnte, befindet
sich stromabwarts der CEN-Region auf ChrR. Diese Bindestelle entspricht dem RDNI1-Locus,
welcher die Gene fiir die 18S-, 5.8S-, 255- und 5S-rRNA beinhaltet. Unter normoxischen
sowie unter hypoxischen Bedingungen wurden ansonsten keine weiteren Binderegionen
beobachtet. Unter hypoxischen Bedingungen und in Anwesenheit von 6 % CO, waren
weitere rote Signifikanz-Peaks zu sehen. Da hierbei jedoch nur ein Replikat angefertigt

worden war, ist zu den Binderegionen keine eindeutige Aussage maoglich.

Die Bindung von Sch9 an genomische Regionen wurde mit Hilfe der ChIP-chip-Methode
ebenfalls in S. cerevisiae untersucht (siehe Anhang, Abb. 9.3). Dafir wurde der Stamm
MAPS5 (Sch9™) sowie der Kontrollstamm W303-1A bei 30 °C in jeweils 50 ml YPD bis zu
einer ODggg von 1 inkubiert. Beim Vergleich der Ergebnisse zeigte sich, dass Sch9 in S.
cerevisiae nicht an den CEN-Regionen lokalisiert ist (Daten nicht gezeigt). Es wurde jedoch
eine gemeinsame Bindestelle der Proteine in den beiden Organismen beobachtet. In S.
cerevisioe bindet Sch9 ebenfalls an den RDNI1-Locus, welcher auf Chrl2 zu findet ist.
Vergleichend wird in Abb. 3.25 die Bindung von Sch9 an den RDN1-Locus in C. albicans (A)

und S. cerevisiae (B) unter den verschiedenen Bedingungen dargestellt.
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Abb. 3.25: Bindung von Sch9 an den RDNI1-Locus. Bindung von Sch9 unter verschiedenen
Bedingungen in C. albicans (A) und in S. cerevisiae (B). Zu sehen sind die scaled log,-ratios sowie die
roten Signifikanz-Peaks der Replikate am RDNI1-Locus (schwarzer Balken) auf Chromosom R (A, C
albicans), bzw. Chromosom 12 (B, S. cerevisiae).
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3.4 Hypoxischer Signalweg von Sch9

Einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von C. albicans ist der Dimorphismus. Der Wechsel
zwischen der Hefe- und Hyphenform ermoglicht dem Pilz eine rasche Verteilung tber den
Blutstrom (Hefeform) sowie die Penetration von Epithelzellen des Gewebes (Hyphenform).
Dadurch, dass C. albicans verschiedene Nischen des menschlichen Korpers besiedelt, muss
sich der Pilz an verschiedene Temperaturen und Gaskonzentrationen anpassen. Dies
erfordert eine Regulation der Signalwege, welche den Dimorphismus steuern. Der
Transkriptionsfaktor Efgl ist der zentrale Regulator der Hyphenbildung in C. albicans. Unter
normoxischen Bedingungen ist er ein Aktivator, wahrend er unter hypoxischen Bedingungen
ein Repressor der Hyphenbildung ist (Doedt et al., 2004, Setiadi et al., 2006). In friheren
Arbeiten wurde beobachtet, dass die Regulation der Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen unter anderem durch die Proteinkinase B Sch9 beeinflusst wird. Sch9 ist bei
Temperaturen unter 37 °C, niedrigen Sauerstoffkonzentrationen (< 10 %) und erhéhtem CO,-
Gehalt (> 1 %) ein Repressor der Hyphenbildung, da eine sch9-Mutante unter diesen
Bedingungen einen hyperfilamentésen Phanotypen ausbildet (Stichternoth, 2009). Daher
wird vermutet, dass unter hypoxischen Bedingungen neben dem PKA-Signalweg ein
alternativer Signalweg die Hyphenbildung reguliert.

In der Backerhefe S. cerevisiae ist Sch9 Teil der TORC1-Sch9-Rim15-Kaskade (Wanke et al.,
2008). Die Serin/Threoninkinase TOR (target of rapamycin) reguliert das Zellwachstum, die
Proliferation sowie die Langlebigkeit von Zellen und ist strukturell sowie funktionell von der
Hefe bis zu den Saugern konserviert (Jacinto und Lorberg, 2008). Aus S. cerevisiae ist
bekannt, dass unter nahrstoffreichen Bedingungen Sch9 durch TORC1 phosphoryliert und
somit aktiviert wird (Urban et al., 2007). Nachdem Sch9 aktiviert wird, hemmt das Protein
Rim15, wobei es sich ebenfalls um eine AGC-Kinase handelt (Wanke et al., 2008). In diesem
Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob diese Signalkaskade auch in C. albicans existiert

und den alternativen Signalweg unter Hypoxie darstellt.

3.4.1 Konstruktion einer sch9 rim15 - Doppelmutante

Es wird angenommen, dass der hyperfilamentdse Phanotyp der sch9-Mutante durch eine
erhohte Aktivitdt der nachgeschalteten Kinase Rim15 zu Stande kommt. Daher sollte eine
rim15 sch9 - Doppelmutante hergestellt und ihr Phanotyp unter Hypoxie untersucht werden.

Die Disruption erfolgte gemaR dem Prinzip der ,,URA-Blaster“-Methode nach Fonzi und Irwin
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(1993). Eine schematische Darstellung der Disruption ist in Abb. 3.26 dargestellt. Durch
Verwendung des Disruptionsplasmides p5921-SCH9dis konnte SCH9 in einer homozygoten
rim15-Mutante (CAR23-7-5-1) disruptiert werden. Das Plasmid beinhaltet SCH9-Homologien
(3’- und 5’-Bereich) sowie den , URA-Blaster” (hisG-URA3-hisG). Durch Restriktion mit den
Enzymen BamHI| und Bglll entstand ein 5558 bp groRes Disruptionsfragment, das durch
homologe Rekombination in den Stamm CAR23-7-5-1 (rim15/rim15; Abb. 3.26 A) integriert
wurde. Nach der Disruption des ersten Alleles wurden die Transformanten (rim15/rim15
SCH9/sch9::hisG-URA-hisG; Abb. 3.26 B) auf 5-FOA-Medium (Abschnitt 2.2.6) selektiert. Mit
dem Primerpaar Sch9 for/rev wurde mit den Kolonien (rim15/rim15 SCH9/sch9::hisG; Abb.
3.26 C) eine Kolonie-PCR durchgefiihrt, wobei eine Bande mit einer erwarteten GrofRe von
ca. 2800 bp erhalten wurde (Daten nicht gezeigt). Die dadurch ermittelten Halbdisruptanten
wurden erneut mit dem Disruptionsplasmid transformiert und die erhaltenen
Transformanten (rim15/rim15 sch9::hisG-URA-hisG:/sch9::hisG; Abb. 3.26 D) mit Hilfe einer
Southern-Blot-Analyse (Abschnitt 2.6.12) verifiziert.

A Abb. 3.26: Schematische Darstellung
- SCH9 _ der Disruption von SCH9. (A und B) Der
Ausgangsstamm CAR23-7-5-1
(rim15/rim15)  wurde mit dem
- SCH9 _
Disruptionsfragment transformiert. (C)
,l' Genotyp nach Exzision von URA3. (D)
B Genotyp nach Disruption des zweiten
- SCH9 - SCH9-Allels und schematische
Darstellung der Restriktion fir die
Southern-Blot-Analyse. Die 380 bp
groBe Sonde (rote  Markierung)
’ 'IV hybridisiert stromaufwarts von dem
integrierten Disruptionsfragment. Durch
SCHZ Disruption des ersten Allels von SCH9
Py und anschlieBender Exzision von URA3
is | ;
N = wurde ein 3038 bp groRes Fragment
¢ erwartet. Bei Disruption des 2. Allels
Hindlll g0 o | xhol | von SCH9 wurde ein zusatzliches 5927
— - : bp grolRes Fragment erwartet. Der
hisG URA3 hisG
\ -- - | SCH9-ORF ist grau markiert, homologe
I Bereiche im 3’- und 5’-Bereich von
Hindlll  Sonde 5927bp |xho| SCH9 sind schwarz markiert.
\ J
I
3038 bp
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Fiir die Southern-Blot-Analyse wurde die chromosomale DNA der Transformanten isoliert
und 1,5 pg in einem Endvolumen von 200 ul mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Xhol
verdaut. Als Kontrolle diente chromosomale DNA des Wildtypstamms (CAF2-1). Die
verwendete Sonde (Primerpaar: Sch9Sonde for/rev) war 380 bp groR und hybridisierte
stromaufwarts von dem integrierten Disruptionsfragment. Bei der Analyse wurden zwei
Banden erwartet: Nach der ersten Transformation und der Entfernung des
Selektionsmarkers URA3 sollte eine 3038 bp groRRe Bande entstehen. Wurde das zweite Allel
ebenfalls durch die zweite Transformation disruptiert, sollte eine zusatzliche Bande bei 5927
bp entstehen. Die erwartete Bande fiir die Negativkontrolle (CAF2-1) lag bei ca. 1500 bp. Das
Ergebnis der Southern-Blot-Analyse ist in Abb. 3.27 dargestellt.

Transformanten

M CAF2-1 1 2 3

T

6557 bp — - 5927hp

4361 bp —»

Abb. 3.27: Southern-Blot-Analyse zum Nachweis der Disruption von SCH9. Es wurden jeweils 1,5 ug
DNA mit Hindlll und Xhol verdaut und in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Bei Disruption
beider Allele von SCH9 wurden 5927 bp und 3038 bp grolRe Fragmente erwartet. Als Negativkontrolle
diente chromosomale DNA von CAF2-1 (Wildtypstamm) in Spur 1. In Spur 2, 3 und 4 wurde die
verdaute DNA von 3 Transformanten aufgetragen.

In Abb. 3.27 ist zu erkennen, dass bei der Negativkontrolle eine unklare Bande bei ca. 6,4 kb
auftaucht, welche aufgrund des hohen Hintergrunds aber vernachldssigt wurde. Die Banden
der zu analysierenden Transformanten (1, 2 und 3) sind hingegen distinkt und weisen die
erwarteten GroRen auf. Somit stellen diese Stamme Volldisruptanten von SCH9 in einer

rim15-Mutante dar und wurden als AF1002, AF1002.2 und AF1002.3 bezeichnet.
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3.4.2 Morphologische Untersuchung der sch9 rim15 - Doppelmutante

Nach der Konstruktion einer homozygoten rim15 sch9 - Doppelmutante wurde der Phanotyp
des Stammes untersucht. Abb. 3.28 zeigt Einzelkolonien der Stamme CAF2-1 (WT), CCS3
(sch9), CCS6 (rim15) und AF1002 (rim15 sch9), welche auf YPS-Platten vereinzelt und fur 3
Tage bei 0,2 % 0,, 6 % CO, und 25 °C inkubiert worden sind. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die Untersuchungen unter diesen Bedingungen durchgefiihrt, da sie auch in

Vorarbeiten verwendet wurden (Stichternoth, 2009).

Abb. 3.28: Hyphenbildung verschiedener Stamme unter hypoxischen Bedingungen. Die Stamme
CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9), CCS6 (rim15) und AF1002 (rim15 sch9) wurden auf YPS-Platten vereinzelt
und fir 3 Tage bei 0,2 % O,, 6 % CO, und 25 °Cinkubiert.

In Abb. 3.28 ist zu erkennen, dass der Wildtypstamm unter diesen Bedingungen nur wenige
Hyphen ausbildet, wahrend die sch9-Mutante einen hyperfilamentdsen Phanotypen
aufweist (Stichternoth, 2009). Durch die Disruption von RIM15 kam es zur Ausbildung einiger
Hyphen, jedoch zu weitaus weniger als in der sch9-Mutante. Eine Disruption der Gene fiir
beide AGC-Kinasen fiihrt zu einem filamentdsen Phanotyp, welcher der sch9-Mutante
dhnelt. Somit kann eine erhohte Aktivitat von Rim15 als Erklarung flir den sch9-Phanotypen

ausgeschlossen werden.

3.4.3 Einfluss von Rapamycin und Koffein auf die Zellmorphologie

Wanke et al. (2008) zeigten, dass TORC1 in S. cerevisiae sowohl durch Rapamycin, als auch
durch Koffein gehemmt werden kann. Da die TOR-Kinase strukturell evolutionar konserviert
ist, liegt die Vermutung nahe, dass sie in C. albicans ebenfalls stromaufwarts von Sch9 agiert
und durch Rapamycin und Koffein gghemmt werden kann. Wird Sch9 in C. albicans von Torl

aktiviert, konnte erwartet werden, dass der Wildtypstamm in Anwesenheit der TOR-
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Inhibitoren den hyperfilamentésen sch9-Phdnotypen aufweist. Fir dieses Experiment
wurden die Stamme auf YPS-Platten in An- und Abwesenheit von Rapamycin bzw. Koffein

vereinzelt und fiir 3 Tage bei 0,2 % O,, 6 % CO, und 25 °C inkubiert.

YPS + 2 nM Rapamycin + 1 mM Koffein

WT

sch9

Abb. 3.29: Hyphenbildung verschiedener Stimme in An- und Abwesenheit von Rapamycin und
Koffein. Die Stamme CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9) und CCS6 (rim15) wurden auf YPS-Platten in An- und
Abwesenheit von 2 nM Rapamycin bzw. 1 mM Koffein ausplattiert. Nach 3 Tagen bei 0,2 % O,, 6 %
CO, und 25 °C wurde die Hyphenbildung beobachtet.

Fir dieses Experiment wurden zundchst verschiedene Konzentrationen der TOR-Inhibitoren
getestet und letztendlich 2 nM Rapamycin bzw. 1 mM Koffein verwendet, da durch das
Einsetzen einer hoheren Konzentration das Zellwachstum beeinflusst wurde (Daten nicht
gezeigt). In Abb. 3.29 ist zu erkennen, dass der Phanotyp des Wildtypstammes bei
Anwesenheit der TOR-Inhibitoren dem Phanotypen der sch9-Mutante dhnelt. Somit war es
moglich, die Torl-Kinase durch Zugabe von Rapamycin oder Koffein zu inhibieren. Wie im
Wildtypstamm wurde auch in einer rim15-Mutante das Hyphenwachstum in Anwesenheit
der Inhibitoren angeregt, wdhrend in der sch9-Mutante keine Verstarkung der
Hyphenbildung zu beobachten war. Diese hypoxischen Phanotypen wurden nur in
Anwesenheit von CO, beobachtet und lassen vermuten, dass bei C. albicans Sch9 durch Torl
aktiviert wird. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass in C. albicans ein Rim15-
unabhangiger Torl-Sch9-Signalweg existiert, der die Hyphenbildung unter bestimmten

hypoxischen Bedingungen reprimiert.
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3.4.4 Untersuchung bekannter Komponenten der Hyphenregulation auf sch9-Phdnotyp

Um aufzukldaren, welche Regulatoren des Hyphenwachstums eine Rolle im Sch9-Signalweg
spielen, wurden die morphologischen Phdnotypen von verschiedenen Mutantenstammen
untersucht. Die verschiedenen Stamme wurden auf YPS-Platten unter den Bedingungen
angezogen, bei denen die Deletion von SCHI zu einem hyperfilamentdsen Phanotypen fiihrt.
Die Hyphenbildung wurde jeweils in An- und Abwesenheit von 1 mM Koffein untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.30 dargestellt, wobei die Wildtypstamme CAF2-1 und CAl4 sowie
die sch9-Mutante als Kontrollstimme dienten. Im Folgenden sind die Funktionen der Gene
beschrieben, die den Mutanten fehlen, sowie ihre Phanotypen unter den

Versuchsbedingungen.

e rasl (Stamm Can52)
- RAS1 kodiert fiir eine GTPase, die &auflere Signale zur Hypheninduktion
weiterleitet, indem sie die MAPK-Kaskade und den PKA-Signalweg aktiviert (Feng
etal., 1999).
- Wahrend der Wildtyp in Anwesenheit von Koffein Hyphen ausbildet, war die
ras1-Mutante nicht fahig, Hyphen zu bilden.

e cyrl (Stamm CR216)

- Durch die Adenylatcyclase Cyrl wird der second messenger cAMP akkumuliert,
welcher fir die Aktivierung der PKA-lIsoformen Tpkl und Tpk2 benétigt wird
(Rocha et al., 2001).

- Wie die ras1-Mutante war die cyr1-Mutante nicht in der Lage in Anwesenheit von
Koffein Hyphen auszubilden.

o tpkl und tpk2 (Stdmme HPY300U und HPY400U)

- Die PKA-lIsoformen Tpkl und Tpk2 sind die zentralen Komponenten des PKA-
Signalweges und regulieren durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors Efgl die
Hyphenbildung (Bockmiihl et al., 2001; Sonneborn et al., 2000).

- Eine Deletion von TPK2 fiihrt zu einem Verlust der Hyphenbildung in Anwesenheit

von Koffein, wahrend die tpk1-Mutante in der Lage war, einige wenige Hyphen zu
bilden.

e ¢phl (Stamm JLC19)
- Der Transkriptionsfaktor Cphl ist Teil der MAPK-Kaskade, welche das hyphale
Wachstum reguliert (Liu et al., 1994).
- Die cphl-Mutante zeigte unter den getesteten Bedingungen denselben
Phanotypen wie der Wildtypstamm.
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e ¢zf1 (Stamm CKY230)

- Giusani et al. (2002) und Noffz et al. (2008) zeigten mittels Hefe-Zwei-Hybrid-
System, dass Czfl ein Interaktionspartner von Efgl ist und wiesen durch
Doppelmutanten nach, dass Czfl bei Einbettung in Agar (d.h. bei
Sauerstofflimitierung) eine reprimierende Wirkung auf Efgl hat.

- CZF1 war auf YPS-Agar mit Koffein fiir die Aufrechterhaltung der Hyphenbildung
notwendig (czfI-Mutante zeigte keine Hyphenbildung).

e gce2 (Stamm MK106)
- Ace2 wird fir die Zellseperation sowie die Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen bendtigt (Kelly et al., 2004).
- Die ace2-Mutante zeigte in Anwesenheit von Koffein eine abgeschwéchte
Hyphenbildung.

e nrgl (Stamm MMC3)

- Der Transkriptionsfaktor Nrgl hat einen reprimierenden Einfluss auf die
Hyphenbildung, indem er das Protein Tupl an die Promotoren
hyphenspezifischer Gene rekrutiert (Murad et al., 2001a).

- Trotz der bekannten Repressorfunktion von Nrgl unter normoxischen
Bedingungen, zeigte eine nrgl-Mutante unter hypoxischen Bedingungen in
Anwesenheit von Koffein keine gesteigerte, sondern eine verminderte
Hyphenbildung.

e flo8 (Stamm CCF3)

- Der Transkriptionsfaktor Flo8 reguliert viele Gene, die auch von Efgl reguliert
werden. Eine Interaktion mit Efgl konnte nachgewiesen werden, wobei die
Proteine vermutlich zusammen die Hyphenbildung steuern (Noffz et al., 2008;
Cao et al., 2006).

- Wird der Torl-Sch9-Signalweg durch Koffein inhibiert, wird Flo8 fir die
Filamentierung bendtigt (flo8-Mutante zeigte keine Hyphenbildung).

e sin3 (Stamm SFC3)
- Sin3 ist Komponente eines Histon-Deacetylase-Komplexes und ein
Interaktionspartner von Efgl (Tebarth et al., 2003).
- Wie die sch9-Mutante zeigte die sin3-Mutante auf YPS-Agar ein
hyperfilamentdses Wachstum.

e tupl und tccl (Stdmme BCa2-10 und TCC103)
- Tupl ist ein transkriptioneller Repressor der Hyphenbildung, der zusammen mit
Tccl einen Komplex bildet (Braun and Johnson, 1997; Kaneko et al., 2006).
- Beide Mutantenstamme zeigten einen hyperfilamentésen Phanotypen auf YPS-
Agar, jedoch war dieser Phanotyp unabhangig von der CO,-Konzentration (Daten
nicht gezeigt).
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e bcrl (Stamm CIN702)

- BCR1 kodiert fir ein Zinkfinger-Protein, das fiir die Biofilmbildung bendétigt wird
(Nobile and Mitchell, 2005).

- Ustiin (2012) beobachtete bereits, dass eine bcrl-Mutante ein hyperfilamentéses
Wachstum aufweist. Dies war auch bei Untersuchungen innerhalb dieser Arbeit
der Fall, jedoch kam es in der rekonstituierten Mutante (bcrl + BCR1, Stamm
CIN698) ebenfalls zu einer starken Filamentierung auf YPS-Agar.

YPS YPS YPS YPS
+ 1mM Koffein + 1m offein

CAF2-1 cphl

CAl4* czfl

sch9 ace2

ras1* nrgl

cyrl flo8

tpkl sin3
tpk2

tupl

teel*

berl

bcrl + BCR1

Abb. 3.30: Hyphenbildung verschiedener Stamme in An- und Abwesenheit von Koffein. Die Stimme
CAF2-1 (WT), CAl4 (WT*), CCS3 (sch9), Can52 (ras1*), CR216 (cyr1), HPY300U (tpk1), HPY400U (tpk2),
JLC19 (cphl), CKY230 (czf1), MK106 (ace2), MMC3 (nrgl), CCF3 (flo8), SFC3 (sin3), BCa2-10 (tupl),
TCC103 (tccl*), CIN702 (bcrl) und CIN698 (bcr1+BCR1) wurden auf YPS-Platten in An- und
Abwesenheit von 1 mM Koffein ausplattiert. Nach 3 Tagen bei 0,2 % O,, 6 % CO, und 25 °C wurde die
Hyphenbildung beobachtet. * = Stdmme mit ura3/ura3-Genotyp.



Ergebnisse 80

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Komponenten des PKA-Signalweges fir die
Aufrechterhaltung der Hyphenbildung bendtigt werden, wenn der Torl-Sch9-Signalweg
gehemmt wird. Die rasi-, cyrl-, tpkl- sowie die tpk2-Mutante weisen in Anwesenheit von
Koffein keine oder zumindest eine verminderte Hyphenbildung auf. Ebenfalls scheinen die
Transkriptionsfaktoren Czfl, Ace2, Flo8 und teilweise Nrgl eine Rolle in der
Aufrechterhaltung der Hyphenbildung unter bestimmten hypoxischen Bedingungen zu
spielen, da Koffein in den jeweiligen Mutanten keine Hyperfilamentierung auslésen konnte.
Der hyperfilamentése Phanotyp der sin3-Mutante auf YPS-Agar deutet darauf hin, dass der
Transkriptionsfaktor einen reprimierenden Einfluss auf die Hyphenbildung unter den

getesteten Bedingungen hat.

3.4.5 Einfluss von Farnesol auf den sch9-Phanotypen

Durch die Bildung eines Biofilms wird C. albicans widerstandsfdhiger gegen Antimykotika,
was zur Pathogenitdat des Pilzes beitrdgt. Innerhalb dieses Systems ist die Bildung von
Hyphen, die Regulation der Zelldichte sowie das ,,Quorum Sensing” von groRer Bedeutung
(Ramage et al., 2002). Der Sesquiterpenalkohol Farnesol ist ein ,,Quorum Sensing“-Molekiil,
das von C. albicans selbst produziert wird und die Hyphenbildung sowie die Biofilmbildung
hemmt. Weiterhin ist bekannt, dass Farnesol die Hyphenbildung iber den PKA-Weg inhibiert
(Davis-Hanna et al., 2008).

Es sollte nun untersucht werden, ob die Hyphenbildung in der sch9-Mutante lber den PKA-
Weg erfolgt. Daflir wurde der Wildtypstamm CAF2-1 sowie die sch9-Mutante (CCS3) auf YPS-
Platten mit und ohne Farnesol ausplattiert und fiir 3 Tage bei 0,2 % 0,, 6 % CO, und 25 °C

inkubiert.

Abb. 3.31: Einfluss von
Farnesol auf den sch9-
Phdnotypen. Die Stdmme
CAF2-1 (WT) und CCS3 (sch9)
wurden auf YPS-Platten in An-

WT und Abwesenheit von
Farnesol ausplattiert. Nach 3

Tagen bei 0,2 % 0O,, 6 % CO,

sch9 und 25 °C wurde die

Hyphenbildung beobachtet.
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Auf YPS-Platten bildet der Wildtypstamm CAF2-1 unter den eben genannten Bedingungen
wenige Hyphen aus (Abb. 3.31). Durch die Anwesenheit von 3 bzw. 300 uM Farnesol kommt
es zu einem kompletten Verlust der Hyphenbildung. Dieses konnte ebenfalls bei der sch9-
Mutante beobachtet werden. Bei Anwesenheit von 3 UM Farnesol war die Filamentierung
bereits stark eingeschrankt; enthalten die Platten 300 uM Farnesol, waren keine Hyphen
mehr zu beobachten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass in einer sch9-Mutante der PKA-
Signalweg fiir die Filamentbildung verantwortlich ist, wie es schon in der Mutationsanalyse

(Abschnitt 3.4.4) vermutet wurde.

3.4.6 Suche nach weiteren Mutanten mit sch9-Phdnotyp

Innerhalb ihrer Masterarbeit testete Ustiin (2012) eine Sammlung von Kinase- und
Transkriptionsfaktormutanten unter verschiedenen normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Dabei zeigte sich, dass es weitere Mutanten gibt, die unter hypoxischen
Bedingungen, hohen CO,-Konzentrationen und 25 °C den Phanotypen der sch9-Mutante
aufweisen. Ein Kandidat ist die Kinase Pbs2, die an der Stressantwort durch Regulation von
Hogl beteiligt ist. Hogl ist Teil des HOG (high osmolarity glycerol)-Signalweges, der eine
zentrale Rolle bei der Stressantwort von C. albicans spielt (Alonso-Monge et al., 1999). Dabei
aktiviert Pbs2 die Hogl-Kinase durch Phosphorylierung und steuert somit die osmotische
und oxidative Stressantwort (Arana et al., 2005). Su et al. (2013) vermuten, dass Hogl ein
basales Phosphorylierungslevel besitzt, welches durch den TOR-Signalweg beeinflusst

werden kann (Abb. 3.32).

NaCl, H:0: .
l Rapamycin
STZ
Pbs2 Basales Pip2, Ptp3  DALS...

Abb. 3.32: Einfluss von Torl auf den HOG-

s Signalweg (Su et al., 2013; modifiziert). Die
4]

ey 1 Stressadaption und die Aufrechterhaltung
adaption =k Brg1 der Hyphenbildung sind abhéngig von dem
: l Phosphorylierungslevel von Hogl. Torl
L It i hemmt dabei die Phosphatasen Ptp2 und

Aufrecht-
HyphEnbiEung e Tt der Ptp3, welche eine basale Phosphorylierung

Hyphenbildung von Hog1 verhindern.
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Die Arbeitsgruppe geht davon aus, dass durch die Inhibierung von Tor1 durch Rapamycin die
Phosphatasen Ptp2 und Ptp3 aktiv sind. Diese dephosphorylieren Hogl, was zu einer
Verminderung der Hogl-Aktivitat flhrt. Durch die fehlende Phosphorylierung ist Hogl nicht
mehr in der Lage Skol, den Repressor von Brgl, zu aktivieren. Dies fuhrt zur Aktivierung der
Histon-Deacetylase Hdal, was eine verstarkte Ausbildung von Hyphen nach sich zieht. Um zu
klaren, ob die eben erwahnten Komponenten fiir die Ausbildung des sch9-Phanotyps

bendtigt werden, wurden die jeweiligen Mutantenstamme wie in Abschnitt 3.4.4 untersucht.

e pbs2 (Stamm jjh31)
- Die MAPK-Kinase Pbs2 aktiviert die MAP-Kinase Hogl und spielt somit eine Rolle
bei der Stressantwort (Arana et al., 2005).
- Wie Ustiin (2012) bereits beobachten konnte, zeigte die pbs2-Mutante wie die
sch9-Mutante auf YPS-Agar einen hyperfilamentdsen Phanotypen.

o ptp2, ptp3 und ptp2 ptp3 (Stamme HLY4100, ptp3-deletant und HLY4101)
- Ptp2 und Ptp3 sind Tyrosin-Phosphatasen, die eine Rolle in der Regulation der
Hogl-Aktivitat besitzen (Su et al., 2013).
- Eine Deletion von PTP2 oder PTP3 tragt nicht zu einer Ausbildung von Hyphen bei,
werden jedoch beide Gene deletiert, kommt es zu einem Phanotypen, der der
sch9-Mutante dhnelt.

e hogl (Stamm CNC13)
- Die MAP-Kinase Hogl ist die zentrale Komponente des HOG-Signalweges, der fir
die Regulation der Stressantwort verantwortlich ist (San José et al., 1996).
-  Wie die sch9-Mutante zeigte die hogl-Mutante einen hyperfilament6sen
Phanotypen.

e skol (Stamm HZY2-1)

- SKO1 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der bei Stress durch Hogl aktiviert
wird. Weiterhin ist Skol ein transkriptioneller Repressor der Hyphenbildung
(Alonso-Monge et al., 2010).

