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1. Finleitung 1

1. Einleitung

Pilze ,begleiten” den Menschen schon seit langer Zeit, sei es in wirtschaftlicher oder
medizinischer Hinsicht. Einerseits haben die Menschen sich Pilze zu Nutzen gemacht, wie
beispielsweise den Hefepilz Saccharomyces cerevisiae zur Produktion von Brot und Bier.
Dem berithmten Roquefort- bzw. Camembertkdse verleihen die Pilze Penicillium roqueforti
bzw. Penicillium camemberti ihren typischen Geschmack. Verschiedene Antibiotika werden
von Pilzen produziert. Andererseits konnen Pilze Mykosen auslosen, welche im Extremfall
todlich verlaufen. Von den heutzutage bekannten mehr als 200.000 Pilzarten nutzen nur etwa
300 Arten den Menschen als Wirtsorganismus. Allerdings verursachen weniger als ein
Dutzend mehr als 90 % aller Infektion (Edmond et al., 1999).

1.1 Der humanpathogene Pilz Candida albicans

Der humanpathogene Pilz Candida albicans ist das Musterbeispiel eines fakultativ
pathogenen Erregers: als Kommensale besiedelt er hdufig den menschlichen Koérper. Erst
wenn bestimmte Bedingungen, wie eine reduzierte Immunabwehr, die lokale- oder
systemische Ausbreitung des Pilzes fordern, kommt es zu einer Erkrankung des Menschen. C.
albicans wird im Boden, im Wasser und auf Friichten gefunden. Er besiedelt aber auch
tierische Organismen und den Menschen. Man erkennt seine Kolonien an der weillen, glatten
Oberflache, der er auch seinen Namen zu verdanken hat (lat.: candidus - glanzend weil3; lat.:
albicare - weil} sein/ werden). Im gesunden Menschen besiedelt C. albicans als Kommensale
den Gastrointestinal- und Oraltrakt, dabei ist der Osophagus besonders betroffen. In 30 bis 40
% aller Menschen konnen Candida-Isolate im Darm und bei iber 50 % auf der
Mundschleimhaut isoliert werden (McCullogh et al., 1996). Die Ubertragung erfolgt in der
Regel bei der Geburt von der Mutter auf das Kind. Mehr als 70 % aller Frauen haben
mindestens einmal in ihrem Leben eine vulvo-vaginale Pilzinfektion (Candidose), 20 % der
Frauen sogar mehrfach (Fidel et al., 1999). Oberflaichenmykosen sind heutzutage relativ leicht
therapierbar, systemische Infektionen dagegen verlaufen in mehr als 50 % der Fille todlich
(Wey et al., 1988).

Der Pilz C. albicans weist eine starke phylogenetische Verwandschaft zu den Ascomyceten
(Schlauchpilze) auf; besonders zu der Gattung Saccharomyces (Peterson, 2000). Dies macht
sich auf der Ebene der Nukleotidsequenzen, beispielsweise der 5S rRNA (Chen et al., 1984)
oder der 16S rRNA (Peterson, 2000), des GC-Gehalts des Genoms und der geringen
Divergenz zwischen den Proteinen beider Spezies bemerkbar (Odds, 1988; Hendriks et al.,
1991). Aufgrund der relativ engen Verwandschaft ist es moglich, C. albicans-Gene mit Hilfe
einer Komplementation von auxotrophen S. cerevisiae-Stimmen oder durch ein Analyse von
Genbank-Bibliotheken unter Beriicksichtigung der Homologie zu den sogenannten ORFs
(Open Reading Frame - offener Leserahmen) von S. cerevisiae zu identifizieren und zu
isolieren (Scherer und Magee, 1990). Doch gerade die Unterschiede zwischen pathogenen
Candida-Spezies und dem apathogenen Pilz S. cerevisiae konnten fiir die Pathogenitit von C.
albicans wichtig sein und stellen einen interessanten Ansatz zur Aufklarung der Pathogenitét
dar (Gow, 1997). C. albicans ist polymorph und verdndert seine Gestalt als Antwort auf
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externe Reize. Durch beispielsweise eine Erhohung der Temperatur, des pH-Wertes oder
durch Anreicherung des Kulturmediums mit Serum kann in vitro aus der ellipsoiden
Hefeform eine filamentose Wachstumsform induziert werden (siehe 1.2.1). C. albicans besitzt
ein diploides Genom, welches auf zweimal 8 Chromosomen verteilt ist. Die Chromosomen
wurden von 1 bis 7, abhéngig von ihrer Grofe, nummeriert. Auf dem gréBten Chromosomen-
paar sind die rRNA-Gene lokalisiert, weshalb es als R bezeichnet worden ist. Das haploide
Genom von C. albicans ist etwa 15,5 Megabasenpaare grofl (Doi et al., 1992). Wie oben
angedeutet, wird C. albicans als diploider Organismus betrachtet. Bisher konnte weder
Meiose, noch Sporulation oder haploide Wachstumsformen nachgewiesen werden. Ein
sexueller Fortpflanzungszyklus scheint zu fehlen (Odds, 1988; Scherer und Magee, 1990).
Die komplette Genomsequenz von C. albicans wurde mittlerweile sequenziert und publiziert
(http:// www-sequence.stanford.edu/group/candida).  Weiterhin  existieren  verschiedene
annotierte Datenbanken, die weltweit Wissenschaftler nutzen und die ein sehr wichtiges
Hilfsmittel fiir die Forschung darstellen: (http://www-sequence.stanford.edu/group/candida;