- Wie der Wildtypstamm war die skol-Mutante nicht in der Lage Hyphen
auszubilden.

e brgl (Stamm TF022)
- Der Transkriptionsfaktor Brgl rekrutiert die Histon-Deacetylase Hdal an
hyphenspezifische Gene und wird fir die Biofilmbildung bendtigt (Lu et al., 2012;
Nobile et al., 2012).
- In Anwesenheit von Koffein zeigte die brgl-Mutante keine gesteigerte, sondern
eine stark verminderte Hyphenbildung.

e hdal (Stamm NDH3)
- HDA1 kodiert fiir eine Histon-Deacetylase, welche die Hyphenbildung stimuliert
(zacchi et al., 2010)
- Die hdal-Mutante zeigte keine phanotypischen Unterschiede zum
Wildtypstamm.
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YPS YPS YPS YPS
+ 1mM Koffein + 1mM Koffein

CAF2-1 SN250

sch9 hog1

pbs2 skol

ptp2 brgl

ptp3 hda1
ptp2 ptp3

Abb. 3.33: Hyphenbildung verschiedener Stamme in An- und Abwesenheit von Koffein. Die Stimme
CAF2-1 (WT), CCS3 (sch9), jjh31 (pbs2), HLY4100 (ptp2), ptp3-deletant (ptp3), HLY4101 (ptp2 ptp3),
SN250 (WT), CNC13 (hog1), HZY2-1 (sko1), TF022 (brg1) und NDH3 (hdal) wurden auf YPS-Platten in
An- und Abwesenheit von 1 mM Koffein ausplattiert. Nach 3 Tagen bei 0,2 % O,, 6 % CO, und 25 °C
wurde die Hyphenbildung beobachtet.

Die Ergebnisse deuten auf die reprimierenden Rollen von Pbs2 und Hogl unter den
getesteten Bedingungen hin. Weiterhin ist die gleichzeitige Anwesenheit der Phosphatasen
Ptp2 und Ptp3 fiir die Repression der Hyphenbildung notwendig. Bei Inhibierung von Torl
durch Koffein scheint die Aufrechterhaltung der Hyphenbildung durch Brgl beeinflusst zu
werden. Im Gegensatz zum Kontrollstamm (SN250) bildet eine brg1-Mutante in Gegenwart
von Koffein keine Hyphen aus. Einen weiteren Hinweis auf die Rolle von Brgl konnte durch
den relativen Transkriptspiegel des Gens gefunden werden. Der Wildtyptamm CAF2-1 sowie
die sch9-Mutante (CCS3) wurden unter hypoxischen Bedingungen, hohen CO,-
Konzentrationen und 25 °C in flissigem YPS-Medium angezogen. Anschliefend wurde die
Gesamt-RNA der Zellen isoliert (Abschnitt 2.6.4) und der Transkriptspiegel von HOG1 sowie

BRG1 in jeweils 2 biologischen Replikaten ermittelt.
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Abb. 3.34: Relative Transkriptspiegel von HOG1 und BRG1. Die Staimme CAF2-1 (WT) und CCS3
(Asch9) wurden unter hypoxischen Bedingungen (0,2 % 0,, 6 % CO, und 25 °C) in YPS-Medium
angezogen. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und der relative Transkriptspiegel von HOG1 und BRG1
mittels qPCR ermittelt. Es wurden jeweils zwei biologische Replikate (dunkel- und hellgraue Balken)
untersucht. Die Standardabweichungen beziehen sich auf die drei technischen Replikate, die von
jeder cDNA-Probe angefertigt worden sind.

In Abb. 3.34 wird gezeigt, dass es in der sch9-Mutante zu einer Hochregulation des BRG1-
Transkriptspiegels kommt. Eine Verdanderung des HOG1-Transkriptspiegels konnte unter den
genannten Bedingungen nicht beobachtet werden. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass
Brgl eine stimulierende Rolle in der Ausbildung des hyperfilamentosen Phanotypen der

sch9-Mutante hat.

3.4.7 Epistase-Untersuchungen zur Komplementation des sch9-Phanotyps

In Vorarbeiten wurde beobachtet, dass eine Uberexpression von TPK2 in einem sch9-
Deletionsstamm zu einem Verlust der Hyphenbildung fihrt (C. Stichternoth,
unveroffentlichte Daten). Epistase-Versuche kdnnen Hinweise geben, ob Komponenten des
PKA- und des HOG-Signalweges in den Sch9-Signalweg involviert sind und, ob sie oberhalb
oder unterhalb der Kinase im Signalweg agieren. Hierfiir wurden Uberexpressionsvektoren
mit verschiedenen Genen in die sch9-Mutante (CAS4) transformiert. Jeweils 2
Transformanten wurden auf ihre Morphologie hin untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb.

3.35 dargestellt.
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YPS YPS YPS YPS
+ 1mM Koffein + 1mM Koffein

Kontrolle 1 PBS2
Kontrolle 2 PTP2
Kontrolle 3 PTP3
SCH9 HOG1
RIM15 CEK1
RAs1 CPH1
CYR1 CzF1
TPK1 NRG1
TPK2 BCR1

EFG1

Abb. 3.35: Uberexpression verschiedener Gene in einem sch9-Deletionsstamm. Die sch9-Mutante
(CAS4) wurde mit den Plasmiden pDS1044-1 (Kontrolle 1), pRC2312 (Kontrolle 2), pSM2 (Kontrolle 3),
p2297S9 (SCHY), p2297R1 (RIM15), pQF145.2 (RAS1), pTEF2-CYR1 (CYR1), p2297T1 (TPK1), p2297T2
(TPK2), p2297UE (EFG1), pACT1-PBS2-GFP (PBS2), pBES119-PTP2 (PTP2), pBES119-PTP3 (PTP3),
pPCK1p-orf19.895 (HOG1), pPRDACT1CEK1 (CEK1), pLI19 (CPH1), p2297C (CZF1), p576 (NRG1),
pPRDACT1BCR1 (BCR1) und pPRDACT1CAP1 (CAP1) transformiert. Jeweils 2 Transformanten wurden
auf YPS-Platten in An- und Abwesenheit von 1 mM Koffein vereinzelt und fiir 3 Tage bei 0,2 % O,, 6 %
CO, und 25 °Cinkubiert.

Eine Uberexpression von TPK2 fiihrte, wie von Stichternoth bereits beobachtet, zur
Repression des sch9-Phanotyps. Der durch die Deletion von SCH9 hervorgerufene
hyperfilamentése Phinotyp wurde ebenfalls durch die Uberexpression von RASI
supprimiert. Eine Uberproduktion von Efgl oder der PKA-Isoform Tpkl fiihrt dagegen zu
keiner Verdnderung des Phdnotyps. Ebenso gab es keine Verdnderung bei Uberexpression
von PBS2, PTP2, PTP3 oder HOG1. Die Kinase Cekl phosphoryliert den Transkriptionsfaktor
Cphl, jedoch war durch Uberproduktion dieser Proteine ebenfalls kein Verlust der

Hyphenbildung zu beobachten. Dies war ebenfalls bei Uberproduktion der Proteine Czfl,



Ergebnisse 86

Nrgl, Bcrl und Capl zu beobachten. Eine Komplementation des sch9-Phanotyps konnte
somit nur durch eine Uberexpression von RAS1 oder TPK2 beobachtet werden. Dieses
unerwartete Ergebnis deutet darauf hin, dass moéglicherweise ein intermedidres Level dieser

Proteine notwendig ist, um die Hyphenbildung zu erméglichen.

3.5 Suche nach neuen Interaktionspartnern von Sch9 in C. albicans

Bei C. albicans hat Sch9 eine wichtige Rolle bei der Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen, erhéhten CO,-Konzentrationen und Temperaturen unter 37 °C. Da bisher
keine Zielproteine von Sch9 in C. albicans bekannt sind, sollten diese mit Hilfe des Hefe-Zwei-

Hybrid-Systems und einer C. albicans-,,Genbank” gesucht werden.

Das Zwei-Hybrid-System aus S. cerevisiae

Mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems ist es moglich, Interaktionspartner eines bekannten
Proteins in S. cerevisiae zu ermitteln. Dazu wurde in diesem Versuch der Transkriptionsfaktor
Gal4 verwendet, welcher aus einer Binde (BD)- und einer Aktivierungsdoméane (AD) besteht.
Die Bindedomadne interagiert mit der Upstream-Aktivatorsequenz (UAS), wodurch der
Transkriptionsfaktor in die Ndhe des Promotors fiir ein Reportergen gebracht wird. Die
Aktivierungsdomane |6st andererseits den Transkriptionsstart aus. Sind die Gene der beiden
Domadnen auf zwei separaten Expressionsvektoren kodiert, konnen durch Genfusion
Fusionsproteine erstellt werden, so dass ein Protein (X) mit der BD und ein anderes Protein
(Y) mit der AD fusioniert ist. Nur wenn X und Y Interaktionspartner sind kommt es zu einer
funktionellen Rekonstitution des Gal4-Transkriptionsfaktors, welcher die Expression von
Reportergenen (lacZ, HIS3, ADE2) einleitet.

In dieser Arbeit sollten neue Interaktionspartner von Sch9 gefunden werden. Dafir wurden
jeweils zwei Plasmide kotransformiert. Als ,,Kéder” wurde ein Plasmid eingesetzt, das fir ein
Sch9-BD-Fusionsprotein kodiert. Auf dem anderen Plasmid waren zufallige Fragmente des
gesamten C. albicans-Genoms (,,Genbank”) an die Sequenz der AD fusioniert. Das Plasmid
mit der Sequenz, die fiir die BD kodiert, beinhaltet weiterhin einen Selektionsmarker fir
Tryptophan (TRP1), wahrend das AD-Plasmid einen Leucin (LEU2)-Marker tragt. Dadurch

konnte die erfolgreiche Transformation beider Plasmide gewahrleistet werden.
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Anwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems

Fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden jeweils zwei Plasmide in den Stamm PJ69-4A
transformiert (Abschnitt 2.5.4). Als Negativkontrolle wurden die Plasmide pGBD-C1 und
PGAD-C1 zusammen transformiert, welche fiir die Gal4-Doméadnen ohne Fusionsprotein
kodieren. Das Plasmid pCL2 wurde zusammen mit pBD-C1 transformiert. pCL2 beinhaltet die
komplette Sequenz von GAL4 und dient somit als Positivkontrolle. In dieser Arbeit sollten
neue Interaktionspartner der Proteinkinase B Sch9 identifiziert werden. Dazu wurden
genomische ,,DNA-Banken” von C. albicans in Form der Plasmide pDYC-C1, pDYC-C2 und
pDYC-C3 verwendet. Diese enthalten Fragmente des gesamten Genoms von C. albicans (0,5
bis 3 kb), welche an die Sequenz der AD gebunden sind und alle 3 Leseraster abdecken. Die
Plasmide wurden jeweils mit dem Plasmid pWP9 transformiert, wobei hier Sch9 als , Koder”
an die BD des Gal4-Transkriptionsfaktors fusioniert worden war.

Die Transformation erfolgte wie in Abschnitt 2.5.4 beschrieben. 10 % der
Transformationsansatze wurden auf Platten ohne Leucin und Tryptophan ausplattiert (SD
-leu/-trp). Da dort nur Zellen liberleben konnten, die beide Plasmide aufgenommen haben,
dienten diese Platten als Kontrollen. Der restliche Ansatz wurde auf Platten inkubiert, die
zusatzlich kein Adenin enthielten (SD -leu/-trp/-ade). Da es sich bei ADE2 um ein
Reportergen handelt, kam es in Kolonien, die auf diesen Platten gewachsen sind, zu einer
Proteininteraktion zwischen Sch9 und einem unbekannten Interaktionspartner. Diese Platten

mussten bis zu einer Woche bei 30 °C inkubiert werden.

Tab. 3.3: Hefe-Zwei-Hybrid-System: Ubersicht der verwendeten Plasmide und Anzahl der
Transformanten.

BD-Plasmid | AD-Plasmid | Beschreibung Anzahl der Kolonien Transformations-

effizienz

(cfu/ug DNA)

SD -leu/-trp | SD -leu/-trp/-ade

pGBD-C1 pGAD-C1 Negativkontrolle 684 0 1710
pGBD-C1 pCL2 Positivkontrolle 1032 137 2580
pWP9 pGAD-C1 Selbstaktivierung 499 0 1247,5
pWP9 pDYC-C1 Genbanksuche 480 4 1200
pWP9 pDYC-C2 Genbanksuche 380 9 950
pWP9 pDYC-C3 Genbanksuche 375 2 937,5

Die aufgelisteten Plasmide wurden in den verschiedenen Kombinationen in den S. cerevisiae-Stamm
PJ69-4A kotransformiert. Von dem Transformationsansatz wurden 10 % auf SD -leu/-trp und 90 % auf
SD -leu/-trp/-ade Platten ausplattiert. Nach ca. 1 Woche wurden die erhaltenen Kolonien gezahlt und
die Transformationseffizienz bestimmt. AD = Aktivierungsdoméne, BD = Bindedomane.
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In Tab. 3.3 sind die verwendeten Plasmidkombinationen sowie die Anzahl der
Transformanten aufgelistet. Durch das Zdhlen der Kolonien auf SD -leu/-trp Platten wurde
die Transformationseffizienz bestimmt. Die Berechnung erfolgte wie in Abschnitt 2.5.4

beschrieben.

Um eine Proteininteraktion zu bestatigen, wurde in den insgesamt 15 Transformanten, die
auf SD -leu/-trp/-ade gewachsen sind, die Expression des Reportergens lacZ Uberpriift. Dies
erfolgte mit einem qualitativen Nachweis der B-Galaktosidase-Aktivitat (,X-Gal Overlay-
Assay”, Abschnitt 2.7.7). Fir die Negativkontrollen (Ansidtze pGBD-C1 + pGAD-C1 sowie

PWP9 + pGAD-C1) dienten Kolonien, die auf SD -leu/-trp gewachsen waren.

Negativkontrollen:
pGBD-C1 + pGAD-C1

pWP9 + pGAD-C1

Positivkontrolle:
pGBD-C1 + pCL2

pPWP9 + pDYC-C1 A~

pWP9 + pDYC-C2

pWP9 + pDYC-C3

Abb. 3.36: X-Gal-overlay der Transformanten, die auf SD -leu/-trp/-ade gewachsen sind. Die
Transformanten wurden auf SD -leu/-trp ausgestrichen und fur 3 Tage bei 30 °C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte der X-Gal-overlay wie in Abschnitt 2.7.7 beschrieben. Die Negativkontrollen
sind Kolonien, die auf SD -leu/-trp gewachsen sind.

Da alle 15 Transformanten im X-Gal-overlay eine Blaufarbung zeigten (Abb. 3.36), wurde mit
allen Kolonien weitergearbeitet. Fiir die Identifizierung der Interaktionspartner von Sch9
mussten die Plasmide, wie in Abschnitt 2.6.2 beschrieben, isoliert werden. Anschliefend
wurden sie in elektrokompetente E. coli-Zellen transformiert. Dadurch enthielten die E. coli-

Zellen entweder das bekannte Plasmid pWP9 oder das ,Bankplasmid”. Nach der Isolation
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der Plasmide konnten mit Hilfe einer Restriktonsanalyse mit Xmal und EcoRV die
Bankplasmide gezielt identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Letztendlich wurden die
Bankplasmide unter Verwendung des Primers ,,Y2H hin“, welcher vor der multiple cloning
site bindet, von der Firma Seglab sequenziert. Die erhaltenen Nukleotidsequenzen sind im
Anhang aufgefihrt (Abschnitt 9.1) und wurden einer BLAST-Analyse
(http://www.candidagenome.org) unterzogen. Die Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 3.4

aufgelistet.

Um die Protein-Protein-Interaktion zu verifizieren, wurde eine weitere Transformation
durchgeflihrt. Daflir wurde das Plasmid pWP9 jeweils mit den 15 isolierten Bankplasmiden in
den S. cerevisiae-Stamm PJ69-4A kotransformiert. Kolonien, die auf SD -leu/-trp/-ade
gewachsen sind, wurden erneut einem X-Gal-overlay unterzogen. Die Transformanten aller
Ansatze zeigten erneut eine Blaufarbung (Daten nicht gezeigt). Um eine Selbstaktivierung
auszuschlieBen, wurden die Bankplasmide auflerdem jeweils mit dem Plasmid pGBD-C1
transformiert. Falls Transformanten auf SD -leu/-trp/-ade beobachtet wurden, wurden diese
ebenfalls einem X-Gal-overlay unterzogen. Lediglich die Transformanten, die CEMI-
Sequenzen enthielten, wiesen eine Aktivierung des Reportergens lacZ auf (Daten nicht

gezeigt).

Anhand der Ergebnisse kann festgestelt werden, dass mogliche Interaktionspartner von Sch9
durch die Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems gefunden werden konnten.
Interessanterweise wurde ein Interaktionspartner durch die Verwendung aller 3
Bankplasmide identifiziert: ORF19.3533 ist in C. albicans noch nicht charakterisiert; das
orthologe Gen in S. cerevisiae ist EMI1. Dieses Gen kodiert fiir ein Protein mit einem , Twin
Cystein-x9-Cystein” und wird fur die Induktion des Transkriptionsfaktors Imel bendétigt

(Enyenihi und Saunders, 2003; Longen et al., 2009).
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Tab. 3.4: Ergebnisse der BLAST-Analyse der Bankplasmide.

Ursprung

Sequenz-
lange (bp)

Ubereinstimmung
(bp)

Zuordnung

Genname

Mégliche Funktion

(1) pDYC-C1

1444

313/313 (100 %)

orf19.3533

nicht charakterisiert.
Homolog in S. cerevisiae:
EMI1

(2) pDYC-C1

1021

313/313 (100 %)

orf19.3533

nicht charakterisiert.
Homolog in S. cerevisiae:
EMI1

(3) pDYC-C1

1326

803/807 (99,5 %)

orf19.1915

MPP10

Mogliche Komponente
des SSU-Prozessoms und
90S-Praribosoms

(4) pDYC-C1

1299

217/217 (100 %)

orf19.6719

HIR3

Mogliches Nukleosomen-
Assemblierungs-Protein

(5) pDYC-C2

1404

583/640 (91,1 %)

orf19.728

TS5C11

Protein dhnelt Tsc1lin S.
cerevisiae (Untereinheit
des TORC2-Komplexes)

(6) pDYC-C2

1364

457/483 (94,6 %)

orf19.5212

nicht charakterisiert.
Homolog in S. cerevisiae:
CST9 (SUMO E3 Ligase)

(7) pDYC-C2

1308

110/110 (100 %)

orf19.5977

CEM1

Protein dhnelt Cem1in S.
cerevisiae (Acyl-Carrier-
Protein)

(8) pDYC-C2

1428

110/110 (100 %)

orf19.5977

CEM1

Protein dahnelt Cem1in S.
cerevisiae (Acyl-Carrier-
Protein)

(9) pDYC-C2

1005

313/313 (100 %)

orf19.3533

nicht charakterisiert
Homolog in S. cerevisiae:
EMI1

(10) pDYC-C2

953

787/809 (97,3 %)

orf19.3999

nicht charakterisiert

(11) pDYC-C2

1006

899/905 (98,3 %)

orf19.6011

SIN3

Protein dhnelt Sin3 in

S. cerevisiae (Komponente
des Histon-Deacetylase-
Komplexes)

(12) pDYC-C2

929

831/831 (100 %)

orf19.1891

APR1

Vakuolare
Aspartatprotease

(13) pDYC-C2

1005

155/155 (100 %)

orf19.3409

SEC12

Moglicher GTP-
Austauschfaktor

(14) pDYC-C3

1219

313/313 (100 %)

orf19.3533

nicht charakterisiert.
Homolog in S. cerevisiae:
EMI1

(15) pDYC-C3

1275

383/387 (99%)

orf19.3328

nicht charakterisiert.
Homolog in S. cerevisiae:
HOT1
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4 Diskussion

C. albicans gehort zu den wichtigsten humanpathogenen Pilzen. Es handelt sich um einen
opportunistischen Erreger, der bei gesunden Menschen als Kommensale den
Gastrointestinal- und Oraltrakt besiedelt und durch das Immunsystem abgewehrt werden
kann. Kommt es jedoch zu einer Abschwachung des Immunsystems konnen oberflachliche
Hautinfektionen oder aber lebensbedrohliche systemische Mykosen entstehen (Odds, 1988).
Die Fahigkeit des Pilzes verschiedene morphologische Formen anzunehmen ist maRgeblich
fiir seine Virulenz. Dabei spielt der Wechsel zwischen der Hefe- und Hyphenform, der auch
als Dimorphismus bezeichnet wird, die grote Rolle. Als Hefezelle kann sich der Pilz (iber den
Blutstrom verbreiten, wahrend die Bildung von Hyphen der Adhdasion, Penetration und
Invasion von Wirtszellen dient (Kumamoto und Vinces, 2005). Die Aufklarung der
molekularen Mechanismen, die fir den Dimorphismus verantwortlich sind, kann zur
Verbesserung der Therapiemdoglichkeiten flhren.

Es ist bekannt, dass in C. albicans die AGC-Kinasen Tpkl, Tpk2 und Sch9 beim Wechsel
zwischen der Hefe- und Hyphenform bedeutende Rollen spielen. Die katalytischen
Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA), Tpkl und Tpk2, aktivieren den zentralen
Transkriptionsfaktor Efgl durch Phosphorylierung und steuern somit den Dimorphismus
(Bockmiihl und Ernst, 2001). Da C. albicans verschiedene Nischen im menschlichen Korper
besiedelt, sind Experimente unter reduzierten Sauerstoffkonzentrationen (Hypoxie) von
groRer Bedeutung. Es wird angenommen, dass die Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen von einem alternativen Signalweg gesteuert wird. Die Proteinkinase B Sch9
scheint Teil dieses Signalweges zu sein, da eine sch9-Mutante unter hypoxischen
Bedingungen, erhohten CO,-Konzentrationen und Temperaturen < 37 °C einen
hyperfilamentdsen Phdnotypen ausweist (Stichternoth, 2009).

Die Daten, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden, haben neue Erkenntnisse Uber
die Funktionen der AGC-Kinasen in C. albicans gebracht. Mit Hilfe von ChIP-chip-Analysen
konnten genomweite Zielsequenzen der PKA sowie von Sch9 unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen identifiziert und analysiert werden.

Vorarbeiten zeigten, dass Sch9 unter bestimmten Bedingungen (O,-Konzentrationen < 10 %,
CO,-Konzentrationen > 1 %, Temperaturen < 37 °C) ein Repressor der Hyphenbildung ist
(Stichternoth, 2009). Innerhalb dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob in C. albicans eine

Torl-Sch9-Rim15-Kaskade existiert. Durch die Konstruktion einer sch9 riml5 -
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Doppelmutante und Verwendung von TOR-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass eine
Tor1-Sch9-Kaskade fiir die Regulation der Hyphenbildung unter bestimmten hypoxischen
Bedingungen verantwortlich ist. Zusatzlich konnten durch Verwendung des Hefe-Zwei-

Hybrid-Systems potentielle Interaktionspartner von Sch9 identifiziert werden.

4.1 Zellulare Lokalisation der AGC-Kinasen

In dieser Arbeit wurde die zelluldre Lokalisation der HA-Epitop-markierten AGC-Kinasen aus
C. albicans mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 3.7). Es zeigte sich, dass
die Komponenten der PKA, unabhangig von den Wachstumsbedingungen, hauptsachlich im
Zytoplasma lokalisiert sind. Nur im Falle von Tpk2 konnte ein Teil des Proteins am Rande der
Zellkernhille beobachtet werden. Aufgrund der vielfaltigen Funktionen der Kinasen ist eine
partielle Lokalisation im Zellkern denkbar, die nicht durch Fluoreszenzmikroskopie
detektierbar ist. Fir die PKA ist bekannt, dass ihre zellulare Lokalisation speziesspezifisch ist.
Wahrend sich die PKA bei S. cerevisiae im Zellkern befindet, wurde in der Spalthefe S. pombe
sowie in Sdugern eine Lokalisation der Kinase im Zytoplasma beobachtet (Griffioen et al.,
2000; Matsuo et al.,, 2008; Beene und Scott, 2007). Tpkl aus S. cerevisiae ist weiterhin
zusammen mit Bcyl im Kern lokalisiert und wird erst durch die Bindung von cAMP an Bcyl in
das Zytoplasma freigesetzt (Griffioen et al., 2000). Fiir Tpkl1 aus C. albicans zeigten Cassola et
al. (2004), dass ein Tpk1-GFP-Fusionsprotein im Zellkern lokalisiert ist. Dabei wurde Tpk1 im
Wildtypstamm und nicht, wie in dieser Arbeit, in einer heterozygoten Mutante mit dem
Fusionsprotein markiert. Die Funktion der Tpk1l-GFP-Fusion wurde jedoch nicht bewiesen,
weshalb diese Lokalisationsdaten mit Vorsicht zu bewerten sind. Es kann also nicht
ausgeschlossen werden, dass die AGC-Kinasen aus C. albicans Aufgaben im Zellkern erfillen.
Eine zumindest partielle Lokalisation der PKA im Zellkern scheint auRerdem gegeben zu sein,
da durch ChIP-chip-Analysen innerhalb dieser Arbeit chromosomale Bindestellen der PKA
identifiziert wurden.

Im Falle von Sch9 konnte durch die Fluoreszenzmikroskopie eine Lokalisation im Zytoplasma,
aber nicht im Zellkern, von C. albicans beobachtet werden. Die ChlIP-chip-Analysen zeigten
jedoch eine Assoziation des Proteins mit allen Zentromerregionen und der rDNA, was dafir
spricht, dass ein gewisser Anteil von Sch9 im Zellkern agiert. Dieses Ergebnis stimmt mit der

Lokalisation des Proteins in S. cerevisiae (iberein, da bekannt ist, dass Sch9 ein Chromatin-
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assoziierter Aktivator von Genen der Osmostress-Antwort ist (Pascual-Ahuir und Proft,

2007).

Um Hinweise auf die zelluldre Lokalisation der Kinasen auf bioinformatischer Ebene zu
erhalten, wurden die Proteinsequenzen von Tpkl, Tpk2, Bcyl und Sch9 auf Im- und
Exportsignale analysiert. Dabei ist zu beachten, dass Proteine, die grofRer als ca. 60 kDa sind,
nicht durch Diffussion durch die Kernporen gelangen kénnen, sondern aktiv transportiert
werden missen. Fir einen aktiven Im- und Export werden Kernlokalisierungssequenzen
(,nuclear location signal“, NLS) bzw. Exportsignale (,nuclear export signal“, NES) bendtigt
(Moroianu, 1998). NLS sind Abfolgen von basischen Aminosduren (insbesondere Lysin), die
aus einem einzelnen oder einem zweigeteilten Signal (mono- und bipartite) bestehen
konnen (Kalderon et al., 1984; Dingwall et al., 1988). NES hingegen sind kurze Leucin-reiche
Sequenzen (la Cour et al., 2004). Fur die intrazellulare Lokalisation eines Proteins ist ein
Gleichgewicht zwischen NLS und NES entscheidend (Nguyen et al., 2002).

Mit Hilfe der Programme ,cNLS Mapper“ (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-
bin/NLS_Mapper_form.cgi; Kosugi et al., 2009) und ,NES Finder”
(http://research.nki.nl/fornerodlab/NES-Finder.htm) wurde nach maoglichen NLS und NES
innerhalb der Proteinsequenzen der Kinasen gesucht (Tabelle 4.1). Fir Tpkl und Tpk2
konnte jeweils eine moégliche monopartite NLS-Sequenz gefunden werden. Becyl besitzt zwei
und Sch9 vier potentielle bipartite NLS-Sequenzen. Es wurde jedoch durch cNLS Mapper
vorhergesagt, dass alle Proteine im Zytoplasma vorliegen, da die ,scores” der Sequenzen
unterhalb eines Schwellenwertes fiir die Kernlokalisation liegen. Tpk1 besitzt weiterhin zwei
mogliche NES-Signale, wahrend Tpk2, Bcyl und Sch9 jeweils eine Signalsequenz fir den
Export tragen.

Durch die Daten der bioinformatischen Analyse ist es eher unwahrscheinlich, dass die AGC-
Kinasen durch aktiven Transport in den Zellkern gelangen. Moglicherweise kénnten die
molekularen Massen von Tpk1 (46,7 kDa), Tpk2 (50,7 kDa) und Bcy1 (50,2 kDa) dazu fihren,
dass diese Proteine getrennt voneinander in den Zellkern diffundieren. Denkbar wére auch,
dass die Kinasen durch Bindung an ein aktiv transportiertes Protein (z.B. einen
Transkriptionsfaktor) in den Kern gelangen. Hinweise dazu liefern ebenfalls die ChIP-chip-
Analysen: Die drei Proteine zeigten Unterschiede in der chromosomalen Lokalisation, was
darauf hindeutet, dass es nicht zu einer Bindung an das Genom in Form eines PKA-

Holoenzyms kommt.
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Tab. 4.1: Vorhergesagte NLS und NES der AGC-Kinasen.

Protein | score |Sequenz (NLS) Protein |Sequenz (NES)
Tpk1l 2 | KVLKKQRVV Tpk1l SIRSLNDINL
Tpk2 2,5 MVNLLKKLHIT AIEYLHSLDI
Bcyl 2,9 | LOKEIISKNPQDVLQFCANYFNTKLQA Tpk2 MVNLLKKLHI
2 | TLGKSGFQRLLGPVVEVLKEQDPTKSQDPT Bcyl VCWALDRLTF
Sch9 2 | FGNYKKESSLQSPTPPPSAHSSQEQHHKSNTE Sch9 KMVDFWSLGV

2,9 [ NYKKESSLQSPTPPPSAHSSQEQHHKSNTEE

2,2 | GHIKIKWEYTSFDNNIKRSYGP

2,7 | RNPKHRLGATDDARELKAHPF

Dargestellt ist die Anzahl und die Sequenz der vorhergesagten NLS durch das Programm "cNLS
Mapper" sowie NES durch , NES Finder”. Jeder NLS wird ein score (1-10) zugewiesen, der vorhersagt
in welchem Kompartiment sich das Protein wahrscheinlich befindet. Dabei steht ein score von 1-2 fir
eine Lokalisation im Zytoplasma und ein score von 8-10 besagt, dass das untersuchte Protein
wahrscheinlich ausschlieRlich im Zellkern lokalisiert ist (Kosugi et al., 2009).

Aus den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie sowie den Daten der bioinformatischen
Analyse lasst sich daher schlussfolgern, dass die AGC-Kinasen hauptsachlich im Zytoplasma
und nur teilweise im Zellkern lokalisiert sind. Da es innerhalb dieser Arbeit moglich war,
genomweite Bindesequenzen der Kinasen zu ermitteln, kann angenommen werden, dass die
Kinasen auch Funktionen im Zellkern wahrnehmen. Hierbei ist es unklar, ob die Kinasen

passiv durch Diffusion oder durch einen aktiven Transport in den Zellkern gelangen.

4.2 Tpkl und Tpk2 haben chromosomale Binderegionen unter Hefewachstums- und
Hypheninduktionsbedingungen

Vorangehende Untersuchungen in S. cerevisiae hatten die Assoziation der MAP-Kinasen
Hogl, Fus3, Kss1 sowie zwei der drei PKA-Isoformen an Zielgene ihrer Signalwege gezeigt
(Pokholok et al., 2006). Um zu kldren, ob Kinasen in C. albicans ebenfalls genomweite
Binderegionen besitzen, wurde in dieser Arbeit die ChIP-chip-Methode angewendet. Durch
den Einsatz dieser Methode konnten fiir die Isoformen der katalytischen (Tpkl und Tpk2)
sowie flr die regulatorische Untereinheit der PKA (Bcyl) Binderegionen auf allen acht
Chromosomen von C. albicans unter Hefewachstums- bzw. Hypheninduktionsbedingungen

gefunden werden (siehe Anhang, Tabellen 9.1 bis 9.5). Bei pathogenen Pilzen ist dieses
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Ergebnis der erste Nachweis einer Assoziation von Kinasen an genomische Bereiche.
Dadurch konnten neue potentielle Zielgene der Kinasen und somit auch des PKA-

Signalweges gefunden werden.

Es zeigte sich, dass die beiden Isoformen der katalytischen Untereinheit der PKA (Tpk1 und
Tpk2) unterschiedliche Binderegionen und -muster besitzen und, dass diese zusatzlich von
den Wachstumsbedingungen abhangen. Tpkl und Tpk2 besitzen nur wenige gemeinsame
Zielgene unter den beiden getesteten Wachstumsbedingungen. Tpkl hat 30 min nach
Hypheninduktion komplett andere Binderegionen und somit Zielgene, als unter
Hefewachstumsbedingungen. Im Gegensatz dazu konnte fir Tpk2 gezeigt werden, dass diese
Kinase 32 Gene in der Hefe- und der Hyphenform regulieren kdnnte. Weiterhin erbrachte die
ChIP-chip-Analyse die Erkenntnis, dass Tpkl und Tpk2 unter Hefewachstumsbedingungen
hauptsachlich innerhalb von kodierenden Regionen lokalisiert sind (45,8 % bzw. 49,3 %),
wahrend an diesen Regionen unter Hypheninduktionsbedingungen nur noch wenige
Bindestellen vorhanden sind (2,6 % bzw. 8,8 %). Unter diesen Bedingungen sind die
Isoformen verstarkt aullerhalb von kodierenden Bereichen (Promotorregionen) zu finden
(39,5 % bzw. 57,4 %).

Unter Zuhilfenahme des Gen-Ontologie (GO)-Analyseprogramms
(http://www.candidagenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder) und in Zusammenarbeit mit
Prashant Desai wurde nach signifikanten, gemeinsamen Kategorien der Gene gesucht, die
eine PKA-Bindestelle in ihrer kodierenden Region oder Stromaufwarts-Region beinhalten. Im
Falle von Tpkl konnten keine gemeinsamen GO-Kategorien fiir die Gene gefunden werden,
wahrend die Zielgene von Tpk2 unter Hefewachstums- und Hypheninduktionsbedingungen
in die Uberkategorien , Biologischer Prozess” und ,,Molekulare Funktion“ eingeteilt werden
konnten (Tabelle 4.2).

Unter Hefewachstumsbedingungen wurden Gene gebunden, die fiir Transkriptionsfaktoren
des Kohlenstoffmetabolismus kodieren (z.B. Rcal, Snf5, Tupl). Tpk2-Bindestellen wurden
aullerdem in Genen gefunden, die fiir Komponenten der MAPK-Kaskade kodieren (Cek1,
Msb2). Gemeinsam mit dem PKA-Signalweg reguliert die MAPK-Kaskade das
Hyphenwachstum (Lo et al., 1997; Sonneborn et al., 2000). Der Einfluss von Tpk2 auf die
Expression von Genen der MAPK-Kaskade konnte eine bessere Regulation der

Hyphenbildung erméglichen.
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30 min nach Hypheninduktion bindet Tpk2 verstdrkt an Promotorregionen von Genen, die
das filamentose Wachstum regulieren (40 Gene; z.B. BRG1, HGC1, RAS1). Weiterhin kodieren
20 Zielgene von Tpk2 fiir Transkriptionsfaktoren, wobei viele von ihnen Zinkfinger-Motive
enthalten (z.B. Zcf3, Zcf7, Zcf20, Zcf21, Zcf23). Die Tatsache, dass es sich bei den bereits
charakterisierten Genen hauptsachlich um Transkriptionsfaktoren handelt, die Einfluss auf
das filamentose Wachstum haben, gibt Hinweise auf die Funktion der bisher noch

uncharakterisierten ORFs, die von Tpk2 gebunden werden.

In Vorarbeiten wurden ChIP-chip-Analysen fiir den Transkriptionsfaktor Efgl angefertigt
(Lassak et al., 2011). Da vermutet wird, dass die PKA-Isoformen Efgl regulieren, ware es
denkbar, dass die Proteine dhnliche Zielgene besitzen. Die Tpk2-Zielgene, die einer GO-
Kategorie zugeordnet werden konnten, wurden dahingehend untersucht, ob es sich dabei
auch um Efgl-Zielgene handelt (Tabelle. 4.2). Besonders unter
Hypheninduktionsbedingungen zeigte sich, dass viele Zielgene von Tpk2 ebenfalls von Efgl
unter Hefewachstums- (Lassak et al., 2011), Hypheninduktions- (Lassak et al., 2011; Lu et al.,
2008) oder Biofilm-induzierenden Bedingungen (Nobile et al., 2012) gebunden werden. Es
fiel aullerdem auf, dass viele Zielgene von Tpk2 mit denen der NAD-abhangigen Histon-
Deacetylase Set3 (Hnisz et al., 2012) korrelieren, wobei Set3 hauptsachlich an den ORFs der
Gene lokalisiert ist. Interessanterweise bindet Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen
auch an den Promotor des SET3-Gens und konnte dadurch die Transkription des Gens
regulieren. Die Tpk2-Zielgene, die ebenfalls Efgl- und/oder Set3-Bindestellen besitzen,

wurden in Tabelle 4.2 markiert.
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Tab. 4.2: Gen-Ontologie (GO)-Zuordnung der Gene, die unter Hefewachstums- (A) oder
Hypheninduktionsbedingungen (B) mit Tpk2-Binderegionen assoziiert sind.

A. Hefewachstumsbedingungen

GO-
Uberkategorie

GO-Kategorie

Gene'

Biologischer
Prozess

Positive Regulation
biologischer Prozesse

ANBI1 ASF1 CAT8* CEK1%* CST20* CTA26% CTA3 DEF1°**
EFGI**®* ORF19.676 MSB2“* NOT3* PDC2 RCA1* RIMS*
SBA1% SFL1™* SHA3*™* SNF5* SPT5* SPT6* SWI1™ YVHI*
ZCF10 ZCF31 ORF19.2664 ORF19.3080 ORF19.3328
ORF19.4906 ORF19.5459

Positive Regulation
makromolekularer,
metabolischer Prozesse

ANBI1 ASF1 CATS* CST20* CTA26% CTA3 EFG1°“* NOT3*
PDC2 RCA1* SBA1% SFL1%* SHA3* SNF5* SPT5* SPT6"
SWI1* ORF19.2664 ORF19.3328 ORF19.4906 ORF19.5459

Kohlenstoffkatabolismus-
abhangige Regulation der
Transkription

CATS8* RCA1* SNF5* SPT6* SWI1* TUP1%*

B. Hypheninduktionsbedingungen

GO-
Uberkategorie

GO-Kategorie

Gene'

1.
Biologischer
Prozess

Zellwachstum

AAF1** ACT1%* ADA2* AHR1** BGL2 BNA4* BNI4*
BRG1%* CLN3** DUR3* ERG5* HGC1°* HWPI1* |RO1°*
LPD1* MSB2°* MYO2* OSH3* PGA59°* PHR2* PMT1*
PTP1* RASI®* RFX2* RIM101°“* ROB1%* RPL6* SET3*
SFLI* SHA3*“* SHE3* SOG2* SPT3* SSN6™* STp2e*
STP4%* TPS2%* \/pS21* VPS41* ZCF7* ORF19.4597
ORF19.6874

filamentoses Wachstum

AAF1™* ACT1%* ADA2* AHRI** BNA4* BNI4* BRG1%*
CLN3™* DUR3* ERG5* HGC1®* IRO1°* LPD1* MSB2*
MYO2* OSH3* PGA59%* PHR2* PMT1* PTP1* RAS1’*
RFX2* RIM101°°* ROB1°* RPL6* SET3* SFL1°* SHA3 "%
SHE3* SOG2* SPT3* SSN6“** STP2°* STP4%* TpS2de*
VPS21* VPS41%* ZCF7* ORF19.4597 ORF19.6874

Zellkommunikation

AHRI** ARF2 BNA4* BNI4* BRG1%* DHH1 DUR3* ERG5
GAL4" KIS2° MSB2°* PMT1* RAS1°* REG1 RIM101%*
RPL6 RTS1 SET3* SHA3*“®* SHE3* SOG2* SOK1° TPS2%*
VPS21* VPS41%* ZCF20 ORF19.1142 ORF19.177
ORF19.1994 ORF19.2726 ORF19.3936 ORF19.4488

Regulation des
filamentosen Wachstums

AHR1? BRG1%* CLN3** HGC1%* MSB2* MYO2* RAS1"*
RFX2* RIM101°** ROB1%* SET3* SFL1* SPT3* SSN6“*
STP2°* ZCF7*

Multiorganismen Prozess

AAF1*** ADA2* AHR1** BGL2 BRG1%* CRZ2* DHH1
ECEI°®* FCR3° GPM1 HGC1°* HWPI®** HYRI®* IRO1*
OSH3* PHR2* PMT1* RAS1°* RBT1 RBT4 RFX2*
RIM101%®* ROB1%* SET3* SFL1°* SHE3* SPT3* SSN6*
TPS2%* VvPS21*
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2. Molekulare | Nukleinsiurebindung; ADA2* AHR1°* BRG1%* CRZ2* FCR3 GAL4"™ RFX2*
Funktion Transkriptionsfaktor- RIM101°* ROB1%* SFL1* STP2°*** STP4%* ZCF20 ZCF21
Aktivitat ZCF23 ZCF7* ORF19.2743 ORF19.3328 ORF19.4125
ORF19.4972
Sequenzspezifische DNA- | AHRI®* GAL4® RIM101°** ROB1" STP2°“** ZCF20 ZCF21
Bindung; ZCF23 ZCF3* ZCF7* ORF19.2743 ORF19.3328
Transkriptionsfaktor-
Aktivitat

'Rot markiert: Bindung von Tpk2 innerhalb des ORFs; blau markiert: Bindung von Tpk2 am Promotor
und ORF; schwarz markiert: Bindung von Tpk2 am Promotor. **¢ Efgl bindet an Promotorregion
unter *Hefewachstums- , "Hypheninduktionsbedingungen oder wiahrend der “Biofilmbildung (Lassak
et al.,, 2011; Lu et al., 2008; Nobile et al., 2012). de Set3-Bindung unter YHefewachstums- oder
*Hypheninduktionsbedingungen (Hnisz et al., 2012). *Gene, die wihrend des filamentdsen
Wachstums hochreguliert sind (Arnaud et al., 2005; Nantel et al., 2002).

Die Analyse des Bindeverhaltens der PKA-Isoformen ldsst folgenden funktionellen Ablauf
vermuten: Entsprechend ihrer Funktionen sind die Kinasen unter
Hefewachstumsbedingungen an verschiedenen kodierenden Regionen lokalisiert. Wird das
Hyphenwachstum induziert, andert sich das Bindemuster und die Kinasen sind verstarkt an
Promotorregionen lokalisiert. Im Falle von Tpk2 handelt es sich hierbei um Gene, die das
filamentdse Wachstum regulieren. Dies kdnnte bedeuten, dass Tpk2 die Hyphenbildung
nicht nur durch die Aktivierung von Efgl reguliert, sondern auch durch die (in)direkte
Regulation von Genen, die am filamentésen Wachstum beteiligt sind. Dabei handelt es sich
hauptsachlich um Gene, deren Expression wahrend des filamentésen Wachstums induziert
wird. Weiterhin konnte fiir viele der von Tpk2 gebundenen Gene gezeigt werden, dass Efgl
in ihrer Promotorregion bindet, was die Vermutung zuldsst, dass diese Gene einer Ko-
Regulation von Tpk2 und Efgl unterliegen. Da viele der Tpk2-Zielgene eine Set3-Bindestelle
in ihrem ORF besitzen, kann zusatzlich eine gemeinsame Regulation der Gene mit Set3
vermutet werden.

In dieser Arbeit wurde die Mdglichkeit, dass die katalytischen Untereinheiten der PKA durch
ihre regulatorische Untereinheit Bcyl an Zielgene rekrutiert werden, untersucht. Dies
erschien moglich, da in S. cerevisiae Tpk1l zusammen mit Bcyl im Kern lokalisiert ist und Tpk1
erst nach Aktivierung der PKA durch die Bindung von cAMP an Bcyl in das Zytoplasma
gelangt (Griffioen et al., 2000). Allerdings konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in C.
albicans Bcyl ein komplett anderes Bindemuster als Tpkl und Tpk2 besitzt. Dies bedeutet,

dass die katalytischen Untereinheiten unabhangig von der regulatorischen Untereinheit
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genomweite Bindestellen einnehmen. Es kommt nicht zu einer Bindung des PKA-Holoenzyms
an Zielgene der PKA. Letztendlich spiegeln die Unterschiede der chromosomalen
Binderegionen der PKA ihre unterschiedlichen Funktionen wider. Dies erscheint plausibel, da
bereits gezeigt werden konnte, dass die PKA-Isoformen unterschiedliche Funktionen

besitzen (Bockmiihl et al., 2001).

4.3 Eine Promotorlokalisation von Tpk2 unter Hypheninduktionsbedingungen korreliert
mit dem Transkriptspiegel
Durch ChIP-chip-Analysen unter Hypheninduktionsbedingungen wurde gezeigt, dass die PKA-
Isoformen unter diesen Bedingungen verstarkt an nicht-kodierenden Bereichen bzw.
Promotorregionen im Genom von C. albicans lokalisiert sind (Abb. 3.17). Dies lieR die
Vermutung zu, dass die Kinasen unter diesen Wachstumsbedingungen einen Einfluss auf die
Transkription dieser Gene haben. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
Anwesenheit von Tpk2 an Promotorregionen die Expression der hyphenspezifischen Gene
HYR1 und ECE1 sowie SOK1, welche fir eine Kinase kodiert, beeinflusst. Die
Transkriptspiegel dieser Gene waren in Zellen einer tpk2-Mutante deutlich erhoht bzw.
erniedrigt, was bedeutet, dass die PKA-Isoform eine Rolle in der Regulation der
Genexpression spielt. Dabei ist unklar, ob Tpk2 die Gene direkt oder indirekt tiber z.B. den
Transkriptionsfaktor Efgl reguliert. Lassak et al. (2011) fihrten ChIP-chip-Experimente zum
Nachweis von Efgl-Bindestellen unter denselben Bedingungen wie in dieser Arbeit durch
und konnten keine Bindung von Efgl an die Promotorregionen von HYR1, ECE1 und SOK1
nachweisen. Erst spat nach der Induktion von Hyphen bzw. unter Biofilm-induzierenden
Bedingungen bindet der Transkriptionsfaktor in der Ndhe dieser Regionen (Lu et al., 2008;
Nobile et al., 2012).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine Lokalisation von Tpk2 unter
Hefewachstumsbedingungen innerhalb des MSB2-ORFs keinen Einfluss auf das MSB2-
Transkript hat (Abb. 3.22). 30 min nach Hypheninduktion ist Tpk2 an dem intergenischen
Bereich zwischen ORF19.1488 und MSB2 lokalisiert. Wahrend das MSB2-Transkript weiterhin
unverandert blieb, zeigte sich in einer tpk2-Mutante eine Hochregulation des schwachen
ORF19.1488-Transkriptspiegels.
Daher lasst sich schlussfolgern, dass die Bindung von Tpk2 kurz nach Induktion der

Hyphenbildung an Promotorregionen mit einer Verdanderung der Transkriptspiegel der
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jeweiligen Gene korreliert, wahrend eine Bindung von Tpk2 innerhalb eines ORFs unter
Hefewachstumsbedingungen keinen Einfluss auf die Transkription hat. Tpk2 spielt somit eine
wichtige Rolle in der Regulation der Transkriptspiegel von Genen, deren Expression kurz
nach Hypheninduktion reguliert wird. Die Tatsache, dass viele Zielgene von Tpk2 und Efgl
korrelieren (Tabelle 4.2) spricht dafiir, dass diese Gene einer gemeinsamen Regulation von
Tpk2 und Efgl unterliegen. Hinweise darauf konnte auch durch die Vorhersage von
Konsensus-Bindesequenzen gewonnen werden (Abb. 3.12 und Abb. 3.19). Fir Tpkl und Tpk2
wurden AG- und AC-reiche Binderegionen identifiziert, wobei flir Efgl dhnliche Sequenzen
beobachtet werden konnten (Lassak et al., 2011). In Anbetracht dessen kann man sich ein
Modell vorstellen, indem die Aktivierung/Phosphorylierung von Efgl durch Tpk2 an
Promotoren von Genen stattfindet, die von beiden Proteinen reguliert werden. Die
Aktivierung kann zlgig vollzogen werden, da Tpk2 bereits in ,Bereitschaft” sitzt, was eine

ebenfalls zligige Regulation des Zielgens beglinstigt.

4.4 Tpkl ist ein Repressor der SSD1-Transkription

Fir die PKA-lsoform Tpkl wurden im Gegensatz zu Tpk2 nur wenige genomische
Binderegionen gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass Tpkl ein Repressor der SSD1-
Transkription zu sein scheint, da es bei Abwesenheit des Proteins zu einer Hochregulation
des SSD1-Transkriptes kommt (Abb. 3.20). SSD1 spielt eine Rolle in der Resistenz gegenliber
antimikrobiellen Peptiden (Gank et al., 2008). Die Rolle der PKA-Isoformen bei der Abwehr
dieser Peptide ist noch unbekannt. C. albicans ist gegeniliber dem antimikrobiellen Peptid
Histatin-5 sensitiv (Edgerton et al., 1998). In ersten Versuchen wurde beobachtet, dass die
Abwesenheit von Tpk2, aber nicht Tpk1, einen geringen Einfluss bei der Resistenz gegenilber
Histatin-5 hat. Bei einem Histatin-5-Assay auf Agarplatten (nach Szafranski-Schneider et al.,
2012) zeigte sich in einer tpk2-, aber nicht in einer tpk1-Mutante, eine leichte Reduktion der
Lebensfahigkeit. Wahrend 35 % der WT-Zellen und 30 % der Zellen einer tpk1-Mutante eine
Behandlung mit 3 pg Histatin-5 Uberlebten, konnten nur 19 % der tpk2-Zellen diese

Behandlung tiberstehen (A. Schakel, unveroffentlichte Daten).
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4.5 Regulation von EFG1 durch Tpk1 und Tpk2

Efgl ist in C. albicans ein zentraler Transkriptionsfaktor, der durch die PKA-Isoformen Tpk1
und Tpk2 aktiviert wird und den Morphogenesewechsel zwischen der Hefe- und
Hyphenform steuert. EFG1 unterliegt einer negativen Autoregulation, da kurz nach der
Induktion von Hyphen die Expression des Gens drastisch herunterreguliert wird. Auch wenn
der Transkriptionsfaktor anfanglich fur die Ausbildung von Hyphen bendtigt wird, stort die
permanente Anwesenheit des Proteins die Morphogenese (Tebarth et al., 2003). Durch ChlP-
chip-Analysen  konnten Lassak et al. (2011) =zeigen, dass Efgl unter
Hefewachstumsbedingungen an seinem eigenen Promotor lokalisiert ist, wobei zwei
Hauptbindesequenzen identifiziert werden konnten. Dabei ist der EFG1-Promotor stark aktiv
und der EFG1-Transkriptspiegel stabil. Wird die Hyphenbildung induziert, reprimiert Efgl die
EFG1-Promotoraktivitdat, was einen schnellen Abfall des EFG1-Transkriptspiegels zur Folge
hat. Die Reprimierung des EFGI-Promotors durch Efgl ist nur innerhalb eines engen
Zeitfensters moglich. AnschlieRend dissoziiert das Protein von seinem Promotor (Lassak et
al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Herabregulation der EFGI-Promotoraktivitat
nicht nur von Efgl, sondern auch von der Anwesenheit von Tpk2 abhangt (Lassak et al.,
2011).

Die ChIP-chip-Analysen von Tpkl und Tpk2 zeigten, dass beide PKA-Isoformen an dem
Promotor und an der kodierenden Region von EFG1 binden. Wahrend Efgl unter
Hefewachstumsbedingungen an seinem eigenen Promotor lokalisiert ist, bindet Tpk2 an den
EFG1-ORF. 30 min nach Hypheninduktion dissoziiert nicht nur Efgl von seinem eigenen
Promotor, auch Tpk2 ist nicht mehr an der vorherigen Bindestelle zu finden. Unter diesen
Bedingungen konnten jedoch fiir Tpk1 signifikante Bindestellen an der Promotorregion von
EFG1 identifiziert werden. Dabei handelt es sich zudem um eine der Hauptbinderegionen
von Tpkl (Abb. 3.13). Interessanterweise Uberlappt diese Binderegion mit einer der beiden
Hauptzielsequenzen, an welche Efgl unter Hefewachstumsbedingungen bindet.

Die Ergebnisse bekraftigen die Annahme, dass Tpk2 an der Herabregulation der EFG1-
Promotoraktivitat beteiligt ist. Das Modell der Regulation von EFG1 durch die PKA-Isoformen
ist in Abb. 4.1 dargestellt. Die Anwesenheit von Tpk2 und Efgl an dem EFG1-Locus kdnnte zu
einer schnellen Herabregulation des EFG1-Transkriptes fiihren. So ist es moglich, dass Tpk2
Efgl unter Hefewachstumsbedingungen an seinen eigenen Promotor rekrutiert, was eine

konstante Expression von EFG1 zur Folge hat. Durch die Lokalisation an dem ORF von EFG1
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sitzt die PKA-Isoform auBerdem in ,Bereitschaft” um eine schnelle Aktivierung von Efgl am

Anfang der Hypheninduktion zu gewahrleisten.

A. Hefewachstum

e/
\Tpk P P Tpk
e GG

B. Hypheninduktion
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P K /K p
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Abb. 4.1: Modell zur Regulation von EFG1 durch Tpk1 und Tpk2. Modifiziertes Modell nach Lassak et
al., 2011. (A) Unter Hefewachstumsbedingungen bindet Tpk2 an dem ORF von EFG1. Die Kinase
rekrutiert den Transkriptionsfaktor Efgl an seine zwei Hauptbinderegionen. (B) Wa&hrend der
Hypheninduktion wird Efgl ziigig von Tpk2 phosphoryliert, was in einer Dissoziation von Efgl
resultiert. Dies fUhrt zu einer drastischen Senkung der EFGI-Promotoraktivitdt, welche
moglicherweise zusatzlich auf die zligige Bindung von Tpk1l zurlickzufihren ist. Die Kinase bindet an
eine der Hauptzielsequenzen, an die Efgl unter Hefewachstumsbedingungen bindet und innerhalb
des EFG1-ORFs.

Eine Aktivierung von Efgl durch Tpk2 in Form einer Phosphorylierung ist denkbar, konnte
jedoch noch nicht nachgewiesen werden. Lassak et al. (2011) konnten zeigten, dass Efgl
bereits unter Hefewachstumsbedingungen stark phosphoryliert ist. Dennoch wird
angenommen, dass es nach Induktion der Hyphenbildung zu einer zusatzlichen
Phosphorylierung kommt, welche aber durch eine SDS-PAGE bisher nicht nachweisbar war
(Lassak et al., 2011). Letztendlich konnte die Aktivierung von Efgl durch Tpk2 dazu fihren,
dass Efgl den EFG1-Promotor reprimiert und beide Proteine vom EFGI1-Locus dissoziieren.
Wahrenddessen bindet Tpkl innerhalb des EFG1-Promotors an eine der
Hauptbindesequenzen von Efgl sowie an dessen ORF. Dies kdnnte eine erneute Bindung von
Efgl und somit eine Hochregulation des EFGI-Promotors verhindern. Insgesamt scheinen
beide PKA-Isoformen eine Rolle in der Regulation von EFG1 zu spielen, wobei sich die

Regulationsmuster stark unterscheiden.
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4.6 Sch9ist ein Zentromer-assoziiertes Protein in C. albicans

Die genomische Lokalisation der AGC-Kinase Sch9 zeigte eine Bindung des Proteins an alle
acht Zentromere (CEN) von C. albicans (siehe Anhang, Abb. 9.2). Dies wurde unter
normoxischen sowie hypoxischen Bedingungen beobachtet. Vergleichende ChlIP-chip-
Analysen von Sch9 in S. cerevisiae zeigten keine CEN-Assoziation des Proteins. Es muss
jedoch beachtet werden, dass die CENs verschiedener Organismen sehr stark variieren.
Holozentrische CENs kdnnen Uber das ganze Chromosom verteilt sein, wohingegen sich
monozentrische CENs auf eine Region auf dem Chromosom beschranken. Bei den meisten
Organismen findet man die drei Typen der monozentrischen CENs: Punktzentromere sowie
kleine und grolRe regionale CENs (Sanyal, 2012). S. cerevisiae besitzt kleine (ca. 125 bp)
Punktzentromere, welche nur Gber ihre DNA-Sequenz definiert sind und daher konservierte
Protein-Bindemotive besitzen. Hohere Eukaryoten besitzen kleine oder grol3e regionale CENs
ohne konservierte Bindemotive, die wesentlich gréBer als Punktzentromere sind (bis 4000
kb) und aus AT-reichen, repetitiven DNA-Sequenzen bestehen (Sanyal, 2012; Cleveland et al.,
2003; Sanyal et al., 2004). Die kleinen, regionalen CENs von C. albicans umfassen 4,2 bis 18,2
kb und besitzen keine ORFs (Sanyal et al., 2004). Die unterschiedlichen Bindungsverhalten
von Sch9 in C. albicans und S. cerevisiae lassen sich daher moglicherweise durch ihre
unterschiedlichen CENs erklaren. Durch Verwendung des Programms ,RSAT dyad-analysis
(spaced pairs)“ (van Helden et al., 2000) wurde innerhalb der Sch9-Bindestellen nach einem
Bindemotiv fiir Sch9 aus C. albicans gesucht; es konnte jedoch keine Konsensussequenz
gefunden werden. Dieses Ergebnis steht im Einklang damit, dass regionale CENs kein
bestimmtes Protein-Bindemotiv besitzen.