http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB oder auch http://candida.bri.nrc.ca/candida/index.cfm).
Mittels Sequenzvergleichen konnten in C. albicans Gene identifiziert werden, die eine hohe
Homologie zu dem MAT-Paarungstyp-Locus von S. cerevisiae aufweisen (Hull und Johnson,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in vivo, als auch in vitro C. albicans-Staimme,
welche durch spezielle genetische Manipulationen homozygot fiir den MTL-Locus (MTLa
oder MTLa) waren, miteinander fusionieren konnten (Hull et al., 2000; Magee und Magee,
2000; Lachke et al., 2003). Diese Ergebnisse und die Tatsache, dass es auch haploide
Candida-Arten gibt (z.B. C. guilliermondii oder C. glabrata), fordern die Diskussionen iiber
einen kryptischen Vermehrungszyklus bei C. albicans (Suzuki et al., 1986). Da bis heute die
fiir eine geregelte sexuelle Vermehrung ndtige Meiose nicht nachgewiesen werden konnte,
wird C. albicans zu den Deuteromyceten (imperfekte Pilze) gezihlt.

Das diploide Genom des Pilzes C. albicans erschwert die genetischen Analysen. Die
klassischen Methoden der Riickkreuzung, der Mutations- oder der Sporenanalyse stehen daher
nicht zur Verfiigung. Fiir Mutationsanalysen ist es meist notwendig, beide Allele eines Genes
zu deletieren, da die Deletion eines der beiden Allele hdufig nur in einer rezessiven Mutation
resultiert; es wird kein Phénotyp ausgebildet. Zur Disruption des gewiinschten Gens stehen
neben der klassischen ,,URA-Blaster“-Methode (Fonzi und Irwin, 1993) mit anschlieBender
Selektion auf FOA (5-Fluoro-Orotic Acid) weitere Methoden zur Verfiigung. Von
Morschhduser et al. (1997) wurde die ,,URA-Flipper“-Methode entwickelt, welche zur
gezielten Induktion der intrachromosomalen Rekombination eine Rekombinase unter der
Kontrolle eines regulierbaren Promotors verwendet. Des Weiteren existieren verschiedene
Methoden, bei denen mit PCR-generierten Disruptionsfragmenten, welche verschiedene
Auxotrophiemarker enthalten, gearbeitet wird (Wilson et al., 1999 und 2000). Zur Selektion
von Transformanten nach erfolgter Gendisruption, aber auch zur Transformation von
Stimmen mit Plasmiden werden die rezessiven Marker URA3, LEU2 und ADE2 zur
Komplementation entsprechender auxotropher Mutanten genutzt (Kelly et al., 1987; Kelly et
al., 1988; Kurtz et al., 1987). Zur Transformation von prototrophen Stimmen kénnen auch
dominante Marker, wie IMH3 cingesetzt werden (Beckerman et al., 2001). Ein grofieres
Problem stellt der verdnderte, ungewo6hnliche Kodon-Gebrauch bei C. albicans dar. Wahrend
das Kodon CUG in anderen Pilzen bei der Proteinbiosynthese in Leucin translatiert wird,