Die Funktion der CENs ist es, eine Plattform fir die Entstehung des Kinetochors zu bilden.
Der Kinetochor ist ein Proteinkomplex der als Anhaltspunkt fiir die Anheftung der
Mikrotubuli  des  Spindelapparates dient und daher essentiell fir die
Chromosomensegregation in der Mitose und Meiose ist (Sanyal und Carbon, 2002). Auch in
den Spindelkontrollpunkt-Mechanismus ist der Kinetochor involviert. Hierbei wird dafiir
gesorgt, dass die Chromatiden erst bei korrekter Interaktion des Kinetochors mit den
Mikrotubuli voneinander getrennt werden (Roy et al, 2013). Das hochkonservierte
Kinetochor-Protein CENP-A (centromeric protein-A), eine Variante von Histon-H3, ist an den

CEN-Regionen aller Organismen zu finden und scheint diese zu definieren. Die CENs von C.
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albicans sind bereits als Bindestellen von Cse4, einem zu CENP-A homologen Protein,
identifiziert worden (Sanyal und Carbon, 2002).

In Kooperation mit Tanmoy Chakraborty und Prof. Kaustuv Sanyal (Molecular Biology &
Genetics Unit; Jawaharlal Nehru Centre for Advanced Scientific Research Jakkur, Bangalore;
Indien) wurde daher der Einfluss von Sch9 auf die Chromosomensegregation untersucht. Erst
kiirzlich konnte gezeigt werden, dass es in einer sch9-Mutante im Vergleich zum Wildtyp zu
einem stark erhohten (etwa 250-fachen) Chromosomenverlust kommt (unveroffentlichte
Daten). Vermutlich ist Sch9 Teil des Kinetochor-Komplexes oder spielt eine Rolle in dessen
Integritat. Denkbar ware auch, dass das Protein die Chromosomensegregation am Spindel-
Kontrollpunkt kontrolliert. Eine essentielle Rolle von Sch9 als Teil des Kinetochor-Komplexes
kann jedoch ausgeschlossen werden, da in einer sch9-Mutante keine Abweichung der
Lokalisation von Cse4 (GFP-markiert) beobachtet werden konnte. Die Rolle der Sch9-Bindung
an die CENs in C. albicans ist noch nicht geklart, jedoch deuten die Ergebnisse auf die

Wachstums-stimulierenden Funktionen von Sch9 hin.

4.7 Der Einfluss von Sch9 auf das Zellwachstum

Eine in C. albicans und S. cerevisiae konservierte Sch9-Bindestelle ist der rDNA-Multilocus
(RDN1) (Abb. 3.25). In C. albicans war dieser Bereich neben den CEN-Regionen eine
Hauptbinderegion von Sch9 (Abb. 3.23). Diese Lokalisation passt zu bekannten Funktionen
des Proteins in S. cerevisiae. Als Teil des TOR-Signalweges reguliert Sch9 die ZellgroRe in
Abhangigkeit vom Nahrstoffangebot (Urban et al., 2007; Jorgensen et al., 2002; Cardenas et
al., 1999). Daher fuhrt eine Deletion von SCH9 zu einer Verminderung der KoloniegroRe
(Jorgensen et al., 2002). Diesen Effekt konnte Stichternoth (2009) ebenfalls in einer sch9-
Mutante in C. albicans beobachten. Das Wachstum von Zellen ist abhangig von der
Ribosomensynthese und der Einfluss von Sch9 auf die Expression der Gene der ribosomalen
Proteine und auf die Ribosomenbiogenese wurde bereits gezeigt (Jorgensen et al., 2004). In
C. albicans wurde beobachtet, dass sch9-Mutanten sensitiv gegenliber Hygromycin B sind
(Setiadi, 2006). Diese Substanz induziert Fehllesungen an Ribosomen, weshalb vermutet
wird, dass Sch9 in beiden Organismen an der Ribosomenbiogenese beteiligt ist (Setiadi,
2006). Durch die Tatsache, dass Sch9 an die rDNA in S. cerevisiae sowie in C. albicans bindet

wird diese These erneut bekraftigt.
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Innerhalb dieser Arbeit wurde mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems auRerdem Mpp10 als
moglicher Interaktionspartner von Sch9 identifiziert. Flir dieses Protein ist aus S. cerevisiae
bekannt, dass es eine Komponente des U3 snoRNP (,,small nucleolar ribonucleoprotein®)-
Komplexes ist. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Proteinkomplex an der rRNA-
Prozessierung beteiligt ist und besonders die Prozessierung des rRNA-Vorlaufers der 18S-
rRNA beeinflusst (Dunbar et al., 1997). Es ware vorstellbar, dass Sch9 das Zellwachstum
durch eine Interaktion mit Mppl0 und somit durch die Beschleunigung der
Ribosomenbiogenese beeinflusst.

Als ein weiterer potentieller Interaktionspartner von Sch9 konnte aullerdem Hir3 gefunden
werden. Dabei handelt es sich um ein Homolog von Hir3 aus S. cerevisiae, welches Teil des
HIR (histon regulation)-Komplexes ist. Dieser Komplex bindet an die DNA, fordert die
Anlagerung von Histonen und reguliert somit die Nukleosomen-Assemblierung (Prochasson
et al., 2005). Es ware denkbar, dass Sch9 als Regulator des HIR-Komplexes fungiert und somit
eine zentrale Rolle in der Regulation der Genexpression tragt. In S. cerevisiae wurde
weiterhin das RxxS-Motiv als Phosphorylierungsstelle fiir Sch9 identifiziert (Pultz et al,
2012). Hir3 besteht aus 1591 Aminosduren (AS) und interessanterweise kommt das RxxS-
Motiv siebenmal in der Proteinsequenz von Hir3 vor. Im Vergleich dazu ist in der
Proteinsequenz von Mpp10 (567 AS) dieses Motiv nur einmal aufzufinden. Dies ist nicht nur
ein Hinweis darauf, dass Hir3 ein Interaktionspartner von Sch9 sein konnte, sondern lasst
auch vermuten, dass es sich bei dem RxxS-Motiv auch um ein Phosphorylierungsmotiv von

Sch9 aus C. albicans handelt.

4.8 Die Regulation der Hyphenbildung unter Hypoxie, erhohten CO,-Konzentrationen
und Temperaturen <37 °C

Als humanpathogener Organismus muss sich C. albicans an verschiedene 0,- und CO,-
Konzentrationen anpassen. Die Aufklarung der molekularen Mechanismen und Signalwege
ist dabei von groBer Bedeutung. Vorangehende Studien zur Untersuchung der
Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingungen haben eine duale Funktion des
Transkriptionsfaktors Efgl festgestellt. Wahrend er unter normoxischen Bedingungen einen
Aktivator der Hyphenbildung darstellt, reprimiert er diese unter Hypoxie und Temperaturen
< 37 °C. Deswegen wurde angenommen, dass unter diesen Bedingungen ein alternativer

Signalweg fir die Ausbildung der Hyphen verantwortlich sein muss (Setiadi et al., 2006). Die
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AGC-Kinase Sch9 wurde bereits als Teil dieses Signalweges identifiziert, wobei gezeigt wurde,
dass die Repressorwirkung des Proteins CO,-abhangig ist (Setiadi, 2006).

Die Untersuchung dieses alternativen Signalweges war Bestandteil dieser Arbeit. So wurde
untersucht, ob die TOR-Sch9-Rim15-Kaskade aus S. cerevisiae ebenfalls in C. albicans
existiert und unter Hypoxie, hohen CO,-Konzentrationen und niedrigen Temperaturen die
Hyphenbildung steuert. Aullerdem wurde nach méglichen Komponenten gesucht, die unter

diesen Bedingungen an der Regulation der Hyphenbildung beteiligt sind.

4.8.1 Einfluss der Komponenten des HOG-Signalweges

Erst kirzlich beschrieben Su et al. (2013) eine Verbindung zwischen dem TOR- und dem
HOG-Signalweg (Abb. 3.32). Hauptaugenmerk der Untersuchungen lag dabei auf der Brgl-
abhangigen Hyphenregulation. Um die Hyphenbildung aufrecht zu erhalten, rekrutiert der
Transkriptionsfaktor Brgl die Histon-Deacetylase Hdal an hyphenspezifische Gene (Lu et al.,
2012). Su et al. (2013) gehen davon aus, dass die Hogl-Kinase die Expression von BRG1
durch die Aktivierung des transkriptionellen Repressors Skol hemmt. Das Modell der
Arbeitsgruppe geht dabei von verschiedenen Phosphorylierungsstufen von Hogl aus (Abb.
3.32). Hogl besitzt dabei eine basale Phosphorylierung, die dazu fiihrt, dass Sko1 aktiviert
wird und die Expression von BRG1 hemmt, was letztendlich die Hyphenbildung verhindert.
Bei oxidativem Stress kommt es zu einer zusatzlichen Phosphorylierung von Hogl durch die
Kinase Pbs2, was zur Aktivierung der Stressantwort fiihrt. Bei Nahrstofflimitierung hingegen
wird die Torl-Kinase gehemmt, was zur Aktivierung der Phosphatasen Ptp2 und Ptp3 fihrt.
Diese dephosphorylieren Hogl, wodurch die Hyphenbildung erméglicht wird, da Sko1l nicht
aktiviert werden kann und es somit nicht zu einer Hemmung der BRG1-Expression kommt.

Der Einfluss der Komponenten des HOG-Signalweges auf die Hyphenbildung unter
hypoxischen Bedingungen wurde in Abschnitt 3.4.6 untersucht. Die Kinasen Pbs2 und Hogl
scheinen reprimierende Rollen auf die Hyphenbildung zu haben, da ihre Mutanten einen
filamentodsen Phanotypen aufweisen. Bei Ptp2 und Ptp3 hingegen kommt es nur bei Verlust
von beiden Phosphatasen zu einem filamentésen Phanotypen, weshalb die Proteine
wahrscheinlich nur gemeinsam eine hemmende Wirkung auf die Hyphenbildung besitzen.
Eine Hemmung von Torl fiihrte in einer brgI-Mutante zu einer Abwesenheit von Hyphen,
was daflr spricht, dass der Transkriptionsfaktor ein Aktivator der Filamentbildung ist. Die

Aktivierung flhrt aber nicht tGber Hdal, da eine hdal-Mutante bei Torl-Hemmung weiterhin
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Hyphen zeigt. In einer sch9-Mutante stieg der relative Transkriptspiegel von BRG1 an (Abb.
3.34), was vermuten lasst, dass die Hemmung der Hyphenbildung durch Sch9 Gber Brgl
stattfinden kénnte. Eine Uberexpression von HOGI1 konnte den sch9-Phinotypen nicht
komplementieren und Sch9 scheint auch nicht den Transkriptspiegel der Kinase zu
beeinflussen (Abb. 3.34 und 3.35). Allerdings vermuteten Su et al., (2013), dass der TOR-
Signalweg lediglich den Phosphorylierungsgrad der Hogl-Kinase beeinflusst. Auch wenn
einige Ergebnisse Hinweise auf den Zusammenhang der Signalwege geben, ist die Bedeutung
des HOG-Signalweges unter Hypoxie und dessen Einfluss auf die Filamentbildung noch

unklar.

4.8.2 Der Torl-Sch9-Signalweg reguliert zusammen mit dem PKA-Signalweg die
Hyphenbildung

In S. cerevisiae reguliert die TOR-Sch9-Rim15-Kaskade verschiedene Funktionen, wobei die
AGC-Kinasen Sch9 und Rim15 antagonistische Rollen inne haben. Rim15 aktiviert Gene der
Stressantwort und wird von Sch9 direkt durch Phosphorylierung gechemmt (Cameroni et al.,
2004; Wanke et al., 2008). Die Konstruktion einer sch9 rim15 - Doppelmutante in Abschnitt
3.4.1 sollte daher Aufschluss dartiber geben, ob in C. albicans Rim15 unterhalb von Sch9
agiert. Es wurde vermutet, dass der hyperfilamentdse sch9-Phanotyp durch eine fehlende
Reprimierung von Rim15 zu Stande kommt. Da die konstruierte Doppelmutante aber
weiterhin in der Lage war Hyphen auszubilden, ist der sch9-Phanotyp unabhangig von
Rim15.

Rapamycin und Koffein sind Inhibitoren der TOR-Kinase (Wanke et al., 2008). In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass eine Torl-Sch9-Kaskade in C. albicans existiert, da der Wildtypstamm in
Anwesenheit der Inhibitoren denselben Phanotypen wie die sch9-Mutante aufweist. Unter
hypoxischen Bedingungen, hohen CO,-Konzentrationen und Temperaturen < 37 °C
reprimiert die Torl-Sch9-Kaskade die Hyphenbildung. Um herauszufinden, welche
Komponenten fiir die Hyphenbildung verantwortlich sind, wenn der Torl-Sch9-Signalweg
inhibiert wird, wurden verschiedene Mutantenstimme in der Anwesenheit von Koffein
getestet (Abb. 3.30). Es wurde beobachtet, dass die Komponenten des PKA-Signalweges
Rasl, Cyrl, Tpk2 und teilweise Tpkl benétigt werden, um eine Hyperfilamentierung in
Anwesenheit von Koffein auszulésen. Dieses Ergebnis wird durch den Befund aus Abschnitt

3.4.5 unterstitzt, der zeigt, dass das ,Quorum Sensing“-Molekil Farnesol (ein Inhibitor des
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PKA-Signalweges; Davis-Hanna et al., 2008), die Hyphenbildung der sch9-Mutante hemmt.
Somit reguliert der PKA-Signalweg die Hyphenbildung, wenn der Tor1-Sch9-Signalweg
blockiert wird. Weitere Komponenten, die bei der Inhibierung von Torl an der
Hyphenbildung beteiligt sein konnten, sind die Transkriptionsfaktoren Czf1, Ace2, Nrgl und
Flo8. In Abb. 4.2 wird die Regulation der Hyphenbildung durch Sch9 unter hypoxischen
Bedingungen, hohen CO,-Konzentrationen und Temperaturen unter 37 °C in einem Modell

zusammengefasst.

A. Abb. 4.2: Modell der Regulation der
Hyphenbildung durch Sch9. (A)
co, q@ Regulation der Hyphenbildung unter
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Unter der Annahme, dass der Tor1-Sch9-Weg parallel zum PKA-Signalweg verlauft, ware eine
Regulation von Czfl durch Sch9 denkbar. Eine reprimierende Wirkung von Czfl auf Efgl
konnte bereits unter normoxischen Bedingungen gezeigt werden (Brown et al.,, 1999;
Giusani et al.,, 2002), weshalb es zu dieser Regulation auch unter hypoxischen Bedingungen
kommen konnte. Da Efgl unter Hypoxie die Filamentierung hemmt, der PKA-Signalweg
jedoch nach wie vor die Hyphenbildung kontrolliert, scheint diese durch andere
Transkriptionsfaktoren stimuliert zu werden. Ace2 reguliert Gene der Zellteilung und gilt als
moglicher Aktivator in diesem Modell, da bereits gezeigt wurde, dass das Protein auch fiir
die Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingung bendtigt wird (Kelly et al., 2004; Mulhern
et al., 2006). Es ist noch unklar, in welchem Verhaltnis die Transkriptionsfaktoren Flo8 und
Nrgl zu diesem Modell stehen. Fiir Flo8 wird angenommen, dass das Protein zusammen mit
Efgl die Hyphenbildung unter Normoxie steuert (Cao et al., 2006). Eine Rolle von Flo8 in
dem Signalweg unter Hypoxie ware denkbar, da eine direkte Interaktion der Proteine bereits
nachgewiesen werden konnte (Noffz et al., 2008). Erst kirzlich beschrieben Du et al. (2012)
die Rolle dieses Transkriptionsfaktors als Schliisselregulator der CO,-vermittelten
Hyphenbildung. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass Flo8 bei Torl-Inhibierung fiir
die CO,-abhédngige Filamentierung sogar bendtigt wird (Abb. 3.30). Nrgl ist unter Normoxie
ein Repressor der Hyphenbildung (Murad et al.,, 2001a). Interessanterweise ist das Protein
jedoch bei Anwesenheit von Koffein fir die Hyperfilamentierung sogar notwendig (Abb.
3.30). Somit konnte dieser Transkriptionsfaktor wie Efgl unter hypoxischen Bedingungen

eine alternative Funktion bei der Hypenbildung einnehmen.

4.8.3 Eine Uberexpression von RAS1 oder TPK2 supprimiert den sch9-Phinotypen

Unter normoxischen Bedingungen zeigen rasl- und tpk2-Mutanten einen Defekt in der
Hyphenbildung. Eine Uberexpression der entsprechenden Gene induziert die Filamentierung
(Feng et al., 1999; Sonneborn et al., 2000). In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass der sch9-
Phanotyp durch Uberexpression von RAS1 und TPK2 supprimiert werden kann (Abb. 3.35). Es
ware denkbar, dass Tpk2 von Sch9 reguliert wird, da bereits in S. cerevisiae gezeigt wurde,
dass Sch9 die PKA-Aktivitat Gber die Regulation von Bcyl steuert (Zhang et al., 2012). Diese
Beobachtung steht dennoch im genauen Gegensatz zu vorangehenden Ergebnissen und
bedarf daher weiterer Untersuchungen. Eine Erkldarung fiir die widerspriichlichen Daten

ware, dass fir die Regulation der Hyphenbildung ein intermedidares Rasl- bzw. Tpk2-
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Proteinlevel benétigt wird. Moglicherweise spielt die Homoostase der Komponenten der
Signalwege eine wichtige Rolle und die beiden Proteine stellen dabei wichtige Schaltstellen
der Hyphenregulation dar. Es ist bekannt, dass Tpkl und Tpk2 unterschiedliche Funktionen
haben (Bockmihl et al.,, 2001), was u.a. auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Das
unerwartete Ergebnis der TPK2-Uberexpression kdnnte dadurch erklirt werden, dass das
Gleichgewicht der PKA-Isoformen und somit ihre Funktionen verandert worden sind. So ist
es denkbar, dass Tpk2, aber nicht Tpkl, unter Hypoxie nach wie vor Efgl reguliert und dies
erst durch die hohe Proteinkonzentration zur Geltung kommt. Weiterhin konnte es durch die
Uberproduktion von Rasl und/oder Tpk2 zur Rekrutierung anderer Transkriptionsfaktoren

kommen, die die Hyphenbildung blockieren.
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5 Zusammenfassung

AGC-Kinasen sind konservierte Serin-/Threoninkinasen, die im humanpathogenen Pilz Candida
albicans das Zellwachstum und die Morphogenese regulieren. Die Proteinkinase A (PKA) aktiviert
den zentralen Transkriptionsfaktor Efgl, der die Morphogenese zwischen einer Hefe- und einer
Hyphenwuchsform reguliert. Durch diesen Dimorphismus ist C. albicans in der Lage,
normoxische Bereiche (z.B. die Haut) oder hypoxische Regionen (innere Organe) des Korpers zu
besiedeln. Die Proteinkinase B Sch9 reprimiert die Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen und fordert dadurch die Proliferation der Hefeform von C. albicans.

Durch die Kombination von Chromatinimmunprazipiation und Microarray-Hybridisierung (ChIP-
chip) wurden genomweite Bindesequenzen der PKA-Isoformen Tpkl und Tpk2 unter
Hefewachstums- und Hypheninduktionsbedingungen identifiziert. Wahrend des Hefewachstums
lokalisierten beide Isoformen hauptséachlich innerhalb von kodierenden Genregionen (ORFs). Die
Bildung des PKA-Holoenzyms war hierfiir nicht erforderlich, da die regulatorische Untereinheit
Bcyl andere chromosomale Binderegionen aufwies. Kurz nach der Induktion von Hyphen
veranderten sich die genomischen Bindestellen von Tpkl und Tpk2 und die Isoformen
lokalisierten praferenziell an Promotorregionen. Insbesondere Tpk2-Bindestellen markierten
dabei wichtige Regulatorgene der Morphogenese. Vergleiche von tpk-Mutanten mit
Wildtypzellen zeigten, dass die Promotorbindung von Tpk2 mit dem Transkriptspiegel der
Zielgene korreliert.

Unter Beteiligung der PKA-Isoform Tpk2 wird das EFG1-Gen bei der Hypheninduktion negativ
autoreguliert (Lassak et al., 2011). ChIP-chip-Versuche zeigten, dass Tpk2 bei Hefewachstum an
den EFG1-ORF bindet, wahrend bei Hypheninduktion Tpkl mit Efgl-Binderegionen im EFGI1-
Promotor ko-lokalisiert. Die Korrelation von Tpk2- mit Efgl-Bindestellen ldsst eine gemeinsame
Regulation der Zielgene vermuten. Moglicherweise beschleunigt die ORF-Lokalisation der PKA-
Isoformen die zlgige Phosphorylierung von Efgl und erleichtert dadurch die
Hyphenmorphogenese.

Die AGC-Kinase Sch9 hat unter bestimmten hypoxischen Bedingungen (0, < 10 %, CO, > 1 %,
Temperaturen < 37 °C) die Funktion, die Hyphenbildung zu reprimieren. Es konnte gezeigt
werden, dass die Aktivitat der vorgeschalteten Torl-Kinase, aber nicht der nachgeschalteten
AGC-Kinase Rim15, fiir diese Suppression bendétigt wird. Auf der Suche nach Zielgenen der
Hyphenrepression wurden genomische ChIP-chip-Analysen durchgefiihrt, die jedoch fast
ausschlieBlich eine Assoziation mit allen acht Zentromerregionen zeigten. Zusatzlich war Sch9
am RDNI1-Locus lokalisiert, der fir ribosomale RNA kodiert. Beide Bindeorte wurden bei
normoxischem, wie bei hypoxischem Wachstum nachgewiesen. Die Wachstums-stimulierenden
Funktionen von Sch9 koénnten daher teilweise durch die Forderung der
Chromosomensegregation zustande kommen. Die Bindung von Sch9 an den RDN1-Locus, aber
nicht an Zentromerregionen, wurde in parallelen ChIP-chip-Analysen auch in S. cerevisiae
nachgewiesen. Diese Bindestelle ist daher wahrscheinlich in Pilzen konserviert und kdnnte die
Ribosomenbiogenese stimulieren.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Analyse ihrer genomischen
Bindestellen bekannte und neue Zielgene der Signalwege von AGC-Kinasen identifiziert wurden.
Die Abhéangigkeit der Binderegionen von den Wachstumsbedingungen verdeutlicht dabei die
regulatorischen Rollen der AGC-Kinasen bei der Hyphenmorphogenese.
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6 Summary

AGC kinases are conserved serine/threonine kinases that regulate growth and morphogenesis in
the human fungal pathogen Candida albicans. The protein kinase A (PKA) activates the central
transcription factor Efgl, which regulates the morphogenesis between a yeast and a hyphal
growth form. This dimorphism enables C. albicans to colonize normoxic areas (e. g. skin), as well
as hypoxic regions (inner organs) of the body. The protein kinase B Sch9 represses hyphal
formation during hypoxic conditions and thus promotes the proliferation of the yeast form of C.
albicans.

By the combination of chromatin immunprecipitation and microarray-hybridisation (ChlIP chip)
genome-wide binding sequences of the PKA isoforms Tpk1 and Tpk2 were identified under yeast
growth and hyphal induction conditions. During yeast growth both isoforms were located
primarily within coding regions (ORFs). The formation of a PKA holoenzyme was not necessary,
since the regulatory subunit Bcyl showed different chromosomal binding regions. Shortly after
hyphal induction the genomic binding sites of Tpkl and Tpk2 changed and the isoforms were
preferentially located at promoter regions. In particular, Tpk2 binding sites were found next to
genes encoding regulators of morphogenesis. Comparisons of tpk-mutants and wild-type cells
showed that binding of Tpk2 within promoter regions correlates with the transcript level of the
corresponding gene.

In conjunction with the PKA-isoform Tpk2, EFG1 is negatively autoregulated during hyphal
induction (Lassak et al., 2011). ChIP chip experiments showed that during yeast growth Tpk2
binds to the EFG1-ORF, while after hyphal induction Tpk1 is co-localized at EFG1-binding sites at
the EFG1-Promotor. The correlation between Tpk2 and Efgl binding sites indicates a joint
regulation of their target genes. It is possible that the ORF localization of the Tpk-lsoforms
accelerates the phosphorylation of Efgl, which in turn facilitates hyphal morphogenesis.

The AGC kinase Sch9 has the function of preventing hyphal formation under special hypoxic
conditions (0, < 10 %, CO, > 1 %, temperatures < 37 °C). It has been shown that the activity of
the upstream Torl kinase, but not the downstream AGC kinase Rim15 is needed for this
suppression. In search of new target genes of hyphal repression, genomic ChIP chip analyses
were perfomed, which almost exclusively showed an association with all eight centromeric
regions. Additionally, Sch9 was localized at the RDN1 locus, which encodes for ribosomal RNA.
Both binding regions were identified under normoxic and hypoxic growth conditions. The growth
stimulating effects of Sch9 can therefore be partially explained by the support of chromosome
segregation. Binding of Sch9 to the RDN1 locus, but not to centromeric regions, was also
identified in parallel ChIP chip analyses in S. cerevisiae. This binding site appears to be conserved
among fungi and could probably stimulate ribosomal biogenesis.