1. Finleitung 3

iibersetzt C. albicans dieses Basentriplett in die Aminosdure Serin (Leuker und Ernst, 1994;
Santos und Tuite, 1995). Hierdurch wird insbesondere die Expression heterologer
Reportergene erschwert. Dies fiithrt dazu, dass viele heterologe Gene erst nach einer
Kodonoptimierung funktionell exprimiert werden. Dennoch stehen mittlerweile diverse
Reportergene zu Verfiigung, wie zum Beispiel das Luziferase-Gen RLUC (Renilla
reniformis), das GFP-Gen (Aequorea victoria) oder auch das lacZ-Gen (Streptococcus
thermophilus). Die Reportergene wurden ob des ungewohnlichen Kodongebrauchs von C.
albicans entweder daran angepasst (beispielsweise das GFP-Gen) oder besitzen gar kein
CUG-Kodon. Neben den verschiedenen Reportergenen stehen auch regulierbare Promotoren
zur Verfiigung. Der CaPCK1-Promotor, welcher bei Anwesenheit von Glukose reprimiert und
bei nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen stark induziert ist, eignet sich insbesondere zur
Uberexpression eines Gens (Leuker et al., 1997). Auch der MAL2-Promotor von C. albicans
wird durch die vorhandene Kohlenstoff-Quelle reguliert (Brown et al., 1996; Backen et al.,
2000). Zur Untersuchung des Einflusses bereits geringer Mengen eines Genproduktes und zur
Analyse essentieller Gene eignet sich besonders der Promotor des MET3-Gens, da er eine sehr
niedrige Basalaktivitit aufweist. Die Expression eines essentiellen Gens unter der Kontrolle
des MET3-Promotors kann durch Zugabe von Methionin und Cystein soweit reduziert
werden, dass die Zellen nicht mehr wachsen (Care et al., 1999). Im Jahr 2000 wurde der tet-
Promotor von Nakayama et al. erstmals beschrieben. Dieser ist dazu geeignet, die Expression
eines Gens auch im Tiermodell zu regulieren. Es kann durch Zugabe des Antibiotikums
Doxycyclin die Expression eines unter Kontrolle des tet-Promotors stehenden Gens im Tier
inhibiert werden.

1.2  Virulenzfaktoren von C. albicans

Eine Candidose ist durch eine dynamische Interaktion zwischen der Wirtsabwehr und den
Candida-Virulenzfaktoren charakterisiert. Anders als bei einigen obligat pathogenen
Bakterien, fir deren Virulenz oft nur ein Mechanismus verantwortlich ist, scheint die
Pathogenitdat von C. albicans durch eine Vielzahl von Faktoren bedingt zu sein (Navarro-
Garcia et al.,, 2001). Im Folgenden werden die verschiedenen Virulenzfaktoren nédher
beschrieben.

1.2.1. Dimorphismus

Der Dimorphismus von C. albicans gilt als der wichtigste Virulenzfaktor. Er bezeichnet die
Féhigkeit des Pilzes, einerseits als kugelige Blastokonidie und andererseits als filamentdse
Hyphe zu wachsen (Odds, 1988). Die kugelige Blastokonidie vermehrt sich durch
Abknospung einer Tochterzelle von der Mutterzelle. Diese trennt sich, nachdem sie auf eine
gewisse Grofle herangewachsen ist von der Mutterzelle und kann dann ihrerseits knospen
(Abbildung 1.1). Bei den filamentdsen Zellen unterscheidet man zwischen echten Hyphen und
so genannten Pseudohyphen (Abb. 1.1). Echte Hyphen entstehen durch das kontinuierliche
apikale Wachstum eines Keimschlauches, welcher anschlieBend septiert wird. Die
Pseudohyphe entsteht als Folge einer mehrfach unipolaren Knospung ohne Ablésung der
Tochterzelle, wobei die Tochterzellen elongieren und so Filamente bilden. (Odds, 1988;
Ernst, 2000). Neben der Hefeform und den beiden filamentdsen Formen kommt eine weitere
charakteristische Wachstumsform vor, die Chlamydosporen (Abbildung 1.1). Es wird
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diskutiert, dass diese dickwandigen Zellen, welche meist terminal aus pseudohyphalen
Suspensorzellen entstehen und eine GroBe von bis zu 17 um aufweisen, eine Uber-
dauerungsform darstellen (Joshi et al.,
1993; Montazeri und Hedrick, 1984).