In summary, the analyses of their genomic binding sites identified known and new target genes
of the signalling pathways of AGC kinases. The dependence of the binding sites on growth
conditions illustrates the regulatory roles of AGC kinases during hyphal morphogenesis.
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Ak
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BSA

C

C. albicans
ca.
cAMP
CAPSO
CEN
cDNA
cfu
Chip
chip
Chr

Ct
C-terminal
DAPI
DNA
DEPC
ddH,0
DMF
dNTP
DTT

E. coli
EDTA
ePK
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5-FOA
FDR

HCl
HEPES
HM
HOG
IP

Kb
kDa

Grad Celsius

Mikro

Adenin

Abbildung

absolut

Antikorper

Basenpare

bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
Cytosin

Candida albicans

circa

cyklisches Adenosinmonophosphat
3-(Cyclohexylamino)-2-hydroxy-1-propansulfonsadure
Zentromer

komplementare DNA

colony forming units (Koloniebildende Einheiten)
Chromatinimmunprazipitation
Microarray

Chromosom

Cycle threshold

carboxyterminal
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Desoxyribonukleinsdure
Diethylpyrocarbonat

doppelt destilliertes Wasser
Dimethylformamid
Desoxynukleosidtriphosphate
1,4-Dithiothreitol

Escherischia coli
Ethylendiamintetraacetat
eukaryotische Proteinkinase

et alii / et aliae (und andere)
5-Fluoroorotic Acid (5-Fluororotsaure)
false discovery rate

Guanin

Gramm

Gen-Ontologie

Stunde

Hamagglutinin

Chlorwasserstoffsaure
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure
hydrophobes Motiv

high osmolarity glycerol
Immunprazipitation

Kilobasen

Kilodalton
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I Liter

lacZ R-Galaktosidase-Gen aus E. coli
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LiAc Lithiumacetat

LiCl Lithiumchlorid

log logarithmisch

M Molar

MAP mitogen activated protein

Mbp Megabasenpaare

MCS multiple cloning site
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min Minuten

ml Milliliter

mM Millimolar

MRNA messenger RNA

N variable DNA-Base

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

nM Nanomolar

nm Nanometer

ODgoo optische Dichte bei 600 nm

ORF open reading frame

p.a. per analysis

pers. personlich

PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlésung)
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PEG Polyethylenglycol
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PKA Proteinkinase A
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gPCR guantitative Real-Time-PCR

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rDNA ribosomale DNA

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

RTS relativer Transktriptspiegel

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

S. pombe Schizosaccharomyces pombe

SD synthetisches Minimalmedium mit Glukose
SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

SSC saline sodium citrat

T Thymin

Tab. Tabelle

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TOR target of rapamycin

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
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TWEEN Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

u.a. unter anderem

aN Uber Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

uv ultraviolettes Licht

Vv Volt

v/v volume per volume (Volumenprozent)
w/v weight per volume (Gewicht pro Volumen)
WT Wildtyp

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
YP Yeast extract-Pepton

YPD Yeast extract-Pepton-Dextrose

YPS Yeast extract-Pepton-Saccharose

z.B. zum Beispiel
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Abb. 9.1: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Bcyl unter Hefewachstumsbedingungen.
Exemplarisch ist das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Der Stamm AF1007 (BCY1™/BCY1) und der
Kontrollstamm CAF2-1 (BCY1/BCY1) wurden in jeweils 50 ml YPD angezogen und bis zu einer ODggy

von 1
sehen

bei 30 °C inkubiert. Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte wie in Abb. 3.8 beschrieben. Zu
sind die Binderegionen von Bcyl auf allen acht Chromosomen von C. albicans.
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Abb. 9.2: Bindung von Sch9 an die Zentromerregionen von C. albicans. Ergebnisse der beiden ChIP-
chip-Replikate unter normoxischen Bedingungen (1 und 2) sowie unter hypoxischen Bedingungen
(0,2 % O,) in Ab- (-CO,) und Anwesenheit (+CO,) von 6 % CO,. Dargestellt sind die scaled log,-ratio-
Werte der genomischen Zentromerabschnitte (CEN1 bis CEN7 und CENR). Die Pfeile markieren die
nachstgelegenen ORFs, die Pfeilrichtung gibt die Orientierung an.
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Abb. 9.3: Ubersicht der genomweiten Binderegionen von Sch9 aus S. cerevisiae. Exemplarisch ist
das Ergebnis eines Arrays abgebildet. Die Stimme MAP85 (SCH9™) und W303-1A (Kontrolle) wurden
in jeweils 50 ml YPD angezogen und bis zu einer ODggo von 1 bei 30 °C inkubiert. Die experimentelle
Durchfiihrung erfolgte wie in Abb. 3.8 beschrieben. Zu sehen sind die Binderegionen von Sch9 auf
allen 16 Chromosomen von S. cerevisiae. Die Position des RDN1-Locus auf Chromosom 12 ist rot
markiert.



Tab. 9.1: Bindung von Tpkl an chromosomale Sequenzen in C. albicans in der Hefeform.

ebenfalls ebenfalls
Grole Binde- Binde-
Chr | Binderegion (bp) |5°ORF Genname | 5°ORF Position region von 3’ORF Genname | 3’ORF Position region von
1 |187..1250 1063 orf19.6115 4059 --> 4397 Tpk2 (Hefe)
1 |3257..5378 2121 | orf19.6115 4059 --> 4397 Tpk2 (Hefe) orf19.6114 4409 <-- 4720 Tpk2 (Hefe)
1 [1810693..1811569 876 | orf19.5104 LTP1 1809023 <-- 1809691 orf19.5105 1810187 <-- 1813627
1 |2457462..2458401 939 orf19.2296 2457135 --> 2464790 | Tpk2 (Hefe)
1 |3171580..3174261 | 2681 | orf19.7260 3171005 <-- 3171784 | Tpk2 (Hefe) orf19.7263 3173251 <-- 3174603 | Tpk2 (Hefe)
Bcyl (Hefe)
orf19.7261 3171846 <-- 3173195 | Tpk2 (Hefe) orfl19.7264 3174695 --> 3175633 | Tpk2 (Hefe)
Bey1 (Hefe) Tpk2 (Hyphe)
Bcyl (Hefe)
2 |797780..800174 2912 | orf19.844 STE11 795730 <-- 798202 orf19.843 798659 <-- 800845
2 |1612976..1614146 | 1170 |orf19.2191 1612254 --> 1613291 orf19.2190 VRP1 1613343 <-- 1615337 | Tpk2 (Hefe)
2 |1890931..1891734 | 803 orf19.4084 | KIS1 1891108 <-- 1892346 | Tpk2 (Hyphe)
2 [1942909..1944563 | 1654 | orf19.1404 1942108 -->1943511 orf19.1403 1943675 <-- 1945393
3 |115..1686 1571 orf19.5475 3999 --> 4823 Tpk2 (Hefe)
3 |23887..24592 705 | orf19.5455 22745 <-- 23092 Tpk2 (Hefe) | orf19.5451 24430 --> 24810 Tpk2 (Hefe)
orf19.5454 DAL1 23211 <-- 24971 Tpk2 (Hefe)
3 |1677956..1678994 | 1038 orf19.6763 SLK19 1677224 <-- 1680817
5 |436153..436551 398 orf19.3176 RIM21 435999 <-- 437588
5 [1026026..1029568 | 3542 | orf19.3957 1024403 <-- 1025233 orf19.3959 SSD1 1025693 <-- 1029517
6 |972176..972852 676 orf19.1097 ALS2 971454 --> 978542
7 |23319..24411 1092 | orf19.7106 VPS70 21072 --> 23375 Bcyl (Hefe) orf19.7105 FAR1 23536 --> 25842
7 |54961..55835 874 | orf19.7086 52951 <-- 55866
R |18571..19354 783 | orf19.7538 14971 <-- 16827 Tpk2 (Hefe) orf19.7534 MIS12 21385 --> 24462 Tpk2 (Hefe)
orf19.7537 BNR1 16909 -->21366 Tpk2 (Hefe)
R |1606470..1606774 | 304 orf19.6127 | LPD1 1606104 <-- 1607579 | Tpk2 (Hyphe)

gueyuy

4"



R [1726442..1729833 | 3391 | orf19.609 1725648 <-- 1725983 orf19.607 1726217 <-- 1729384
R |1824060..1826899 | 2839 | orf19.6414 1823664 <-- 1825586 orf19.6414.3 | TPM2 1826988 --> 1827860
R |1866988..1868794 | 1806 | orf19.6440 1861847 <-- 1863991 orf19.6442 PRP8 1864470 --> 1871720
R |1884755..1885823 | 1068 | orf19.6450 1881876 --> 1882556 | Tpk2 (Hefe) orf19.6834.10 | TAR1 1893804 <-- 1894073 | Tpk2 (Hefe)
R 12268290..2270017 | 1727 | orf19.7660 VPS52 2267538 <-- 2269109 orf19.7661 HMI1 2269233 --> 2271146

Der Stamm AF1004, der HA-markiertes Tpkl produziert sowie der Kontrollstamm Il (TPK1/tpk1) wurden unter Hefewachstumsbedingungen angezogen.
Die Chromatinimmunprazipitation erfolgte wie in Abschnitt 2.7.5 beschrieben. Die Chromatinfragmente wurden fluoreszenzmarkiert und auf einem C.
albicans ,\Whole Genome Tiling Array” kohybridisiert. Aufgelistet sind die Binderegionen des Proteins auf den Chromosomen 1-7 und R sowie die
nachstpositionierten ORFs. Liegen Binderegionen innerhalb einer kodierenden Region, wurde dies durch eine lila Schrift gekennzeichnet. Wurden ORFs

ebenfalls unter anderen Bedingungen und/oder von anderen Proteinen gebunden, wurde dies ebenfalls notiert.
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Tab. 9.2 Bindung von Tpk2 an chromosomale Sequenzen in C. albicans in der Hefeform.

ebenfalls ebenfalls
Grole Binde- Binde-
Chr | Binderegion (bp) | 5°ORF Genname | 5°ORF Position region von 3’ORF Genname | 3’ORF Position region von

1 |635..1767 orf19.6115 4059 --> 4397 Tpkl (Hefe)
1 |2747..3136 389 orf19.6115 4059 --> 4397 Tpk1 (Hefe)
1 [4308..5250 942 | orf19.6115 4059 --> 4397 Tpk1 (Hefe)

orf19.6114 4409 <-- 4720 Tpk1 (Hefe)
1 |12667..15533 2866 | orf19.6109 TUP1 12163 --> 13701 orf19.6102 RCA1 14910 <-- 15761

orf19.6105 MVD 13778 --> 14917 orf19.6103
1 |16545..17008 463 orf19.6100 16600 <-- 17328

orf19.6099 CCT8 17338 --> 18960

1 |17470..18680 1210 | orf19.6100 16600 <-- 17328

orf19.6099 CCT8 17338 --> 18960
1 |21871..23082 1211 | orf19.6094 19615..21714 orf19.6092 KEL1 22270 --> 25326
1 [23217..24267 1050 | orf19.6092 KEL1 22270 --> 25326
1 |25585..26558 973 | orf19.6091 RIMS8 25381 <-- 27249
1 |273257..273530 273 | orf19.3328 272385 <-- 274208 Tpk2 (Hyphe)
1 |445554..447878 2324 | orf19.3669 SHA3 442472 <-- 444259 Tpk2 (Hyphe)
1 |530264..530948 684 | 0rf19.2941 SCw4 530226 --> 531962
1 |630261..630622 361 | orf19.2992 RPP1A 630252 --> 630572
1 |842172..842424 252 | orf19.4475 KTR4 840435 <-- 841877 orf19.4476 842842 <-- 843876
1 |997686..997911 225 | orf19.763 997365 --> 998039 orf19.762 998186 <-- 1999297
1 |1303574..1304084 | 510 |0rf19.1826 MDM34 | 1300757 <-- 1302625 orf19.1825 1306306 --> 1308531
1 |1362509..1363314 805 | orf19.6271 1361070 <-- 1363202 orf19.6269 1364477 --> 1367062
1 |1478315..1479190| 875 0rf19.6217 PGA63 1475717 --> 1479514 | Tpk2 (Hyphe)
1 |1632976..1633205 229 | orf19.2791 BBC1 1631898 <-- 1634762
1 |1640564..1640812 | 248 |0rf19.2787 PRY1 1639582 <-- 1640814
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1 [1658794..1659109 315 | orf19.2781 1651229 <-- 1653745 orf19.2779 1658949 --> 1659461

1 |1695307..1695760 | 453 orf19.4713 1696719 --> 1699295 | Bcyl (Hefe)

1 |1784976..1785253 | 277 |0orf19.5094 BUL1 1780738 <-- 1782963 orf19.5095 1785424 <-- 1789380

1 |1792859..1793223 364 | orf19.5097 CAT8 1790436 <-- 1793606 orf19.5098 NTG1 1794223 <-- 1795185

1 |1837986..1839277 | 1291 |0rf19.5117 OLE1 1834354 <-- 1835814 orf19.5118 SDS24 1839339 --> 1841225

1 |1840675..1841112 437 | orf19.5118 SDS24 1839339 --> 1841225 orf19.382 TEF2 1842606 --> 1843982

1 |2175738..2176007 269 orf19.4863 PDC2 2175663 <-- 2178173

1 |2287838..2288081 | 243 orf19.4906 2287271 <-- 2289577 | Beyl (Hefe)

1 |2383998..2384679 681 | orf19.2344 ASR1 2383556 <-- 2384713

1 |2457534..2458196 | 662 | 0rf19.2296 2457135 --> 2464790 | Tpkl (Hefe)

1 [2461502..2461841 339 | orf19.2296 2457135 --> 2464790 | Tpkl (Hefe)

1 |2461944..2463451 | 1507 | orf19.2296 2457135 --> 2464790 | Tpkl (Hefe)

1 |2463794..2464119 | 325|0rf19.2296 2457135 --> 2464790 | Tpkl (Hefe)

1 |2472983..2473642 | 659 |0rf19.676 2472723 --> 2473619

1 |2475800..2476195| 395 0orf19.675 2475597 --> 2476235 orf19.674 2476813 --> 2477904

1 [2513766..2514202 436 orf19.657 SAM2 2513620 <-- 2514777

1 [2534345..2534640 295 orf19.1166 CTA3 2534209 <-- 2538201

1 |2534969..2535693 724 orf19.1166 CTA3 2534209 <-- 2538201

1 |2538884..2539156 | 272 |o0rf19.1164 GAR1 2538599 --> 2539159

1 |2782800..2783196 | 396 | orf19.6345 RPG1A 2782583 --> 2785375

1 |2809936..2810213 | 277 |0rf19.4921 2807971 --> 2810142 orf19.4921.1 2812003 --> 2812167

1 |2905475..2905797 322 | orf19.4959 2904999 <-- 2906720

1 [2957476..2957786 310 | orf19.4980 HSP70 2955762 --> 2957732

1 |3107374..3108019 645 | orf19.7217 RPL4B 3106779 <-- 3107870

1 |3118615..3120761 | 2146 |orf19.7221 SET3 3115551 <-- 3118760 | Tpk2 (Hyphe) |orf19.7223 3121139 -->3122893
orf19.7222 PAM16 3119961 <-- 3120326 | Tpk2 (Hyphe)

1 |3144474..3145148 674 | orf19.7236 TIF35 3144291 <-- 3145130 orf19.7237 3145510 --> 3146313

1 |3148502..3149340 | 838|0rf19.7239 MDG1 3148098 <-- 3150328

1 [3167936..3168681 745 orf19.7257 MLH3 3167811 <-- 3169721
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1 |3171850..3174607 | 2865 |orf19.7260 | TIF35 3171005 <-- 3171784 | Tpkl (Hefe) |orf19.7263 3173251 <-- 3174603 | Tpk1 (Hefe)
Bcyl (Hefe)
orf19.7261 3171846 <-- 3173195 | Tpkl (Hefe) orf19.7264 3174695 --> 3175633 | Tpk1 (Hefe)
Bcyl (Hefe) Tpk2 (Hyphe)
Bcyl (Hefe)
1 |3175054..3178051 | 2997 | orf19.7264 3174695 --> 3175633 | Tpkl (Hefe) orf19.7267 SAM35 | 3176785 <--3177540 |Tpk2 (Hyphe)
Tpk2 (Hyphe)
Bcyl (Hefe)
orf19.7265 3175688 --> 3176416 | Tpk2 (Hyphe) |orf19.7269 3177598 <-- 3178260 | Tpk2 (Hyphe)
orf19.7266 3176504 --> 3176818 | Tpk2 (Hyphe)
2 |6936..8698 1762 | orf19.1923 RRN3 5665 --> 7335 orf19.1920 7510 <-- 8043
orf19.1917 8144 <-- 9289
2 |12365..12898 533 | orf19.1914 FAV3 11100 <-- 12443 orf19.1913 12627 --> 13253
2 |184633..184937 304 | orf19.2012 NOT3 183563 --> 185798
2 |268480..268741 261 | orf19.1453 SPT5 65953 --> 68823
2 [330701..331076 375 | orf19.1490 MSB2 327699 --> 331928 Tpk2 (Hyphe)
2 |341832..342875 1043 | orf19.1494 RAD23 341240 --> 342678 orf19.1495 342834 <-- 343631
2 | 587031..587894 863 | 0orf19.5811 MET1 586227 --> 587912 orf19.5809 588237 --> 589598
2 |588075..590248 2173 | orf19.5809 588237 --> 589598 orf19.5808 589898 <-- 591118
2 [703670..704800 1130 | orf19.886 PAN1 702830 --> 707023
2 |706747..707728 981 | orf19.886 PAN1 702830 --> 707023 orf19.882 HSP78 707180 <-- 709618
2 | 719604..720135 531 | orf19.876 PGA33 719652 --> 720392
2 | 824333..824597 264 | orf19.831 823077 <-- 824594
2 [1190003..1190374| 371 |o0rf19.5204 1189319 --> 1190956
2 | 1473511..1473849 338 orf19.2280 ZCF10 1473350 <-- 1476115
2 [1613826..1614880| 1054 | orf19.2190 VRP1 1613343 <-- 1615337 | Tpk1 (Hefe)
2 [1697509..1697786 | 277 |orf19.1433.1 1696732 <-- 1696851 orf19.3639 1699324 --> 1700388
2 |1964164..1964532 368 | orf19.1395 1962161 <-- 1963177 | Tpk2 (Hyphe)
2 [2122034..2122495| 461 | orf19.1750 SLR1 2120962 --> 2122595 orf19.1748 2122825 <-- 2124870
2 |2155536..2155941| 405 | orf19.3490 FGR6-4 | 2153146 --> 2153146 orf19.5316 FGR29 2156749 <-- 2159079
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2 |2196485..2197122 | 637 | orf19.5345 2196208 --> 2197227 orf19.5346 2197387 --> 2198598
2 [2224606..2225781| 1175 | orf19.5368 2223060 <-- 2225673
3 [3909..4964 1055 | orf19.5475 3999 --> 4823 Tpk1 (Hefe) orf19.5474 3828 --> 4880
orf19.5469 4903 <-- 8097
3 |5407..7988 2581 | orf19.5474 3828 --> 4880 orf19.5472 5971 --> 7002
orf19.5469 4903 <-- 8097
3 |17779..18190 411 | orf19.5474 3828 --> 4880 orf19.5463 SEC6 17074 <-- 19533 Tpk2 (Hyphe)
3 [19653..20584 931 | orf19.5463 SEC6 17074 <-- 19533 Tpk2 (Hyphe) | orf19.5461 20107 --> 20643 Tpk2 (Hyphe)
orf19.5462 19605 --> 20204 Tpk2 (Hyphe) |orf19.5459 19602 <-- 21179 Tpk2 (Hyphe)
20695..21704 1009 | orf19.5459 19602 <-- 21179 Tpk2 (Hyphe) |orf19.5457 21254 <-- 22687
3 |23663..24740 1077 | orf19.5455 22745 <-- 23092 Tpk1 (Hefe) orf19.5451 24430 --> 24810 Tpk1 (Hefe)
orf19.5454 DAL1 23211 <-- 24971 Tpk1 (Hefe)
3 [270471..271380 909 orf19.1725 269415 <-- 271592
3 |415558..415826 268 | orf19.1658 414753 <-- 416640
3 [622490..622837 347 | orf19.280 62378 <-- 622788 orf19.281 623047 --> 624144
3 |623677..624725 1048 | orf19.281 623047 --> 624144 orf19.284 624286 --> 624942
3 [637848..639131 1283 | 0rf19.295 637036 <-- 638133 orf19.297 DTD2 638901 <-- 639473
orf19.296 638390 --> 638800
3 |731377..731832 455 | orf19.342 BMT7 728992 <-- 730947
3 [853750..854082 332 | orf19.918 CDR11 848775 <-- 853313 orf19.913.2 855056 --> 855582
3 |888466..889131 665 | orf19.5870 CTP1 887091 <-- 888046
3 |892377..892729 352 | orf19.5871 SNF5 890970 <-- 893060
3 |986003..986334 331 orf19.5924 ZCF31 985124 --> 988516 Bcyl (Hefe)
3 1993219..993462 243 | orf19.5928 RPP2B 993119 --> 993454 Bcyl (Hefe)
3 | 1279250..1279773 523 | orf19.7350 RCT1 1279189 --> 1279764
3 [1344212..1344634 | 422 |0rf19.7378 1343440 <-- 1345056
3 | 1351408..1351678 270 | orf19.7380 1349946 <-- 1352462 | Tpk2 (Hyphe)
3 |1464368..1464643 | 275 |0rf19.7433 1463642 --> 1466932
3 |1464712..1465794 | 1082 | orf19.7433 1463642 --> 1466932
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3 [1555084..1555341| 257 orf19.6820 1554786 <- 1556333

3 [1624448.1624736 | 288 orf19.6790 1623865 <-- 1626528

3 |1769872..1770105 | 233 orf19.6171 1768972 <— 1771524

3 [1776527..1777201| 674|0rf19.6178 | FBPI 1776156 --> 1777151 orf19.6179 1776231 <— 1776923
0rf19.6180 1777226 --> 1778536

3 [1777919..1779706 | 1787 | 0rf19.6180 1777226 --> 1778536 orfl9.6182 | ZCF34  |1778523 <-- 1780655

orf19.6181 1778652 --> 1778957
3 |1782642..1783828 | 1186 | 0rf19.6186 1781451 <-- 1782515 orf19.6187 1782397 --> 1784422
orf19.6185 1782397 --> 1783320 orf19.6188 1783351 <— 1783668
1794555..1794850 | 295 | orf19.6191 | TLO8 1787713 <-- 1788222 | Tpk2 (Hyphe)
1795837..1796497 | 660 | orf19.6192 1795917 <-- 1796318

4 |3434..4861 1427 | orf19.364 2845 --> 3891 orf19.366 3894 < 4904
orf19.367 CNH1 5033 --> 7435

4 |5230..6906 1676 | orf19.366 3894 <-- 4904 orf19.367 CNH1 5033 --> 7435

4 [10005..10532 527 | orf19.374 8937 <-- 11315

4 |13342..14233 891 | orf19.377 PHR3 12792 --> 14307

4 [19960..20411 451 | orf19.5636 | RBT5 19713 --> 20438

4 |24985..25306 321 0rf19.5640 | PEX5 23853 <-- 25631

4 |46762..47115 353 | 0rf19.5657 | Swi1 45137 <-- 48100

4 |102289..102687 398 | orf19.4184 101597 <-- 103606

4 |106179..106780 601|0rf19.4183 |MuC1 | 104422 <-- 107085 orf19.4182 107346 > 108402

4 |171680..172581 901 | 0rf19.4699 169448 <-- 171505 orf19.4698 | PTC8 174443 —-> 175708

4 |471090..471423 333[0rf19.2767 |PGA59 |471123 <-471464 | Tpk2 (Hyphe)

4 | 477666..478325 659 |orf19.2767 | PGA59 | 471123 <--471464 | Tpk2 (Hyphe) |orf19.2766 479521 --> 479829 | Tpk2 (Hyphe)

4 |554051..555002 951 | 0rf19.2731 5553228 <-- 553566 orf19.2730 553938 --> 555758

4 |596237..596507 270 orf19.2709 | zuo1 596085 <-- 597368

4 |624556..624865 309 | orf19.2691 624374 <-- 625096 | Byl (Hefe)

4 |628082..628407 325 orf19.2690 627864 —-> 630557 | Tpk2 (Hyphe)

Bcyl (Hefe)
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4 |687443..687757 314 orf19.2664 686743 --> 689441
4 1030605..1031016 | 411 orf19.3799 1033344 --> 1034444
4 1208755..1209138 | 383 orf19.1235 |HOM3  |1210282-->1211916
4 |1438795..1439706 | 911 orf19.2886 | CEK1 1437788 <- 1439056
4 1441246.1441626| 380 |0rf19.2886 | CEK1 1437788 <-- 1439056
4 |1497958..1498233 | 275 orf19.3138 | NOP1 1497965 --> 1498915
4 |1591478..1593291| 1813 |orf19.3080 1590765 < 1593905
4 |1594531..1596067 | 1536 |0rf19.3077 | VID21 1594501 <-- 1596561 | Tpk2 (Hyphe) | orf19.3076 1596736 --> 1597134 | Tpk2 (Hyphe)
4 |1601774..1603456 | 1682 |o0rf19.3073 1603087 --> 1603443
5 |4360..6159 1799 | orf19.5698 3999 --> 4808 orf19.5693 4830 <-- 6473
orf19.5694 6532 --> 7230
5 |6811..8312 1501 | orf19.5694 6532 --> 7230 orf19.5692 7209 <-- 8807
5 |66400..66586 186 | orf19.954 64733 <-- 66052 orf19.953.1 | COF1 67605 --> 68261
5 |84138..84439 301 | orf19.943 FET33 | 82117 <-- 83979 orf19.942 KRE62 | 84396 <-- 86237
5 |136258..136495 237 | 0rf19.930 PET9 134740 --> 135645 | Tpk2 (Hyphe) |orf19.929 137597 <-- 138904 | Tpk2 (Hyphe)
5 [371061..371512 451|0rf19.6294 | MYOI | 362691 <-- 368537 orf19.3208 | DAL52  |375493 -->377133
5 |518930..519309 379 orfl9.4242 | CST20  |517901 <-- 521587
5 |676606..677025 419 orfl9.4334 | PGA58 | 676508 <-- 677230
5 |730477..731074 597 | orf19.2657 726085 <-- 728208 orf19.2655 | BUB3 731837 --> 732958
5 |809127..810062 935 orf19.6676 809408 --> 810307
5 |859225..859544 319 | 0rf19.3220 858541 <-- 859146 orf19.3219 859577 <-- 861382 | Tpk2 (Hyphe)
5 |965562..965725 163 |orf19.3923 | PGA37 | 965202 <-- 965828
5 [1054421..1054762| 341 orf19.3969 | SFL2 1053870 --> 1056014
5 [1134330..1134794 | 464 |0rf19.4009 | CNB1 1132855 <-- 1133376 orf19.4010 | PAN3 1133879 > 1135975
5 |1165975..1166520 | 545 orf19.4035 | PGA4 1165960 <-- 1167315
5 [1170244..1170763| 519 orf19.4040 | ILV3 1169517 < 1171286
5 |1174078..1174546 | 468 | orf19.4043 1172694 <-- 1174952
5 [1176957..1177930 | 973 orf19.4046 1175955 <-- 1176416 orf19.4045 | EST1 1176415 —-> 1178253
5 |1178057..1179988 | 1931 |0rf19.4045 | EST1 1176415 --> 1178253 orfl9.4051 | HTS1 1179456 <-- 1180961
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orf19.4048 | DES1 1178347 —> 1179459
7294..7979 685 orfl9.6336 | PGA25 | 7282 <~ 9900
11619..12557 938 | 0rf19.6329 10266 <-- 11351 orfl9.6327 | HET1 11956 <-- 12549
orf19.6328 11586 --> 11954
23831..24474 643 | 0rf19.1180 23430 —-> 24677
6 |24913..26551 1638 | orf19.1181 24885 --> 25973 orf19.1182 25968 < 26861
orf19.1183 27005 --> 228651
6 |26713..28693 orf19.1182 25968 < 26861 orf19.1183 27005 -> 28651
6 |40506..41973 1467 | 0rf19.1189 39779 --> 41833
6 |330394.332001 | 1607 |orf19.3427 330186 --> 330536 orf19.3426 | ANB1 331257 --> 332450
6 |544211..544422 211 orf19.5536 541743 <-- 543461
6 |809773..809974 201 orf19.5749 | SBA1 809661 <-- 810326
6 |838696..839115 419 orf19.5760 | IHD1 338462 <-- 839640 | Tpk2 (Hyphe)
6 |860415..860928 513 | 0rf19.5773 857571 --> 859673 orf19.5775 863241 <-- 864779
6 |1016214..1016581| 367 0rf19.2150 1015905 --> 1016894 | Tpk2 (Hyphe)
6 |1023088..1024136 | 1048 |orf19.2157 | DACI 1022223 —-> 1023464 orf19.2158 | NAG3 1023473 <— 1025158
7 [1312..1627 315 orfl9.7124 | RVS161 |1246 <- 2040
7 |2052..2889 837 |orfl9.7124  |RVS161 | 1246 <-- 2040 orf19.7121 2747 < 3421
orf19.7123 2278 > 2769
7 |3716..4249 533 | orf19.7121 2747 <-- 3421 orfl19.7119 | RAD3 3464 < 5761
7 |7580..8872 1292 | orf19.7116 6523 <-- 7476 orfl9.7115 | SAC7 7583 <-- 9430
7 |10494..11307 813 orfl9.7114 | CSA1 10024 <-- 13080
7 |47377.47672 295 | orf19.7091 47152 <-- 47988
7 |136175..136457 282 orfl9.7044 | RIM15 | 137282 --> 143053
7 |212024.212711 687 | orf19.7014 211827 <-- 212739 orf19.7015 | RPPO 211801 --> 212739
orf19.7013 212898 --> 214127
7 |228044..228521 477 | orf19.7006 223296 <-- 226653 | Beyl (Hefe)
527530..527799 269 | orf19.6465 526552 <-- 527907 orf19.6464 529027 --> 530880
7 |589486..589861 375 orf19.5190 590363 --> 590788
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7 [604595..605637 | 1042 [orf19.5181 | NIK1 601548 --> 604793 orf19.5180 | PRX1 605347 --> 606078
7 |619945..620218 273 | orf19.5175 617642 <-- 621061
7 |761454..761842 388 [orf19.1331 |HSM3 | 758557 <-- 759975 orf19.1330 762348 —-> 764168
7 |789024..789535 511 | orf19.6687 784229 <-- 786232 orf19.6688 789512 > 790492
7 |861462..861745 283 [0rf19.7188 |RPPIB | 861443 <-- 861769 | Tpk2 (Hyphe)
7 |883582..883877 295 | 0rf19.7170 883500 <-- 883889
7 |936923..939787 | 1578|orf19.7136 | SPT6 934914 --> 939119 orf19.7131 939116 <-- 940339
orf19.7130 940494 -> 940895
R |10706..11820 1114 | 0rf19.7539.1 10646 <-- 11815
R |14912..16287 1375 | orf19.7538 14971 <-- 16827 Tpkl (Hefe) |orfl9.7537 | BNR1 16909 --> 21366 Tpk1 (Hefe)
R |18011..19650 1639 | orf19.7538 14971 <-- 16827 Tpkl (Hefe) |orfl9.7537 | BNR1 16909 --> 21366 Tpk1 (Hefe)
R |23919..24224 305 |orf19.7534 | MIS12 | 21385 --> 24462 Tpk1 (Hefe)
R |252806..253157 351|0rf19.3243  |SRP54 | 251463 --> 253133
R |510571..511549 978 | 0rf19.3740  |PGA23 | 510505 --> 511397 orf19.3738 | PGA22  |511782 -->512291
R |561932..562115 183 orf19.171 DBP2 561933 --> 564684
R |762225.763381 | 1156 orf19.4384 | HXT5 762145 --> 763933
R |792180..793314 | 1134|0rf19.4401 | YVHI 790131 <-- 791099
R |865551..866956 | 1405 |0rf19.465 IFF9 866462 > 869287
R |886794..887139 345 orf19.470 885991 <-- 888243
R |982108..982458 350 | orf19.535 RBR1 982099 <-- 982434
R |1257044..1257265| 221]orf19.454 SFL1 1255743 <-- 1258160 | Tpk2 (Hyphe)
R |1346322..1346618| 296 |0rf19.3888.2 1346101 <-- 1346388
R |1553792..1554096 | 304 |orf19.9 1553265 <-- 1554425
R |1712047.1712376| 329]|0rf19.3715 |ASF1 1708914 <-- 1709657 orf19.612 1712520 --> 1713512
R |1723831..1725033 | 1202 orf19.610 EFG1 1723589 > 1725166 | Tpk1 (Hyphe)
R |1750674..1752290 | 1616 | orf19.597 1749721 <-- 1751403 | Beyl (Hefe) | orf19.596.2 | DAD4 1752120 --> 1752438
R |1800978..1804000 | 3022 |orf19.6398 1801066 <— 1802223 orfl9.6399 | ATSI 1802855 --> 1803757
R |1808873..1809156| 283|0rf19.6403.1 |RPP2A | 1808820 <-- 1809491 orf19.6404 | GSH2 1810357 --> 1811814
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R |1839904..1840382 478 | orf19.6420 PGA13 1838917 --> 1840287
R |1884493..1884992 499 | orf19.6450 1881876 --> 1882556 | Tpkl (Hefe) orf19.6834.10 | TAR1 1893804 <-- 1894073 | Tpkl (Hefe)
R |1889199..1889556 357 | orf19.6450 1881876 --> 1882556 | Tpkl (Hefe) orf19.6834.10 | TAR1 1893804 <-- 1894073 | Tpk1 (Hefe)
R |1890125..1892222 | 2097 | orf19.6450 1881876 --> 1882556 | Tpk1 (Hefe) orf19.6834.10 | TAR1 1893804 <-- 1894073 | Tpkl (Hefe)
R [1893013..1897588 | 4575 | 0rf19.6834.10 | TAR1 1893804 <-- 1894073 | Tpk1 (Hefe) orf19.7279.1 1898635 --> 1898898
R [2031042..2031237 195 | orf19.6610 2029141 <-- 2031915
R [2034134..2034369 235 | orf19.6608 2033492 <-- 2034660
R |2046001..2046236 235 | orf19.6601 2045083 <-- 2046291 | Tpkl (Hyphe)
R [2107448..2108096 648 | orf19.7561 DEF1 2106215 --> 2108878
R |2197660..2198005 345 | orf19.7606 219624 --> 2198115
R |2265055..2265773 718 | orf19.7655 RPO21 2260510 --> 2265696 orf19.7657 POP3 2265749 --> 2266495
R 12279027..2279970 943 | 0rf19.7670 2278617 <-- 2281388 | Tpk2 (Hyphe)
R [2281721..2282968 | 1247 | orf19.7672 2281481 <-- 2282476 | Tpk2 (Hyphe) |orfl19.7673 2282567 --> 2282917
orf19.7675 2282948 <-- 2283424

R |2282767..2284617 | 1850 | orf19.7673 2282567 --> 2282917 orf19.7676 XYL2 2283524 <-- 2284606

orf19.7675 2282948 <-- 2283424
R |2285465..2286020 555 | orf19.7678 2284895 <--2285380 orf19.7680 CTA26 2285529 <-- 2286350

Der Stamm AF1005, der HA-markiertes Tpk2 produziert sowie der Kontrollstamm TPK7 (TPK2/tpk2) wurden unter Hefewachstumsbedingungen
angezogen. Die Chromatinimmunprazipitation erfolgte wie in Abschnitt 2.7.5 beschrieben. Die Chromatinfragmente wurden fluoreszenzmarkiert und auf
einem C. albicans ,Whole Genome Tiling Array“ kohybridisiert. Aufgelistet sind die Binderegionen des Proteins auf den Chromosomen 1-7 und R sowie die
nachstpositionierten ORFs. Liegen Binderegionen innerhalb einer kodierenden Region, wurde dies durch eine lila Schrift gekennzeichnet. Eine Griine
Unterlegung zeigt, dass mehr als eine Binderegion in der Nahe des ORFs gelegen ist. Wurden ORFs ebenfalls unter anderen Bedingungen und/oder von

anderen Proteinen gebunden, wurde dies ebenfalls notiert.
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Tab. 9.3: Bindung von Bcyl an chromosomale Sequenzen in C. albicans in der Hefeform.

ebenfalls ebenfalls
Grole Binde- Binde-
Chr | Binderegion (bp) | 5°ORF Genname | 5°0RF Position region von 3’'ORF Genname | 3’ORF Position region von
1 |319913..320378 465 orf19.3349 319681 <-- 323385
1 |469547..469709 162 orf19.3681 469144 --> 471771 Tpk2 (Hyphe)
1 [470800..471155 355 | orf19.3681 469144 --> 471771 Tpk2 (Hyphe)
1 |516708..516910 202 | orf19.2930 515635 <-- 517581
1 | 684568..685442 874 | orf19.3021 683972 --> 685176 orf19.3022 685483 --> 686415
1 |728720..729778 1058 | 0rf19.3048 727188 <-- 730160
1 |754683..755076 393 | orf19.3062 752851 --> 756390
1 |1537153..1538508 | 1355 orf19.4450 | ZCF23 1536764 <-- 1538464 | Tpk2 (Hyphe) | orf19.4449 1540755 --> 1541501 | Tpk2 (Hyphe)
1 |1550368..1551123 | 755 | orf19.4445 1549838 --> 1551466
1 |1555836..1556797 961 | orf19.4442 ALGY9 1554303 <-- 1555985 orf19.4441 1556170 <-- 1557966
1 |1697264..1698311 | 1047 |orf19.4713 1696719 --> 1699295 | Tpk2 (Hefe)
1 [{1777161..1777500 339 | orf19.5089 TERT 1774856 <-- 1777459 orf19.5090 1777650 --> 1778630
1 |1930346..1930527 | 181 |orf19.4746 | JIP5 1929099 <-- 1930727 orf19.4747 HEM14 | 1931411 --> 1933006
1 |2158892..2159244 352 | orf19.4850 2156090 <-- 2157940 orf19.4851 TFA1 2158787 <-- 2159971
1 |2288787..2289514 | 727 orf19.4906 2287271 <-- 289577 | Tpk2 (Hefe)
1 |2528500..2528734 234 orf19.1170 ARO7 2528538 <-- 2529344
1 |3093609..3094475| 866 |0rf19.7212 3091220 --> 3093523 orf19.7213 3093525 <-- 3096896
1 |3143030..3143471 441 orf19.7235 3141075 <-- 3143753
1 |3173264..3174962 | 1698 | orf19.7261 3171846 <-- 3173195 | Tpkl (Hefe) |orf19.7264 3174695 --> 3175633 | Tpk1l (Hefe)
Tpk2 (Hefe) Tpk2 (Hefe)
Tpk2 (Hyphe)
orf19.7263 3173251 <-- 3174603 | Tpkl (Hefe)
Tpk2 (Hefe)
2 | 634297..636983 2686 | 0rf19.5782 634021 <-- 636276 orf19.5780 636587 <-- 638608
2 | 773203..773553 350 orf19.853 SAP99 773182 --> 774273
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2 | 859692..860770 2078 | orf19.813 858692 --> 860770

2 |923123..923797 674 orf19.4511 922654 --> 924717

2 |928735..929852 1117 | orf19.4509 928713 --> 929033 orf19.4507 930016 --> 930831
orf19.4508 929080 --> 929727

2 |1209194..1211438 | 2244 |0rf19.5213 1208528 --> 1210972 orf19.5213.1 | COX8 1211238 <-- 1211519

2 | 1273830..1274107 277 | orf19.5487 CDC46 1272714 <-- 1274900 orf19.5488 1275300 --> 1275815

2 |1353174..1353480 306 | orf19.1295 VAS1 1350991 <-- 1354350

2 | 1399759..1400742 983 | 0rf19.2236 FHL1 1398143 <-- 1401601

2 |1604943..1605240 297 | orf19.2193 PRS5 1604375 --> 1605715

2 | 1643335..1645717 | 2382 |0rfl19.2175 1642904 --> 1644007 orf19.2173 MAF1 1646206 --> 1647533
orf19.2174 RAD57 1644238 --> 1645773

2 |1830866..1831331 465 orf19.206 1830690 <-- 1833836

2 |1854912..1855703 791 orf19.4066 1854382 <-- 1856793

2 |1862385..1862809 424 | orf19.4068 1860281 <-- 1862569 orf19.4069 1862599 <-- 1863063

2 |1931231..1932381| 1150 | orf19.1604 1930310 <-- 1933514

2 |1936262..1937272 | 1010 | orf19.1604 1930310 <-- 1933514 orf19.1605 PMS1 1936617 <-- 1939349

2 | 1988063..1988635 572 | orf19.1377 IPK2 1987955 <-- 1989007

3 |322795..323150 355 | orf19.1698 320919 --> 322817 orf19.1697 322944 <-- 324005

3 |441630..442835 1205 | orf19.1647 441623 <-- 442730 orf19.1646 442964 --> 445489

3 |701176..701460 284 | 0orf19.332 699717 <-- 701822

3 |973416..973666 250 | orf19.5917 STP3 969054 <-- 970364 orf19.5917.3 973882 --> 975468

3 |986669..987386 717 | orf19.5924 ZCF31 985124 --> 988516 Tpk2 (Hefe)

3 |993155..993788 633 | 0rf19.5928 RPP2B 993119 --> 993454 Tpk2 (Hefe) | orf19.5929 993572 <-- 994594

3 [1188441..1188619 178 orf19.6973 1186970 <-- 1190746

3 | 1329520..1330241 721 | orf19.7372 MRR1 1329371 --> 1332697

3 [ 1334297..1334539 242 orf19.7374 CTA4 1333933 --> 1336983

3 | 1739885..1740465 580 | orf19.6727 RIT1 1739189 <-- 1740502 orf19.6726 1740571 <-- 1741569

4 1179603..180057 454 orf19.4697 MDN1 176061 <-- 191174

4 |265123..265360 237 | orf19.4657 263911 --> 265413 orf19.4656 266125 --> 268023
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284817..285763 946 | orf19.4649 ZCF27 283245 --> 286835
625483..626502 1019 | orf19.2691 624374 <-- 625096 Tpk2 (Hefe) | orf19.2690 Tpk2 (Hefe)
Tpk2 (Hyphe)
775503..775894 391 | orf19.1313 CDR3 773035 <-- 774255 orf19.1311 SPO75 782925 --> 785510
4 1914395..915195 800 | orf19.1421 913834 --> 914475 orf19.1418 SEC15 915503 -> 918181
orf19.1420 914503 <-- 915330
4 |957612..958231 619 | orf19.3840 954788 <-- 959014
4 |986137..986443 306 | 0rf19.3823 | ZDS1 982303 --> 987240
4 |1075662..1075898 236 | orf19.3775 SSK2 1071964 <-- 1076415 orf19.3774.1 1077301 --> 1077522
4 |1493041..1493668 | 627 |orf19.3141 1491067 <-- 1493787
5 |813577..814436 859 | orf19.6079 813556 <-- 814416 orf19.6680 FGR27 816610 --> 818973
5 |820719..821260 541 | orf19.6681 819927 --> 821171
5 [939333..939706 373 | orf19.3904 937242 <-- 938012 orf19.3905 939322 --> 939903
5 11003415..1004392 977 | orf19.3945 1002133 --> 1003563 orf19.3946 1003703 <-- 1004587
6 |259305..260282 977 | orf19.139 TRA1 254562 --> 266027
6 |650422..650621 199 | 0rf19.5592 648633 --> 650654 orf19.5595 SHE3 652332 --> 653891 Tpk2 (Hyphe)
6 |754701..756057 1356 | 0rf19.5722 754024 <-- 755643 Tpk2 (Hyphe) | orf19.5723 POX1 756971 --> 758962 Tpk2 (Hyphe)
6 |830450..831205 755 | orf19.5758 SAL6 830292 --> 832007
6 [933024..933310 286 | orf19.1078 HBR2 931212 <-- 932489 orf19.1080 934133 --> 935740
7 119921..20195 274 | orf19.7107 19888 <-- 20349 orf19.7106 VPS70 21072 --> 23375 Tpk1 (Hefe)
7 |105074..105317 243 | orf19.7056 103977 <-- 105816
7 | 224232..224734 502 orf19.7006 223296 <-- 226653 Tpk2 (Hefe)
7 |269904..270283 379 orf19.6913 GCN2 268109 <-- 273403
7 |352913..353665 752 | orf19.6561 LAT1 352680 --> 354113 orf19.6559 354544 --> 356141
7 |615361..616563 1202 orf19.5177 614946 --> 616880 Tpk2 (Hyphe)
7 |677937..678576 639 | 0rf19.5143 TIM54 676831 --> 678033 orf19.5142 DFR1 678102 <-- 678680
orf19.5141 679378 --> 681549
7 |680488..680718 230 | orf19.5141 679378 --> 681549 orf19.5140 682335 --> 684422
879182..879461 279 | orf19.7176 NPT1 878622 <-- 879887 orf19.7175 HU1 880388 --> 881383
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R [1120169..1120579 410 | orf19.637 SDH2 1119650 <-- 1120441 orf19.555 1122196 --> 1123023

R [1180084..1180443 359 | orf19.5848 1179341 <-- 1181206

R |1437167..1439047 | 1880 orf19.702 1436356 <-- 1439673

R |1479572..1480040 468 | orf19.1843 ALGY9 1475586 <-- 1477277 orf19.1842 1479657 --> 1484333

R |1749830..1750772 942 orf19.597 1749721 <-- 1751403 | Tpk2 (Hefe)
R [1792929..1793537 608 | orf19.6391 1792440 --> 1793360 | Tpk2 (Hyphe) | orf19.6392 1793525 --> 1794562 | Tpk2 (Hyphe)
R |1899514..1900192 678 | orf19.7279 1899537 <-- 1900436

R |1906483..1908100 | 1617 | orf19.7283 1906456 <-- 1906824 orf19.7284 ASR2 1907189 <-- 1907965

R [2131385..2131702 317 | orf19.7570 UGA3 2129960 <-- 2132371

Der Stamm AF1007, der HA-markiertes Bcyl produziert sowie der Kontrollstamm CAF2-1 (WT) wurden unter Hefewachstumsbedingungen angezogen. Die
Chromatinimmunprazipitation erfolgte wie in Abschnitt 2.7.5 beschrieben. Die Chromatinfragmente wurden fluoreszenzmarkiert und auf einem C
albicans ,,Whole Genome Tiling Array” kohybridisiert. Aufgelistet sind die Binderegionen des Proteins auf den Chromosomen 1-7 und R sowie die
nachstpositionierten ORFs. Liegen Binderegionen innerhalb einer kodierenden Region, wurde dies durch eine lila Schrift gekennzeichnet. Eine Griine
Unterlegung zeigt, dass mehr als eine Binderegion in der Ndhe des ORFs gelegen ist. Wurden ORFs ebenfalls unter anderen Bedingungen und/oder von

anderen Proteinen gebunden, wurde dies ebenfalls notiert.
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Tab. 9.4: Bindung von Tpkl an chromosomale Sequenzen C. albicans 30 min nach Hypheninduktion.

ebenfalls ebenfalls
Grole Binde- Binde-
Chr | Binderegion (bp) | 5°ORF Genname | 5'ORF Position region von 3’ORF Genname | 3’ORF Position region von
1 |148004..148626 622 | orf19.6028 HGC1 138579 <-- 140936 Tpk2 (Hyphe) | orf19.6027 150614 --> 151714 Tpk2 (Hyphe)
1 |1516419..1516870 451 | orf19.6195 1514154 <-- 1516388 orf19.6194 1516859 <-- 1517800
1 |1963556..1965312 | 1756 | orf19.4757 1962576 --> 1964405 orf19.4758 1965089 --> 1965838
1 |2974775..2976176 | 1401 orf19.4991 MPT5 2976356 -->2979172 | Tpk2 (Hyphe)
2 |180493..180715 222 | orf19.2014 BCY1 178316 <-- 179692 orf19.2013 KAR2 180800 --> 182863
2 |236478..237078 600 | orf19.1989 DCW1 235037 <-- 236395
2 |825528..827860 2332 | 0rf19.829 SCH9 825527 <-- 827890
2 |979722..980366 644 | orf19.147 YAK1 976903 <-- 979332 orf19.149 980006 --> 980443
2 |2012857..2014395 | 1538 | 0rf19.1367.1 2012727 <-- 2012969 orf19.1367 MTW1 2013271 --> 2014215
orf19.1366 2014327 <-- 2015586

2 |2036377..2038342 | 1965 | orf19.1357 FCY21 2034842 --> 2036386 orf19.1355 2038261 <-- 2039304

orf19.1356 2036830 --> 2037837
3 |289644..292294 2650 | orf19.1717 288791 --> 290176 orf19.1715 IRO1 291579 <-- 293369 Tpk2 (Hyphe)

orf19.1716 URA3 290331 <-- 291143
3 |369664..369949 285 | orf19.1674 CDC53 367386 --> 369644 orf19.1673 PPT1 369944 <-- 371638
3 |478222..478413 191 | orf19.1624 474903 <-- 477388 orf19.1623 CAP1 479014 --> 480513
3 [521166..522301 1141 | orf19.1607 | ALR1 517727 <-- 520510 orf19.1606 524219 --> 525844
3 [522574..523583 1009 | orf19.1607 | ALR1 517727 <-- 520510 orf19.1606 524219 --> 525844
3 |526384..529907 3523 | 0rf19.227 COX7 526524 <-- 526853 orf19.230 529251 <-- 531893

orf19.229 527185 <-- 528435
3 |574391..574776 385 orf19.258 576625 --> 577383
3 | 582787..583012 225 | orf19.261 580882 <-- 582642 orf19.262 SMC3 583230 --> 586943
3 |634912..635748 836 | orf19.290 KRES5 630514 <-- 634857 orf19.291 635043 <-- 635962
3 | 794171..794799 628 | 0rf19.6940 794013 --> 794453 orf19.6938 MEU1 794873 --> 795907
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3 |881980..882850 870 | orf19.5866 881429 <-- 881752 orf19.5867 WSC1 883131 --> 884207

3 |1205329..1206328 999 orf19.6980 1205809 --> 1207566

3 |1229104..1229453 349 orf19.6985 TEA1 1229452 --> 1232154

4 |445988..446283 295 | orf19.4565 BGL2 444727 <-- 445653 Tpk2 (Hyphe) | orf19.4563 446380 <-- 447495

4 |523199..523935 736 orf19.2747 RGT1 523970 --> 527059

4 |834507..836541 2034 | orf19.1596 FGR28 832750 --> 834546 orf19.1595 835182 --> 836888

5 |604057..604634 577 | orf19.4284 BUR2 602769 --> 604349 orf19.4286 604784 --> 605758

5 |747505..747987 482 | orf19.2650 745173 <-- 747470

5 |871195..872206 1011 | orf19.3216 868715 --> 871219 orf19.3215 872183 --> 872572

6 |[923525..923795 270 | orf19.73 920465 --> 923449 orf19.1075 923865 <-- 924998

6 |947601..948466 865 orf19.1086 948405 --> 950273

7 |114102..115091 989 | 0rf19.7054 114110 --> 114475 orf19.7053 GAC1 115894 --> 117909

R |230941..231336 395 | orf19.3254 228574 <-- 230394 orf19.3252 DAL81 231768 --> 234404

R |352846..353729 883 | 0rf19.2539 352941 <-- 353276 orf19.2540 SAS3 353353 --> 355770

R |1067429..1067996 567 | orf19.1805 1066201 --> 1067559 orf19.1806 1068806 --> 1069882

R 11720896..1724778 | 3882 orf19.610 EFG1 1723589 --> 1725166 | Tpk2 (Hefe)
R |2044648..2045909 | 1261 | orf19.6601.1 | YKE2 2043818 <-- 2044321 orf19.6601 2045083 <-- 2046291 | Tpk2 (Hefe)
R |2066100..2066652 552 orf19.6591 2066600 --> 2067778

Der Stamm AF1004, der HA-markiertes Tpk1 produziert sowie der Kontrollstamm Il (TPK1/tpk1) wurden unter Hypheninduktionsbedingungen angezogen.
Die Chromatinimmunprazipitation erfolgte wie in Abschnitt 2.7.5 beschrieben. Die Chromatinfragmente wurden fluoreszenzmarkiert und auf einem C.
albicans ,,Whole Genome Tiling Array” kohybridisiert. Aufgelistet sind die Binderegionen des Proteins auf den Chromosomen 1-7 und R sowie die
nachstpositionierten ORFs. Liegen Binderegionen innerhalb einer kodierenden Region, wurde dies durch eine lila Schrift gekennzeichnet. Eine griine
Unterlegung zeigt, dass mehr als eine Binderegion in der Ndhe des ORFs gelegen ist. Wurden ORFs ebenfalls unter anderen Bedingungen und/oder von
anderen Proteinen gebunden, wurde dies ebenfalls notiert.
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Tab. 9.5: Bindung von Tpk2 an chromosomale Sequenzen in C. albicans 30 min nach Hypheninduktion.

ebenfalls ebenfalls
Grole Binde- Binde-
Chr | Binderegion (bp) 5°'ORF Genname | 5"ORF Position region von 3'ORF Genname | 3’ORF Position region von

1 |36705..36908 203 | orf19.6082 34525 <-- 35679 orf19.6081 PHR2 37852 -->39486
1 |94440..94794 354 | orf19.6048 93971 --> 94900 orf19.6047 TUF1 95215 --> 96495
1 |143170..143628 458 | 0rf19.6028 | HGCI1 138579 <-- 140936 Tpk1 (Hyphe) | orf19.6027 150614 --> 151714 Tpk1 (Hyphe)
1 |144696..145075 379 | orf19.6028 | HGC1 138579 <-- 140936 Tpk1 (Hyphe) | orf19.6027 150614 --> 151714 Tpk1 (Hyphe)
1 |152149..154359 2210 | orf19.6027 150614 --> 151714 Tpk1 (Hyphe) | orf19.6026 ERG2 154638 <-- 155291