|[ C:EE Die Hyphenbildung kann durch eine

| o Vielzahl von Wachstumsbedingungen
T s induziert werden. Zum einen durch

ﬁ Hungerbedingungen auf so genanntem

[Co» C— ,Spider- oder ,.Lee’s“- Medium und
E‘_—:'-:H zum anderen durch starke positive
Psendohiyphe Stimuli wie  N-Acetylglukosamin,

|-_’:;| % Serum oder Prolin bei gleichzeitiger
Temperaturerhohung auf 37 °C (Ernst,

O | S ?*C';' 2000). Ebenfalls wird die Hyphen-
— e bildung durch einen neutralen pH-Wert
R':l s (Buffo et al., 1984) oder Sauerstoff-
O limitierung, sowie die Einbettung in

[ [:[ [_‘_‘_'J] eine Matrix gefordert (Riggle et al.,

il . 1999). Es wird angenommen, dass die

Vo K hyphale Form die invasive Form

. darstellt, da bekannt ist, dass Hyphen
Abb. 1.1: Morphologische Formen von C. albicans

und deren Entstehung (entnommen aus: Ernst, besser in der Lage sind, an Epithelien
2000). Tochterzellen sowie Regionen der Zellexpansion zu binden und sie zu durchwachsen

sind als gestrichelte Linien dargestellt. (Hostetter, 1994; Weide und Ernst
1999). Da die filamentosen Formen
von C. albicans einen hoheren Anteil an hydrophoben Zellwandbestandteilen im Vergleich

zur Blastokonidie aufweisen, ist die Adhdsion dieser morphologischen Form bevorteilt. Aber
auch die Penetration von Geweben und Zellen erfolgt durch die Hyphenform. So ist C.
albicans in der Lage, nach Phagocytose durch Makrophagen der Wirtsabwehr, die Zellen zu
disruptieren und aus diesen herauszuwachsen (Vazquez-Torres und Balish, 1997). Der
Hefeform wird dagegen eine Funktion bei der Besiedelung von Geweben und der Verbreitung
im Wirt mittels des Blutsystems zugesprochen, da sie durch Knospung in der Lage ist, sich
schnell zu vermehren (Odds, 1994; Cutler, 1991). Am Ort der Candida-Infektionen werden
sowohl Blastokonidien, als auch Pseudohyphen und Hyphen gefunden (Odds, 1988). Alle drei
Wachstumsformen scheinen am Infektionsgeschehen beteiligt zu sein. Allerdings scheint die
Befdhigung zum filamentdsen oder dimorphen Wachstum keine zwingende Vorraussetzung
fiir die Pathogenitit von Pilzen zu sein. Es existieren sowohl dimorphe Pilze wie
beispielsweise S. cerevisiae, die apathogen sind, aber auch pathogene Pilze wie C. glabrata
und Cryptococcus neoformans, die im infizierten menschlichen Wirt nicht in der Hyphenform
wachsen konnen (Odds, 1988; Gimeno et al., 1992). Es konnten mittlerweile allerdings auch
filamentose Formen, wenn auch nicht im Menschen, nachgewiesen werden (Csank und
Haynes, 2000; Wickes et al., 1996). Fiir die Virulenz von C. albicans ist der Dimorphismus
von entscheidender Bedeutung. Verdeutlicht wird diese Tatsache durch Mutanten, die nicht
mehr in der Lage sind filamentds zu wachsen; sie sind im Tiermodell avirulent (Lo et al.,
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1997). Wie in Abbildung 1.1 zu erkennen ist, zeigt C. albicans eine weitere morphologische
Form. Bestimmte C. albicans Stamme sind in der Lage einen spontanen Phanotypwechsel
(,,phenotypic switching") von einer als ,,opaque" bezeichneten stabchenférmigen Zellform zu
einer ,,white" Form durchzufiihren. Die ,,opaque“-Zellen besitzen eine rauhe Kolonie-
oberflache, wihrend die ,,white“-Form die typische Hefeform mit glatter Oberfldche darstellt
(Rikkerink et al., 1988). Die mit diesem Phdnomen einhergehende Antigenvariation des
Pilzes behindert eine Antwort des Immunsystems und stellt somit wahrscheinlich einen
weiteren Virulenzfaktor dar (Slutsky et al., 1985).