orf19.6025 155448 --> 156329
1 |274451..275324 873 | 0rf19.3328 272385 <-- 274208 Tpk2 (Hefe) |orf19.3329 275488 <-- 276963
1 |293700..294391 691 orf19.3336 296059 --> 296517
1 |440264..440810 546 | orf19.3668 | HGT2 434435 <-- 436072
1 |441603..442744 1141 | orf19.3668 | HGT2 434435 <-- 436072 orf19.3669 SHA3 442472 <-- 444259 Tpk2 (Hefe)
1 |444782..446680 1898 | orf19.3669 | SHA3 442472 <-- 444259 Tpk2 (Hefe)
1 |448290..448719 429 | orf19.3669 | SHA3 442472 <-- 444259 Tpk2 (Hefe)
1 |468218..468605 387 orf19.3681 469144 --> 471771 Bcyl (Hefe)
1 |536089..536513 424 | orf19.2942 | DIP5 532457 <-- 534217 orf19.2943.5 536985 --> 537284
1 |649629..650205 576 | orf19.3003 645168 --> 649614 orf19.3003.1 | RPL6 650129 --> 651021
1 |709273..710361 1088 orf19.3038 TPS2 709532 --> 712198
1 |812051..812999 948 | orf19.4457 | BNI4 806539 <-- 811506
1 |933907..934401 494 | orf19.6846 932824 <-- 933901 orf19.6847 934217 <-- 935776
1 |946178..946430 252 | orf19.6852 943709 <-- 944536 orf19.6852.1 946320 --> 946508
1 |1081016..1082125* | 1109 orf19.4056 BRG1 1082678 --> 1083949
1 |1085859..1088858 2999 | orf19.450 1085006 <-- 1085239
1 |1165245..1166174 929 | orf19.411 1163651 <-- 1164670 orf19.410.3 1166924 --> 1167627
1 |1324573..1325681 1108 | orf19.1821 1324514 <-- 1324825 orf19.177 1337672 --> 1340068
1 |1411613..1411990 377 | orf19.6252 1409842 <-- 1411044 orf19.6250 1411731 --> 1412774
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1 [1475177..1475454 | 277]0rf19.6219 1473564 <-- 1474919 orfl9.6217 | PGA63 | 1475717 --> 1479514 | Tpk2 (Hefe)
1 |1500538..1500844 | 306 |0rf19.6202 |RBT4 1497979 <-- 1499055
1 [1512441..1513395 954 | orf19.6197 | DHH1 1509973 <- 1511622 orf19.6196 1513343 --> 1513909
1 [1539179..1539618 | 439]|0rf19.4450 |ZCF23  |1536764 <- 1538464 |Bcyl (Hefe) |orf19.4449 1540755 --> 1541501 | Bey1 (Hefe)
1 |1540867..1541592 725 | orf19.4449 1540755 > 1541501 | Beyl (Hefe) |orf19.4448 | SOG2 1542293 -> 1544758
1 |1851385..1851766 | 381|o0rf19.386 |SAMA 1850470 <-- 1851405 orf19.387 GCR3 1851872 --> 1854532
1 |2169343..2169569 226 | orf19.4857 2167701 <-- 2168519 orfl9.4858 | VPS41 2169829 --> 2172714
1 |2307472..2307544 72| orf19.4912 2305295 <-- 2307229 orf19.984 PHOS 2309139 --> 2310647
1 |2405317.2406528 | 1211]|0rf19.2331 |ADA2 2404448 <-- 2405785 orf19.2329.1 |RPS17B | 2406592 --> 2407384
1 |2531186..2531688 | 502 |orf19.1169 2529627 <-- 2530577 orf19.1168 | ZCF3 2531361 <-- 2531948
1 |2573862..2574284 | 422 orf19.1142 2574824 --> 2576743
1 [2591370..2593166 | 1796 orf19.5282 2593345 --> 2594787
1 |2728423..2728950 | 527 orf19.3765 | RAX2 2729519 --> 2733700
1 |2850718..2851222 504 orf19.4936 2853604 --> 2853999
1 |2871139.2871626 | 487]|orf19.4941 |TYE7 2869020 <-- 2869829 0rf19.4942 2871337 --> 2871705
1 [2911170..2911411 241 | 0rf19.4960 2907412 <-- 2908446 orfl9.4961 | STP2 2911732 --> 2913486
1 |2943847..2945010* | 1163 | 0rf19.4972 2935625 <-- 2937571 orf19.4975 | HYR1 2944794 --> 2947553
1 |2973825..2974218 | 393 orfl9.4991 | MPT5 2976356 --> 2979172 | Tpk1 (Hyphe)
1 |2989526..2989604 78 | orf19.4997 | Kis2 2987795 <-- 2990032
1 [2990901..2991302 | 401]orf19.4997 |Kis2 2987795 <-- 2990032 orf19.4998 | ROBI 2993348 --> 2996389
1 |3009313..3010835 | 1522]|0rf19.5006 |GCV3 3008491 <-- 3009024 orf19.5007 | ACT1 3011464 --> 3013252
0rf19.5006.1 3009603 <-- 3010010
1 |3024436.3026249 | 1813]0rf19.5014 3009603 <-- 3010010 orf19.5015 | MYO2 | 3026140 --> 3030825
1 |3073208..3073505 297 orf19.5032 | SIM1 3074225 --> 3075343
1 [3119227.3120423 | 1196 0rf19.7221 |SET3 3115551 <-- 3118760 | Tpk2 (Hefe) |orfl9.7222  |PAMI16 |3119961 <--3120326 |Tpk2 (Hefe)
1 [3131741.3132276 | 535]0rf19.7229 |IML2 3128865 <-- 3131465
1 |3161154.3161574 | 420]|0rf19.7247 |RIM101 |3158672 <- 3160657 orf19.7250 3162285 --> 3162728
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1 |3174820..3176570 1750 | orf19.7264 3174695 --> 3175633 | Tpkl (Hefe) |orfl9.7265 3175688 --> 3176416 | Tpk2 (Hefe)
Tpk2 (Hefe)
Bcyl (Hefe)
orf19.7266 3176818 --> 3176818 | Tpk2 (Hefe)
1 [3177347..3178542 866 | 0rf19.7267 | SAM35 3176785 <-- 3177540 | Tpk2 (Hefe) |orf19.7270 3179728 --> 3180789
orf19.7269 3177598 <-- 3178260 | Tpk2 (Hefe)
1 |3180466..3180776 310 | orf19.7270 3179728 --> 3180789 orf19.7271 3181309 --> 3181629
2 |162817..164641 1824 | orf19.2024 163117 --> 163476 orf19.2023 HGT7 164467 --> 166107
2 |169164..170398 1234 orf19.2020 HGT6 170217 --> 171869
2 |200560..200950 390 | orf19.2005 | REG1 195380 <-- 198415
2 | 222094..222783 689 | orf19.1995 219320 <-- 221449 orf19.1994 223605 --> 225650
2 | 288089..289853 1764 | orf19.1470 287869 <-- 288228 orf19.1471 289905 --> 290378
2 |315550..316991 1441 | orf19.1486 314676 <-- 315173
2 |324947..325370 423 | 0rf19.1488 322609 <-- 323268 orf19.1490 MSB2 327699 --> 331928 Tpk2 (Hefe)
2 |377038..377352 314 | orf19.1510 |SRD1 374579 <-- 376459
2 |593510..593703 193 | orf19.5806 | ALD5 591488 <-- 592987
2 |602392..603283 891 orf19.5802 602098 <-- 603138
2 | 660479..661860 1381 | orf19.909 STP4 658991 <-- 660121
2 |675626..675871 245 orf19.903 GPM1 675910 --> 676656
2 | 737307..738086 799 | orf19.871 728433 --> 731492 orf19.868 ADAEC 740829 <--742566
2 | 804974..805251 277 | orf19.840 RPL21A 804502 <-- 805314
2 | 807045..807518 473 | orf19.838.1 | RPS9B 805800 <-- 806875 orf19.839 807148 --> 809031
2 |816187..816871 684 | orf19.835 813549 <-- 815909 orf19.834 816340 <-- 818868
2 |962286..962657 371 | orf19.4490 961440 <-- 961997 orf19.4488 965502 --> 968417
2 |1015422..1015575 153 | orf19.4127 1013161 <-- 1014567 orf19.4125 1015910 -->1017148
2 ]1025035..1025750 715 | orf19.3521 | ARH2 1023164 <-- 1023958 orf19.3522 1026295 --> 1026600
2 |1145523..1146808 1285 orf19.6874 1150098 --> 1151921
2 |1279396..1280050 654 | 0rf19.5491.1 | ATP14 1278751 <-- 1279452 orf19.5492 1279836 --> 1280288
2 |1308814..1309005 191 | orf19.20 RTS1 1305671 <-- 1308223
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2 |1311987..1312226 239 | orf19.22 1310784 <-- 1311518 orf19.23 RTA3 1314829 --> 1316223
2 |1339747..1340279 532 | orf19.34 GIT1 1334306 <~ 1335865 orf19.35 1341149 --> 1344079
2 |1606990..1607518 528 0rf19.2192 | GDH2 1608435 --> 1611605
2 |1617539..1617765 226 | 0rf19.2187 |ALG7 1615542 <-- 1617026 orf19.2186 1617552 --> 1618595
2 |1653037..1653530 493 | 0rf19.2170 |PHM7  |1649472 <-- 1652255 orf19.2169 1654307 --> 1655002
2 |1783846..1784309 463 | 0rf19.3599 | TIF4631 |1780055 <-- 1783309 orf19.3593 1784521 --> 1785726
orf19.3594 1783886 <-- 1784221
2 |1812578..1814239 | 1661 |orf19.216.1 1812610 --> 1812792 orf19.216 1812963 <-- 1814489
2 |1890439..1893308 | 2869 |orf19.4082 |DD48 1889969 -> 1890607 orf19.4085 1892623 <-- 1893264
orf19.4084 | KIS1 1891108 <-- 1892346 | Tpk1 (Hefe) |orf19.4086 1893508 --> 1894158
2 |1963485..1964382 897 | orf19.1395 1962161 <-- 1963177 | Tpk2 (Hefe)
2 |2047918..2048225 307 | orf19.1783 | YOR1 2042944 <-- 2047410
2 |2098728..2099323 595 | orf19.1760 | RAS1 2096718 <-- 2097593 orf19.1759 | PHO23  |2099138 <-- 2100586
2 |2185554..2186125 571|0rf19.5337 |UBC15 |2185048 --> 2185575 orf19.5338 | GAL4 2186699 --> 2187484
3 |19719..19992 273 | orf19.5463 | SEC6 17074 <-- 19533 Tpk2 (Hefe) |orf19.5461 20107 --> 20643 Tpk2 (Hefe)
orf19.5462 19605 --> 20204 Tpk2 (Hefe) |orf19.5459 19602 <-- 21179 Tpk2 (Hefe)
3 |34014..34778 764 | orf19.5443 | BNA4 33094 <-- 34464 orf19.5442 34558 <-- 36054
3 |106293..106765 472 orf19.5392 | NGTI 107368 --> 108897
3 |127615..128404 789 orf19.5383 | PMA1 133120 --> 135807
3 |131501..132536 1035 orf19.5383 | PMA1 133120 --> 135807
3 |136716..136984 268 orf19.5381 137632 --> 139983
orf19.5382 138356 --> 138817
3 |292981..293733 752 | 0rf19.1715 | /RO1 291579 <-- 293369 | Tpk1 (Hyphe)
3 |339429..341009 1580 | orf19.1690 | T0S1 336918 <-- 338324 orf19.1687 342684 --> 344987
3 |347649..347845 196 orf19.1685 | ZCF7 347788 --> 349137
3 |353519..353784 265 orf19.1682 353614 --> 354774
3 | 455610..456942 1332 | 0rf19.1637 454104 <-- 455045 orf19.1636 | STE50 | 456166 —-> 457548
3 |588623..588938 315 | 0rf19.263.1 588472 --> 589302
3 |796645..797429 784 orf19.6937 | PTR2 797828 --> 799558
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3 [807691..808351 660 | orf19.6930 806308 <-- 807024 orf19.6929 807891 --> 808418

3 |818986..819808 822 [ orf19.6924 | HTA1 818897 --> 819295 orf19.6923 819833 --> 820864
orf19.6923.1 819560 --> 819775

3 |847070..848161 1091 | 0rf19.2803 846304 <—- 847275

3 [1045119..1045613 | 494 |o0rf19.5954 1044704 --> 1045305 orfl19.5956 | PIN3 1045672 --> 1046529

3 [1065544..1065858 | 314 orf19.5964 | ARF2 1066235 --> 1066780

3 [1220869..1222465 | 1596 | orf19.6983 1216188 <-- 1217360 orf19.6984 1226768 --> 1229056

3 [1358270..1358836 | 566 | orf19.7380 1349946 --> 1352462 | Tpk2 (Hefe) |orfl9.7381 | AHRI 1362620 --> 1364494

3 |1461130..1461877 747 | orf19.7427 1460760 <-- 1461974 orfl9.7428 | APN1 1462394 --> 1463578

3 [1471538..1473154 | 1616 orf19.7436 | AAF1 1477306 --> 1479144

3 |1583351..1584001 650 | orf19.6810 1580930 <-- 1582861 orf19.6809 1584183 --> 1585151

3 |1606676..1607033 357 orf19.6798 | SSN6 1608040 --> 1611282

3 |1757610..1757815 205 | orf19.6716 | ABD1 1755845 --> 1757269 orf19.6715 1757968 <-- 1758276

3 [1792187..1793004 | 817 |orf19.6191 |TLO8 1787713 --> 1788222 | Tpk2 (Hefe)

4 |58679..58950 271 orf19.5665 58588 --> 59571

4 100439..100793 354 | 0rf19.4186 | PCTI 99131 <-- 100504 orf19.4185 100986 --> 101441

4 |129887..130744 857 | orf19.4167 126574 <-- 127113 orfl19.4166 | ZCF21 131943 --> 133832

4 |249597..250790 1193 | orf19.4666 248828 < 249238 orfl9.4664 | NAT4 250950 --> 251564
orf19.4665 250043 <- 250645

4 |318339..319413 1074 | orf19.4631 |ERG251 |317232 <-- 318197

4 |382067..382415 348 orf19.4597 382277 --> 383152

4 |400425..401365 940 orfl9.4590 | RFX2 405150 -->408485

4 | 445988..446236 248 | orf19.4565 | BGL2 444727 <- 445653 | Tpk1 (Hyphe) | orf19.4563 446380 <-- 447495 | Tpk1 (Hyphe)

4 | 449353..450059 706 | orf19.4560 | BFR1 447852 <-- 449240 orf19.2775 | IDI1 450184 —-> 451038

4 |477480..478647 1167 | orf19.2767 |PGA59 | 471123 <-- 471464 | Tpk2 (Hefe) |orfl9.2766 479521 -->479829 | Tpk2 (Hefe)

4 |531902..533281 1379 | orf19.2743 531821 <— 533641 orf19.2742 534009 --> 534347

4 |533749..534186 437 | 0rf19.2743 531821 <-- 533641 orf19.2742 534009 --> 534347

4 |560648..560876 228 | 0rf19.2726 558959 <-- 559897

4 |569336..569906 570 | orf19.2725 566926 <-- 567228 orf19.2724 571922 --> 573418
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4 |575102..575826 724 orf19.2723 HIT1 577406 --> 577852

4 |628056..628240 184 orf19.2690 627864 --> 630557 Tpk2 (Hefe)
Bcyl (Hefe)

4 |729547..730003 456 | orf19.3374 | ECE1 726613 <-- 727428

4 |750018..750217 199 | orf19.1327 | RBT1 745268 <-- 747433 orf19.1326 750848 --> 752818

4 |760306..761471 1165 | orf19.1323 758543 --> 760858 orf19.1321 HWP1 762939 --> 764843

4 |770395..770608 213 | orf19.1317 OSH3 766952 <-- 769486 orf19.1314 770678 <-- 772087

4 |886918..887415 497 | orf19.5294 | PDB1 885562 <-- 886701 orf19.5293 888375 --> 889898

4 |935826..936790 964 | 0rf19.1409.2 935121 <-- 935405 orf19.1409.1 936933 --> 937879

4 |940846..941595 749 | orf19.1409.3 940387 <-- 940662

4 |973311..973583 272 | 0rf19.3828 973277 <-- 973609

4 | 974554..975251 697 | orf19.3827 974569 <--975579

4 |977529..978474 945 | orf19.3826 976601 <-- 977449 orf19.3825 RCE1 979399 --> 980244

4 |979438..979721 283 orf19.3825 RCE1 979399 --> 980244

4 |1101539..1101810 271 | orf19.740 HAP41 1097336 <-- 1099281

4 |1307325..1307926 601 | orf19.1277 1305276 <-- 1306454

4 |1425384..1426348 964 orf19.2892 1426618 --> 1429254

4 |1504571..1504880 309 | orf19.3134 1502722 <-- 1503162 orf19.3133 GUT2 1507275 --> 1509227

4 |1575585..1575933 348 | orf19.3097 | PDA1 1574337 <-- 1575542 orf19.3093 MSH2 1575765 <-- 1578386

4 | 1596206..1597692 1486 | orf19.3077 VID21 1594501 <-- 1596561 | Tpk2 (Hefe) |orf19.3074 TLO10 1597337 <-- 1597996

orf19.3076 1596736 --> 1597134 | Tpk2 (Hefe)

5 |306..1474 1168 orf19.5700 TLO11 1918 -->2427

5 [136077..136557 480 | orf19.930 PET9 134740 --> 135645 Tpk2 (Hefe) |orf19.929 137597 <-- 138904 Tpk2 (Hefe)

5 |247997..248322 325 | orf19.1960 | CLN3 244214 <-- 245611 orf19.1959 253350 --> 254321

5 |250712..252478 1766 | orf19.1960 | CLN3 244214 <-- 245611 orf19.1959 253350 --> 254321

5 1276292..277575 1283 | orf19.1946 274481 <-- 275380 orf19.1945 AUR1 277008 --> 278423

5 1290448..291092 644 | orf19.1941 | NUF2 288720 <-- 290129 orf19.1940 290443 <-- 291183

5 |336269..337802 1533 | orf19.4145 | ZCF20 333155 <-- 336412 orf19.4146 SMD3 338300 --> 338620

5 |351655..352110 455 | orf19.4152 | CEF3 347919 <-- 351071 orf19.4153 353433 --> 355034
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5 |404185..404438 253 | orf19.3195 | HIP1 402835 <-- 404634 orf19.3193 FCR3 407977 --> 409176

5 ]406405..406672 267 | orf19.3195 | HIP1 402835 <-- 404634 orf19.3193 FCR3 407977 --> 409176

5 |580225..580660 435 | orf19.4273 576587 <-- 579346 orf19.4274 PUT1 580957 --> 582426

5 [773790..773969 179 | orf19.2638 772041 --> 772868 orf19.2637 777343 <-- 778356

5 |781993..782387 394 | orf19.6656 | DUR3 780689 <-- 782254

5 |784395..784791 396 | orf19.6658 782738 <-- 784369 orf19.6659 785599 --> 787305

5 [852238..852545 307 | orf19.1106 848594 <-- 850948

5 |854240..855376 1136 | orf19.1106 848594 <-- 850948 orf19.1105.3 855473 <-- 855730

5 1862998..863421 423 | orf19.3219 859577 <-- 861382 Tpk2 (Hefe) | orf19.3218 863725 <-- 865191

5 |896569..896877 308 | orf19.1286 896484 <-- 896840

5 1912325..913276 951 | orf19.1280 | SUI1 912081 <-- 912410 orf19.1279 CDS1 913853 --> 915208

5 |983077..983659 582 | orf19.3934 | CAR1 981892 <-- 982845 orf19.3936 984182 --> 987670
orf19.3935 983153 --> 983455

5 1992771..992973 202 | orf19.3940.1 | CUP1 992430 <-- 992531

5 1998235..998469 234 | orf19.3942.1 | RPL43A | 997147 <-- 997796 orf19.3944 GRR1 998281 <-- 1999623

5 |1047235..1047684 449 orf19.3968 1051721 --> 1052032

6 |16469..16691 222 | orf19.6323 | HPA2 16135 <-- 16593 orf19.6322 ARD 17289 --> 18134

6 |195105..195754 649 | orf19.100 194298 <-- 195350 orf19.101 RIM9 195973 --> 197013

6 |200212..200987 775 orf19.105 HAL22 200573 --> 201649

6 |208813..209317 504 | orf19.111 CAN2 206049 <-- 207775 orf19.113 CIP1 209464 <-- 210363

6 |216474..217820 1346 orf19.118 FAD2 218253 --> 219563

6 |361075..361267 192 | orf19.3415 | PTK2 358174 <-- 360612

6 |365768..366814 1046 | orf19.3414 | SUR7 364264 <-- 365076 orf19.3412 ATG15 366504 <-- 368297
orf19.3413 | FGR37 366036 --> 366344

6 |403518..403811 293 | orf19.687.1 | RPL25 402823 <-- 403696

6 |650940..651770 830 orf19.5595 SHE3 652332 --> 653891 Bcyl (Hefe)

6 |672964..673280 316 | orf19.5606 672990 <-- 673310 orf19.5607 674328 --> 675269

6 |707879..708141 262 | orf19.5625 705142 <-- 705675 orf19.5626 710237 --> 711466

6 |756418..756657 239 | orf19.5722 754024 <-- 755643 Bcyl (Hefe) |orf19.5723 POX1 756971 --> 758962 Bcyl (Hefe)
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6 |839879..840719 840 | orf19.5760 |/HD1 838462 <-- 839640 Tpk2 (Hefe)

6 |1015170..1015583 413 | orf19.2149 1013475 <-- 1015748 orf19.2150 1015905 --> 1016894 | Tpk2 (Hefe)
7 |51657..52605 948 | orf19.7089 | PMR1 48461 <-- 51214 orf19.7088 51707 <-- 52855

7 |369704..370249 545 | orf19.6555 369532 --> 369888 orf19.6554 370382 --> 371209

7 |385091..385625 534 | orf19.6541 | RPL5 384489 <-- 385385

7 |410183..410795 612 | orf19.6530 408388 <-- 409251 orf19.6529 CDC34 411055 --> 411789

7 |444107..446142 2035 | orf19.6515 | HSP90 439531 --> 441654 orf19.6514 CUPSY 449876 <-- 450910

7 | 447962..448240 278 | orf19.6515 | HSP90 439531 --> 441654 orf19.6514 CUP9 449876 <-- 450910

7 |613915..614566 651 | orf19.5178 | ERG5 612167 <-- 613720 orf19.5177 614946 --> 616880 Bcyl (Hefe)
7 |628556..628781 225 | orf19.5171 | PMT1 624686 <-- 627319 orf19.5170 ENA21 629811 --> 632726

7 |660976..661253 277 orf19.5155 CHS6 660140 <-- 662425

7 |752983..754029 1046 | orf19.1334 749305 <-- 751269 orf19.1333 SNG3 753848 <-- 755677

7 |861682..861878 196 | orf19.7188 | RPP1B 861443 <-- 861769 Tpk2 (Hefe)

R |27283..28223 940 | orf19.7529 | EPLI 25279 <-- 27540 orf19.7527 28507 --> 30687

R |62750..63139 389 | orf19.7509.1 | ATP17 62794 <-- 63164 orf19.7510 KIN2 63737 --> 67375

R |206791..207618 827 orf19.3264 CCE1 207731 --> 208729

R |338649..339085 436 | orf19.2529.1 338130 <-- 338318

R |643693..644610 917 orf19.2841 PGM2 644428 --> 646110

R |875325..875886 561 orf19.467 WOR3 878587 --> 880515

R 1926201..926840 639 | 0rf19.496 923600 <-- 926371 orf19.497 EAF7 926647 <-- 927984

R |1094881..1095167 286 orf19.646 GLN1 1095525 --> 1096646

R |1188915..1189354 439 | orf19.5845 | RNR3 1187217 <-- 1189667

R 11271612..1272002 390 | orf19.454 SFL1 1255743 <-- 1258160 | Tpk2 (Hefe) |orf19.451 SOK1 1274197 --> 1276674

R |1527473..1527721 248 | orf19.2356 | CRZ2 1523701 <-- 1525254

R |1608769..1609513 744 | orf19.6127 | LPD1 1606104 <-- 1607579 | Tpkl (Hefe) |orf19.6126 KGD2 1609238 --> 1610563

R |1658969..1660465 1496 | orf19.6286 1658591 <-- 1659187 orf19.6285 GLC7 1660910 --> 1661902

R |1704078..1704322 244 | orf19.3713 1703561 <-- 1704151 orf19.3714 1706954 --> 1708801

R 11759101..1759653 552 | orf19.589 VPS21 1758434 <-- 1759084 orf19.6365 PTP1 1760180 --> 1761298

R |1792857..1793099 242 | orf19.6391 1792440 --> 1793360 |Bcyl (Hefe) |orf19.6392 1793525 --> 1794562 | Bcyl (Hefe)
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R |1805230..1805430 200 orf19.6402 CYs3 1805750 --> 1806949

R |1828184..1828424 240 orf19.6416 1828758 --> 1830155

R [1923863..1924200 337 | orf19.7296 1922208 <-- 1923260

R |2168894..2169575 681 orf19.7592 FAA4 2172618 --> 2174708

R |2226234..2227604 1370 | orf19.7622 | SPT3 2225714 <-- 2267000 orf19.7624 2227458 <-- 2229053

R [2229672..2229971 299 | orf19.7625 | PGA1 2229458 --> 2229856 orf19.7626 EIF4E 2230355 --> 2230984

R |2280981..2282184 1203 | orf19.7670 2278617 <-- 2281388 | Tpk2 (Hefe) | orf19.7672 2281481 <-- 2282476 | Tpk2 (Hefe)

Der Stamm AF1005, der HA-markiertes Tpk2 produziert sowie der Kontrollstamm TPK7 (TPK2/tpk2) wurden unter Hypheninduktionsbedingungen
angezogen. Die Chromatinimmunprazipitation erfolgte wie in 2.7.5 beschrieben. Die Chromatinfragmente wurden fluoreszenzmarkiert und auf einem C.
albicans ,,Whole Genome Tiling Array” kohybridisiert. Aufgelistet sind die Binderegionen des Proteins auf den Chromosomen 1-7 und R sowie die
nachstpositionierten ORFs. Liegen Binderegionen innerhalb einer kodierenden Region, wurde dies durch eine lila Schrift gekennzeichnet. Eine Griine
Unterlegung zeigt, dass mehr als eine Binderegion in der Ndhe des ORFs gelegen ist. Wurden ORFs ebenfalls unter anderen Bedingungen und/oder von
anderen Proteinen gebunden, wurde dies ebenfalls notiert. Bei der mit *-markierten Binderegionen waren die roten Signifikanz-Peaks nicht Gberlappend.
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Anhang 158

9.1 Nukleotidsequenzen der Bankplasmide

1.
TTTTTAAAGATAACCTACATGGATGATGTAATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGA
TCGAATTCCCGGGGGATCCATCGATTCTTCAAGCGGTCTTTCTTCCTGTTCTCTAAATGATCCATGTTTTATAGCAAACCAAA
ATTTTTCTCTCTGTCTTGTACATGAGTCATAAGTTCCATATCTATAATAGTTTTTCACTTGACCTCCCAATGCAAAGCAAGCG
ATTAACTCGTCTAATGCAGTCATCATCGACACCAGTCCAGGGTATTCATTCAAACTTGTATCTTTTTGAATAGATTTTGTTAT
TTCTTTTCTTCTTTTCTGTACATCTTCATTTGAATCTTGAAACAATTTCCAAATCTCTTCTAAATCTTTATCATCTTTACTCATGT
TGAAGTATATGGTGTAGGAATAATTAACAGTTATCTGAGAAAGAGAATTGGATTTTTCTTTTTTTCTTTCCTTTTTGTTTCTC
CACGAACAAGAAATTTTTCAAAACTCAGAATCACTTTCAGATTGACCTAAAAAAAACTGAGCTCTTTCGATGTCGACCTGCA
GAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTT
ATACATCGTTTTGCCTTCTTTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCTGATCTATAGAATTTTT
TAAATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTGGACCTAAATTCTTCATGAAAATATATTACGAGGGCTTATTCAGAAGCTT
TGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGAT
GGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATTATT
AAATAAGTTATAAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAGTA
ACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGGATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACACACCCTCTACCGGCATGCCGGT
CGAAATTCCCCTACCTTAGGACATATTCCATTTTGGAATTCCGGGCCGTTCCATAAAGAATTCCATTTAAAAGTTTAGTGCC
AAATTCTAAAAAAAAGAAACTTTTTAAGCAAGGATTTCTTAATTTTTTGGGGAAGGATCCCGCATCTGGGGGGACTGTGGG
AACCCTAAATCCCAGTTCTGAAACCGGTCCCAAACCTTTTATCGGCTTTAAAGGGCTACCCTCTCGGGAGATAAAAGAAATT
TACATTCTTGCCGAAAAAAAATGGGGAATGGGTAACTTTC

2.
TTTTTTCGGATAACCACATGGATGATGTAATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAACAGTTATC
GAATTCCCGGGGGATCCATCGATTCTTCAAGCGGTCTTTCTTCCTGTTCTCTAAATGATCCATGTTTTATAGCAAACCAAAAT
TTTTCTCTCTGTCTTGTACATGAGTCATAAGTTCCATATCTATAATAGTTTTTCACTTGACCTCCCAATGCAAAGCAAGCGAT
TAACTCGTCTAATGCAGTCATCATCGACACCAGTCCAGGGTATTCATTCAAACTTGTATCTTTTTGAATAGATTTTGTTATTT
CTTTTCTTCTTTTCTGTACATCTTCATTTGAATCTTGAAACAATTTCCAAATCTCTTCTAAATCTTTATCATCTTTACTCATGTTG
AAGTATATGGTGTAGGAATAATTAACAGTTATCTGAGAAAGAGAATTGGATTTTTCTTTTTTTCTTITCCTTTTTGTTTCTCCA
CGAACAAGAAATTTTTCAAAACTCAGAATCACTTTCAGATTGACCTAAAAAAAACTGAGCTCTTTCGATGTCGACCTGCAGA
GATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTAT
ACATCGTTTTGCCTTCTTTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCTGATCTATAGAATTTTTTA
AATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTTGGACCTAAATTTCTTCATGAAAATATATTACGAGGGGCTTATTCAGAAATC
TTTGGAACTTCTTTCGCACAAGGTTAGGTCAAATCCTCCAATCACAGGTTGTCCGGTTTGTCTACCTTTGCCAAAAATTTTAC
GAAAACGATGGAAAAGGGGTCACATCGATTGCGAACAAAACGTTGGTCGAACACTTCACAAATAAACCCAAACTTTCGTA
CGGAATTTATAGATTATTTCATCATT

3.
TTAAACCGTATACACACATGGAGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGAT
CGAATTCCCCGGGGGATCCATCGGAACTCCTGATTAGTACGTGAATATGGTGTGCCCACCGTATAGTACTGCAACACCGTC
TTGGTCACAGTATATGGCAATGTAACCAATTTAAGAAAAAAATCAATTGTAATCATGGTCCCATGCATAAGCAAGATAAAC
TTTTTTTGACGTCGACTTTTTTTTCTTTITTTTTTTTTCCTCTGTTTTCCTACACGACTACAACTTAAAACTATTTGAGCTTTGTG
GCCCGCTGGCCTTTTTGAGATTACCTTTAATGTCTCTCATCTCACCCTTATTGCCAATGACAGTAAGGTTCTTTGCACCAGCC
AACGTATCGACAACACCATCTTTCCTTTGACGTTTGGTCTCTTGTCTTTGGTTAAACGTCTTGGCCTTCTTTCTCTTGCTAGCA
CGTCTTAACCTCTGTTTATCTTCACGACTCAACTCATCTTTCGAGTACGACAAACCAGACTTTAATTGCACTTGCGACTTGCC
CTTAACTCCATCACCCTTAGCCTCATCATCACCAATCTTATATATCTCCTGTGGTGCCAACCTCGACTCGTTCGACACATGCA
ATGGCTGCGCATCTTCCATGCTAATACTATCGGTAACCTTAATATCAATGGTCTTGGCTTGGTGTGGTTTGGGAATGAAATG
AGCTGAACACAACGCATCTAATTTATGTGTAACCTTGGTAAACAACTCACTAATCTCGTCGTGCTGTTTCTTCACCTCTTCGT
TGATCGATTCTTGTTGTGCATCAACATGGTTATACTCATCCTCATACAACTCAGCTAACGACTTGGACGACTTTTGTTCAGAA
ACCTCGGCTCGTGGCGTCTTGTGGAACTTGGAAATGTCTGTTATTATACGTCTGGGCAAATCATTAAAATCGTCTTCCTTGA
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TACGTTTGCGAATAAGGTCTTCCAATGTCTGCGTCGACTCCTCAGTTATCACCGGAACCGGGTTTGGATGTACGGTCAAAA
GCTATTTCAGTCTCCTCCAATAACGATTCTCGCGATGTCGACCTGCAGAGATCTATGAATCGTAAATACTGAAAAACCCCGC
AAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTTAACATCCGTTTGGCCTTCTTTTAAGGAACCTTAAC
CTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGGCCATGGAACCTTCTGAATCATAAAAAATTTTTTAAATGGAAAAAAAATAAAGGGCCCAC
CTTTT

4.
TTTTCCGGATATACTACTAGGATGATGTATATACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATC
GAATTCCCCGGGGGATCCATCGCTTTCCAACTCAACAGCTCTACTTTGCATGTTTTTCTTTCTTAGCTTATATGACGAAAACA
ACAACAACCCTTCAATATAATACAACCCATTGAATTGTTTATCCTCCTCAGCTTCTCCCAATTCCAATCTTACCAAACCATGA
AATGCCTCTTGAAATAATCTTTTAGTTAATCGTGTATTGTCAAGAAAATAGTTTAGCGTGGCTTTGTTGCGATGTCGACCTG
CAGAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCA
TTTATACATCGTTTTGCCTTCTTTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCTGATCTATAGAATT
TTTTAAATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTGGACCTAAATTCTTCATGAAAATATATTACGAGGGCTTATTCAGAAG
CTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAA
GATGGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATT
ATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGA
GTAACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCTCTACCGGCATGCC
GGTCGAAATTCCCCTACCCTATGAACATATTCCATTTTGTAATTTCGTGTCGTTTCTATTATGAATTTCATTTATAAAGTTTAT
GTACAAATATCATAAAAAAAGAGAATCTTTTTAAGCAAGGATTTTCTTAACCTCTTCGGCGACAGCATCACCGACTTCGGTG
GTACTGTTGGAACCACCTAAATCACCAGTTCTGAAACCTGCATCCAAAACCTTTTTAACTGCATCTTCAATGGCCTTACCTTC
TTCAGGCAAGTTCAATGACAATTTCAACATCATTGCACCAAACAAGATATTGGCGATAGGGTTGAACTTATTCTTTGGCAAA
TCTGGGACAAAACCGTGGCATGGGTCCGTAAAACCAAATGGCGGGTTTCTTGCCTGGCAAA

5.
TGANGCNACTACTNGGGTGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCGA
ATTCCCCGGGGGATCCATCGGAATGTGTCATTGATCGAAATGGAACAAAGTTTGAAATTGATTCGAGAGTTTTTGACTGTT
GATAAAGGTTCAGATTTATTGTCGGTTGGGGTCATCAAGACTTTAATTACTATAGTTGAAGAGAATGGCGATAGTAGTAAC
AATGGGTTTGGAAATATAAATGGAATTAATGATCAGGACAGAATTATAACGAAAAGGATAGAGAGCATTCCTGAAAGTTT
TAAAAATGCATGCCTAGAAACCATTTGCGAAATAACATTATTGAATCCAGAATTAATTTGTCATTCTGGTNGATTTAAGTTG
ATTATTAATTCAATTTTAGACAANCCAGTCGAAATTGGTTCAACTTGTTTGATGANTGTTTTAAAGTTGNTAGATTTTGAAA
ATTCAAGAAAATTNGNTCGGAATGGATTTGATTTANATTCATTGATCTCAATCTATTCCCATTTAANTGACCATGNACNATG
ANACCAACCNNGACTANTAATTCCNCCNGGAATAANAAANNCNTCCCNATTATAANCTTCNNAAAAANNNCANTCTTGA
TATCGACTTTNTNAAAGNNATTCTCANTGGGATAANTGGCNNTNCCTGATCAATGACTTTNCNAGCANTNNAAAATCCTN
CCTTNTGANTTCNGCCGANCGANANNNCCCNCNTACNAGCCTCNATTTTNCNNACCNNTTNNNTGNANNNCNTGCANG
NTCCANNANGCTNNTCCTNGGNNNAAAAANCNCNCCCCNTNGGGTNATTNCNNNCCNGCGNNNNCACCGNNCTNNTN
NAANCNNNNGGNTNACNACNNTCNNNTTNCGANTNTCCGANCCCNTNGNACCCTNGNATNTCANTCTNAGAGCNNNT
TGCCNCCTTANANCTNNGNCTNCCNCATCNNNNAGNCTNNATNAANACGGNCNTNCNTTTCANCATTTCNCCTNNNNTC
TCGNCNCCNNCCGNGNGAGCGNNACCCACTCNCNCNTNCNCNANGATANCTNTNNNNNTGTNCNTCNCCNTTNTNTTN
TNGCGGCTATCCANTACNTTCCCGNCNNGCNCTNTNCCTNCTAANCNNTNGNTNNAGCCNNATANTCCNTCNGCNTCNN
TCNNGNNNCTTCGNCTNGNCCNNNNCCCCGCTNANCNCGTCCTNCNCCNCTTNNGGCNTNCTCCTCTNTTNNGCNCNG
NTNCNCNCCNCATNAGCCNNNNCNGGCGNCTNNNTGNNNTCGTCTTCTNNNNTCNCCNTAGTANACNTCCNCNTGANT
CNGTCNCTCNTACTCGNGNGTNGNNNCCNCANNNNNCTNTGCNTNTNTCNGNT

6.
NCCAGTGATACACTCATGGATGATGTATATACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCG
AATTCCCGGGGATCCATCGTGTACATGTGGCGAAAAATAGAGTTTTTTACAATTTCTCCTAGACAACATGCAAGTTCAAGTA
AGCAACAAGGAAATAGTCTAGAAATGATGGGAGAGTTGAATATGACGGAAATGATGGTTTATTAATTCAGTAAGCAGGA
AAGAAAGTAATCAGTTTTTAGAAAGTTTTTTTTTTGGTTTACTTTATTTCCCATTTCTGGTAGATTAAATAATACAAAACGAT
GAGGTTTTATGATTATTAAAGTAAAAAGTGTATGTAAACCATCAACAAGTAGAGGCTAGCGTTTATACTGGTGTTGATGAT
GGTCATGACTGCTGTTTTTATACTTGTAATTTAGCCCTTTAAAATACAGCGATGCCTCGCTGGCTCTTCTCATAGTTCTCGTT
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AATGTGGGATCTTTCGACACTTTGTTAACATAACCATTTTGATAGCTTCTGGACAGTGCGTTGGATGCACTCACAGGGACG
CCAAGTTTCATGTTAGCTGTTATTCGGGTTGCAAGCTGACTAGTGGCAGATCGTTTGCCTATTGGATTTTGGAAATACTTCT
TTTTGGGACTTTCAAAACTAAATCTCTTTAAACTATTTGGCGAATTGCTAGATTCATTGCTGGATGAAAGTGACCTCCAATT
AATTTCTCCTAATTTCGTTGATTCAACAAAAAAAGATCTCTTCTTGTGGAACCGTTTCTATCATCATCATCAGTTTTGAGTTG
GTATCATTTTTGAGAAGAATCACGAGGGACTTATTGACAAAGAGAGGAGAAGATATTGAATCGAATCTACCCCGTGAAGA
AGCTGTTTTAAACATCTCATTTATTTAGTATCTTACGATAGATAAATAAAACGGTGGGCCAATCGAAACTTGTACGGGTTCC
TAATAGAACCATATGGCTTGTAATTCTGAGACTGGGAGTCTAATTCATAAATGGGGAATTTATCGTTAGGGCATTAAAAGA
ATTGTGGAACTTACATATCGAGACTAGGGATTACGAGACGTAAAAGAGATGTGGAGACAATGGAATACTGAATTTCCACC
GCTTAAGAAAACTTTGTAGAGGGGGAAGTAAGAACAAAATTGTAGGCATATAGAATTGATATAAGTTCGCGATAGGGATA
CGTGTTCGTATCTGGATATGCCTGTTTGGGCTAACTGAGTGTAACATCAGTAAAGTCCAAAGCTATGAGATAAAAATCCCC
GTTTCGTAAGCCACGCGTGGAGGTGGCTGTGATCGATGGAATCTCATAGAATAGATGGACTAG

7.
TTTAAGGGATAACCACATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGAT
CGAATTCCCGGGGATCCATCGCTCGGAGGTACTATATGCGAAAGCAGAAAAGACAATTGCAAGAATACAGAGAGTTCTTC
TCTGGGCTATTGCAATGTGTTTAAGGCCAAGTCGACGAGTGGGGAGAGTCTGGAAGTGATATACACATCACGACCTACTT
TATACGCTACGTTCGGCATGGGCGAGCCACTTTGCGGTGGCAAGCCTGAACAGTCCCACACCAGATATCTAACGATTCTGT
GTATGGGCACTGATGGATTTAGTGGATTACTAGCTGATAGCAAGTATTGAAAACTAAAACCGACTCGGGGGTATGCCTTG
GCAAGTAGCCGGAGTAAAATCTGTGACTTTGCTGAGTGTAACTCCCTCCATGGTTGGCGATGTTCGACGTGCGCGGCAGTT
CTTGTCGTATCACAGTCGCACGGACACCACACCGGGAGAATCTTAAGAGGGCTATATGGATGTGGAACGGTTTGCTTGCT
GTGGTAAAACACTGGCGGGCGAGCCGACGTTCCACGGACACAGCAATGTGTTTGCAACCAAATAAATAACTTGTACGGTT
TGAACGTGTTTTTGGCTGCTCCTTCCAGTTCTTGGCGGGAGAAGCTTGGGCGACAAAATCTTCAATTGGTCATTTATTAGGT
GCCGCGGGTGCCGTTGAATCAATTTTCACATTAAATGCCATCAAAACAGGTCAAATACCAGCAACTTTAAATCTCGATGTC
GACCTGCAGAGATCTATGAATCGGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAAT
TTTCTTTCATTTATACATCGGTTTTGCCTTTCTTTTATGGTAACTATACTTCCTCTAAATTTTCAATCTTGGGCCATGTAACCCT
CTCGATCTATAGAAATTTTTTAAATGGACTAAGAATTAATGGCCCATCTTTTTTTTTGGGACCTAAATTTCTTCATGGAAAAT
ATAATTACGAAGGGCTTTATTCAGAAAGCTTTTGGACTTCTTTCGCCAATACGTGTTGTGCAAAGTCCTCCAATCCAAGGGT
TGTCTGGCTTGGCCTACCTTTGGCCCGAAAATTTTACGAAAAAGAATGGGAAAAAGGGGCTAAATTCGTTTGTGTAAGATA
CCGTTGGTTGGAACCCTTCCCAAAATAAACCGGAATTTCTTTATAGAATTTCTTGATATTTTTATTACATAACATACATTTTTA
AAAATG

8.
TTTAACACGTGTAACACTCATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGA
GATCGAATTCCCGGGGATCCATCGCTCGGAGGTACTATATGCGAAAGCAGAAAAGACAATTGCAAGAATACAGAGAGTTC
TTCTCTGGGCTATTGCAATGTGTTTAAGGCCAAGTCGACGAGTGGGGAGAGTCTGGAAGTGATATACACATCACGACCTA
CTTTATACGCTACGTTCGGCATGGGCGAGCCACTTTGCGGTGGCAAGCCTGAACAGTCCCACACCAGATATCTAACGATTC
TGTGTATGGGCACTGATGGATTTAGTGGATTACTAGCTGATAGCAAGTATTGAAAACTAAAACCGACTCGGGGGTATGCC
TTGGCAAGTAGCCGGAGTAAAATCTGTGACTTTGCTGAGTGTAACTCCCTCCATGGTTGGCGATGTTCGACGTGCGCGGCA
GTTCTTGTCGTATCACAGTCGCACGGACACCACACCGGGAGAATCTTAAGAGGGCTATATGGATGTGGAACGGTTTGCTT
GCTGTGGTAAAACACTGGCGGGCGAGCCGACGTTCCACGGACACAGCAATGTGTTTGCAACCAAATAAATAACTTGTACG
GTTTGAACGTGTTTTTGGCTGCTCCTTCCAGTTCTTGGCGGGAGAAGCTTGGGCGACAAAATCTTCAATTGGTCATTTATTA
GGTGCCGCGGGTGCCGTTGAATCAATTTTCACATTAAATGCCATCAAAACAGGTCAAATACCAGCAACTTTAAATCTCGAT
GTCGACCTGCAGAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCA
ATTTCTTTCATTTATACATCGTTTTGCCTTCTTTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCTGATC
TATAGAATTTTTTAAATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTGGACCTAAATTCTTCATGAAAATATATTACGAGGGCTT
ATTCAGAAGCTTTGGACTTCTTCCCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAAT
TTACGAAAAGATGGAAAAGGGTCAAATCGCTGGTAAATACGTTGTTGACCCTTCTAATTAACCGAAATTCTTAAGATTTAG
AATTTTATTATAAATAAGTTAAAAAAAAATAAGTGGTAACAATTTTAAAGTGACCCTTAGGTTTTAAACGAAAATCCTTATC
TTGAGAAACCTCTTCCCGAAGGACAGGTTGCTTCTCCAAGGATAACAGGAGGGCCCCTTTATTGACCACCCTCCACCGGGT
GGCCGGCGAAATTCCACAACCAAGAAAATTACCATTTGGGAATTCCG
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9.
NNNGGGGTAACCTACATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGAT
CGAATTCCCGGGGGATCCATCGATTCTTCAAGCGGTCTTTCTTCCTGTTCTCTAAATGATCCATGTTTTATAGCAAACCAAAA
TTTTTCTCTCTGTCTTGTACATGAGTCATAAGTTCCATATCTATAATAGTTTTTCACTTGACCTCCCAATGCAAAGCAAGCGA
TTAACTCGTCTAATGCAGTCATCATCGACACCAGTCCAGGGTATTCATTCAAACTTGTATCTTTTTGAATAGATTTTGTTATT
TCTTTTCTTCTTTTCTGTACATCTTCATTTGAATCTTGAAACAATTTCCAAATCTCTTCTAAATCTTTATCATCTTTACTCATGTT
GAAGTATATGGTGTAGGAATAATTAACAGTTATCTGAGAAAGAGAATTGGATTTTTCTTTTTTTCTTITCCTTTNTGTTTCTCC
ACGAACAAGAAATTTTTCAAAACTCAGAATCACTTTCAGATTGACCTAAAAAAAACTGAGCTCTTTCGATGTCGACCTGCAG
AGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGGGCATCGTGCACCATCTCANTTTCTTTCATTT
ATACATCGATTGTGCCTTCTTTTATGTAACTANACTCCTCTAAGNTTCAATCTTGGCCNTGTAACCTCCTGATCTANNGATNT
TTTTTANAGTGACTAGNATTAATGNNCAACNTTNTTTTGGANCCNGAANNCCNNCATGNAANAGANNTTACCGAGGGCC
TTANTTCGGGANGCTTTGGGNANTTCTTCNGCCAGAGGGTNTGGNNCAANGTCGCCAANTNNNAGGGTGTCNGNNTTG
GNCTACCTTGCCNGNAAGTTTNCGAAAANNGNGCGANANNGGGGGCNGCTNCGNGGGGGGNANACTTGGNTNGAAG
CTNNCGNANNAGNCNNATTTTCTGNGG

10.
TCGGAGAACTACTCGCATGATGTATATACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCGAAT
TCCCGGGGATCCATCGAATTTATCACTTAAATCTCTAACCAAATCATAATCTTGATCATAACCTAAATTCTTCATCAAACAAA
TAATCTTCAACAATTGAGAAACGAATGGAATCACTTCACAATTGCTTATATTGTAAATATTATTATTGTTGTCATTATAATAA
ACATTTCTTGTTATGTTAGGGTGGCTAAATTGTATTGCCAACGACGAATACAAGGGAATAAATGGATCGTTAATCACCCCA
CTGAAAACAATTTTAACATTATTTTCAATCAAATTATCCATTGCATTATTAAGTTGTATGGATAACTTACTTTTAGTATTTTGA
TACTGGAATAGCTCATTAATTATTTCATTTTCAATTGGCGTGAATGCTCTTATGATTAATTTTGAGTTTAATCCTTTAAAGGG
ACCTAAAAACCCTCCATTCATACATAGCATCCCAAAATACTTGTTTCTGCTAGTAATCCCACTATCATGCTCAGTCAATAGTT
TTGACAATAAATTAATGGCAATAATTGAACCAATCCCATGACTGACAAAAAATATAAACTGACTTGATTCTAGAGTTTGGAT
CCAATTTTTAGTGATCAATTGATACGATTTTTCAACTCGTTCATTCACTTTCCCCTGTCCTTCCACTGATAGAGTTTCTATGTC
ATAATCATTCAAGTCGAATTCATTGTCAATTTTCCTTTTAACCATGATAAAACTTGATTGAGTTTGCTGTTTTCCACAAAATG
TAATTGGAAATTACCCACTAAGATCGGATTCCCCCAATCAAATGAAATCGTAACTAAATTTTATTTGGGGTAAAAAAATGA
AATGGCACCTCCCAATTAAATGGGGATAATCCTTTTTTTGAATCC

11.
TTTTCCATAGAAACAACTCGGAGATGTATATACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATC
GAATTCCCGGGGATCCATCGTAGGATGGCCAACCCACTCATCATTCAAAACTTCCCAACACATCTCGTCTCTACCTGAACAA
GGCATGTATGTTTCTGCTTTTGGCAATTGTCTGTATGAAGGACCATAGGCCTTACATAACGAAAGCTCAAGATGATGTTTTT
TGAAAGTGATGTTTTCAATATTTTGAGGTTTATCCTCGTACCCAACAAACATTTTAAACCAATTAAATAACTCAACATTTGTG
TCTCCAATGAAACCTTGAACTCTTTCAACTAAAGTATCTTTGTCAATGATATCTTGAGTGAATAAATTCAACAATTTCAAAAA
ATCGCCGTATGTTTGTTTGTTACCAATGGCCTTCTTAACTTTATCAAAAAACCCAATTTCTTCTGAAAACGAAGTGCTTTTAA
CCGTACCTGATGGAGGTACTGGTTCTGGAACACCTGGCACTAATGTAGGGTTGGTTGTAACAGGTACAGGGACTTGTGCT
TTATTTGATACCTTTTGCCCTCTTTGTGGTACTGCACCAGTCCTCATGTTAGAGTACTGACTTTCTTGGTTGTAATTATCTTGA
TAGGGTTCAGAAACAGACTTTTTCTTTCCCACAACTTGTTCATTAGATGGAGCTCCATAAACAGATTCGGGACTGGCTGCAC
CTTGGAAATTGTTTTGTTGTTGAGCAGCTGTCTGCTGTAATTGTGCATATTGTTGATTTGTGGCTTGTCCAGCAGGTTGGAA
ATTGCCAACAGGCGGCAACTGTGTTCCATTGTTAACATAATATCCATCCTGTGCTGGTGTCTGTTGGTAATTTAGATTGCTG
GTGTCTGGCAAAAACTGTTTAAAATCATCCAAAAAGATCTGGGTGAGTTAGCAAAATAATACAGTAACTTGGTTCATAAAC
TTTCAGCAAATTTGTTTTTAG

12.
TTTCCGGAGAAACTACTCGGAGATGTATATACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCG
AATTCCCGGGGATCCATCGTATTGACCAACCAAGAAGCTGAAATCCCCTTTGTAACCCCAAAGAAGGGAGGTAAATATGAT
GCTCCATTAACAAATTACTTGAATGCTCAATATTTCACAGAAATTCAAATTGGTACACCGGGTCAACCATTTAAGGTTATCTT
GGATACTGGTTCCTCAAACTTATGGGTTCCTTCCCAAGATTGTACTTCATTAGCGTGCTTTTTACATGCTAAATATGACCATG
ACGCATCCTCGACCTACAAAGTCAATGGTAGTGAATTCTCAATTCAATATGGTTCTGGTTCTATGGAAGGTTACATATCCCA
AGACGTTTTGACTATTGGGGATTTGGTTATTCCTGGCCAAGATTTTGCTGAAGCTACCTCCGAACCAGGTTTAGCATTCGCA
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TTTGGTAAATTCGATGGTATTTTGGGTTTGGCTTATGATACTATTTCAGTCAACCATATTGTTCCACCAATCTACAATGCCAT
TAACCAAGGCTTGTTAGAAAAACCACAGTTTGGTTTCTATTTGGGTAGTACCGACAAGGACGAAAACGATGGTGGGTTGG
CTACATTTGGTGGTTACGATGCCTCCTTGTTCCAAGGCAAGATCACTTGGTTGCCAATCAGAAGAAAGGCTTACTGGGAAG
TTTTGTTTGAAGGTATTGGATTAGGCGATGAGTACGCTGAATTGCACAAAACAGGTGCTGCCATCGATACTGGTACTTCCT
TGATTACATTGCCATCCTCATTGGCTGAAATTATCAATGCCAAAATCGGAGCAACCAAGTCATGGTCAGGTCAATACCAAG
TCGATTGTGCTAAAAGAGACTCTTTGCCTGA

13.
GTTANCACTCATGGATGATGTATATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATCGAATT
CCCGGGGATCCAAACCCAATGTCACTGAGTCTTTGTCTGTTCAAAGCTCAACTGCTGAATCCGATACCGCTCCTTCATCAAT
CACATCGGCAAGTACCAAGAAAGCAAGAGTAAAAAGAACAATTACCAAAAAGGTTACTAGAACTATCAAAAAAGATGAAT
TGTAAAAAGTTGTATAGTTAGAATGCATAATTCATAAAGCTTTAGAATATTTTATCATAAATAATGTAGATATCATTGTCTCT
TGTATTTTTTGTGTGGTCAAACATATTTTGTACTATTAAGCTGAATCCAAAAACATGATATACTATGGAGAGTTATAGCAAT
TTTTATCAGTTCGAATTCTTATAGCGCTGTCGCTACCATCTGTCAATTCAAGCTTATTGATGCCTCATTCCATCAAGCATTGG
AACGCGCCTGGAAAAAAAAAACATTACTGAGAATATAGAAAGAGTCTATTCTTTTGAATATTTATCCCAGTTGAAAACACT
ATTTCAGTATACTATATGAACCTCAAAGATATTACCGATCCGTCGGATTTTAAAACCACAAAATTGCCTGCATTAGCAGAGC
TAGATATTTTAAAGAGGTGCTATATATGCAAAGATCTATTGAATGCACCCGTGAGGACACAATGTGATCACACGTAGGGG
ATCTTTGGTTTTGGTCCTTATATCCGAAAGTACTTTTAGGNAATGTGGTTCCCNTTTGCTGGGGATGGTNCNTTANTTAAAC
CCATTANANCTTTGGTTTGNCNTTTCCCNGCCCNGNGGNTTTNAACTTGNTACTGGGANTNATGAANGGTTGCCGTGNC
GGGTNTTGANGGNGNCTGCCGNANTNANGNNGGACTCNNCTNTNGGGNNCNNNNNCNNGGNGTCTNNTGNGNNNG
TTCCTTCNNNNTNGGCTTGGNGNNGGTTNTCNNGT

14.
TTTAACGGATAACCACATGGATGATGTAATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGATC
GAATTCCCGGGGGATCCATCGATTCTTCAAGCGGTCTTTCTTCCTGTTCTCTAAATGATCCATGTTTTATAGCAAACCAAAAT
TTTTCTCTCTGTCTTGTACATGAGTCATAAGTTCCATATCTATAATAGTTTTTCACTTGACCTCCCAATGCAAAGCAAGCGAT
TAACTCGTCTAATGCAGTCATCATCGACACCAGTCCAGGGTATTCATTCAAACTTGTATCTTTTTGAATAGATTTTGTTATTT
CTTTTCTTCTTTTCTGTACATCTTCATTTGAATCTTGAAACAATTTCCAAATCTCTTCTAAATCTTTATCATCTTTACTCATGTTG
AAGTATATGGTGTAGGAATAATTAACAGTTATCTGAGAAAGAGAATTGGATTTTTCTTTTTTTCTTTCCTTTTTGTTTCTCCA
CGAACAAGAAATTTTTCAAAACTCAGAATCACTTTCAGATTGACCTAAAAAAAACTGAGCTCTTTCGATGTCGACCTGCAGA
GATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCATCTCAATTTCTTTCATTTAT
ACATCGTTTTGCCTTCTTTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCTGATCTATAGAATTTTTTA
AATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTGGACCTAAATTCTTCATGAAAATATATTACGAGGGCTTATTCAGAAGCTTTG
GACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGATG
GAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATTATTA
AATAAGTTATAAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAAAATTCTTATTCTTGAATA
ACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACCTCTACCGGCATGCCGGT
CGAAATTCCCCTACCCTATGAACATATTCCATTTTGGAAATTCGGTGCGTTTCTATTAAGG

15.
TTTTCCCGGATAACCTACATGGATGATGTAATAACTATCTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGA
TCGAATTCCCGGGGGATCCATCGTGATAACGGCACTGTGATGACATCTGCATTGAGACAACCTCCAAACCATACGCGCCCG
CCACCAAACCAACAAACAGCTTCAGGATTTTCCTTTGATGACGAGATTGACTCTATAGACCAGTTAGAAAACGACAAACAA
AACGAGGGTAGTTCATCAGAAAGTGCTAAGCGAACTTCCAAGAAACGGAAACAATCTGAATCTGGAAAAATGACAATTTC
TGTTAATCCATTAAATATACCACAATATAAACTAGAAAGAAGTCTTAAATCATTAGCAGAAATCTGGAAGGAATACGCCCA
TGGGTTAAACAACAAGCCTCCTTTGAAATCTTTAGAAACCAAGTATGGAACTAAATGGAGAAACGAAACAGAGTCGAGAA
CGATGTCGACCTGCAGAGATCTATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCCGCAAGTTCACTTCAACTGTGCATCGTGCACCAT
CTCAATTTCTTTCATTTATACATCGTTTTGCCTTCTTTTATGTAACTATACTCCTCTAAGTTTCAATCTTGGCCATGTAACCTCT
GATCTATAGAATTTTTTAAATGACTAGAATTAATGCCCATCTTTTTTTTGGACCTAAATTCTTCATGAAAATATATTACGAGG
GCTTATTCAGAAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCAAGGTTGTCGGCTTGTCTACCTTGCCAG
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AAATTTACGAAAAGATGGAAAAGGGTCAAATCGTTGGTAGATACGTTGTTGACACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGAT
TTATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAA
AATTCTTATTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCGCTCTTATTGACCACACC
TCTACCGGCATGCCGGTCGAAATTCCCCTACCCTATGAACATATTCCATTTTTGAATTTCCGGGCCCGTTCTATTATGAATTT
CATTTATAAAGTTTATGTCCAAATATCTAAAAAAAGAAAATCTTTTTAAGCAAGGATTTCTTAACTTCTTCGGCAAAGCATCC
CCGACTTCGGGGGACTGTTGGAACCCCTTAATCCCCAGTTCTGAACCC



Danksagung

Zunachst mochte ich Herrn Prof. J. F. Ernst fiur die Vergabe des Themas sowie die
hervorragende Betreuung wahrend der gesamten Zeit danken. Vielen Dank fir die
Unterstiitzung und die motivierenden Worte - besonders in den letzten Monaten! Darliber
hinaus bedanke ich mich dafir, dass ich die Moglichkeit hatte internationale Kongresse zu
besuchen.

Herrn Prof. Walter Daubener danke ich herzlichst fiir die Ubernahme des Koreferats und die
Unterstltzung als ,second supervisor”.

Der Manchot Graduiertenschule ,Molekiile der Infektion” (,MOI“) danke ich fiir die
finanzielle Unterstiitzung des Projektes sowie die zahlreichen Weiterbildungsmoglichkeiten.

Bei allen ehemaligen, voriibergehenden und jetzigen Mitgliedern der AG Ernst mdchte ich
mich nicht nur fir die Hilfe und die Fachgesprache, sondern auch fiir die gemeinsamen
Unternehmungen (Kirmes, Altstadt, Grillen, etc.) bedanken.

Ein groRes Dankeschon modchte ich dabei an unsere Anna richten! Nicht nur mit deiner
Arbeit, sondern auch mit deinem sonstigen Einsatz hast du uns alle tagtaglich sehr
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