1.2.2 Adhision

Der erste Schritt einer Candidose zeichnet sich durch die Anheftung (Adhésion) von C.
albicans an die Wirtsepithelien aus. Erst dann konnen eine erfolgreiche Kolonisation, die
Infektion des Wirtes und die anschlieBende transepitheliale Migration erfolgen (Zink et al.,
1996; Weide und Ernst, 1999).

Die im Vergleich zu apathogenen Pilzen hohe Hydrophobizitit der Oberfliche von
C. albicans fordert die Adhédsion an die Wirtsoberflache (Mc Cullough, 1996). Dabei ist die
Hydrophobizitdt abhéngig von Struktur und Menge von Oligomannosen, welche an der
Zelloberflache prisentiert werden (Masuoka und Hazen, 1999). Weiterhin existiert neben
dieser unspezifischen Oberflicheneigenschaft die spezifische Adhdsion. Diese wird durch
spezielle Rezeptoren, den so genannten Adhésinen, vermittelt (Calderone und Braun, 1991).
Dabei handelt es sich um spezielle Proteine, welche spezifisch an Oberflaichenbestandteile der
Wirtsepithelien binden und in drei Kategorien eingeteilt werden konnen. Bei der ersten
Kategorie handelt es sich beispielsweise um Integrin-dhnliche Proteine, welche mit der
extrazelluldren Matrix der Séugerzelle interagieren. Es konnte gezeigt werden, dass mittels
dieser Adhdsine eine nicht-kovalente Anheftung beispielsweise an die Matrixproteine
Fibronectin (Skerl et al., 1984; Negre et al., 1994), Laminin (Bouchara et al., 1990; Lopez-
Ribot et al., 1996) oder auch Fibrinogen (Casanova et al., 1992) erfolgen kann. Die Bindung
erfolgt zwischen einem mannosylierten C. albicans-Protein und dem Proteinanteil eines
Glykoproteins der Wirtszelle. Die Bindung an die Zuckerreste eines Glykoproteins der
Wirtszelle wird durch die Adhdsine der zweiten Kategorie vermittelt. Dabei erfolgt die
Anheftung Lektin-dhnlich an der Zelloberfliche. Die erkannten Zuckerstrukturen der
Glykoproteine der Wirtszelle sind zum Beispiel Fukose, N-Acetylglukosamin oder die
Blutgruppenantigene der Wirtsoberfliche (Brassart et al., 1991; Cameron und Douglas,
1996). In der dritten Kategorie der Adhdsine, welche die groBite Gruppe der bisher
identifizierten Adhidsine darstellt, finden sich GPI- (Glykosylphosphatidylinositol) abhéngige
Zellwandproteine (Sundstrom, 2002). Diese Zellwandproteine sind am Carboxy-terminalen
Ende iiber den Rest eines GPI-Ankers an das Glukangertist der Zellwand (siehe 1.4) gebunden
(Staab et al., 1999; Fu et al., 1999; Hoyer, 2001). Die Bindung an die Bestandteile der
Wirtsoberfliche wird iiber das Amino-terminale Ende der Proteine vermittelt. In diese
Kategorie gehoren beispielsweise Hwplp, die Proteine Alslp, AlsSp (Fu et al., 1999), Als3p
(Hoyer et al., 1998) und moglicherweise auch Intlp. Das Zellwandprotein Hwplp stellt iber
eine wirtseigene Transglutaminase eine kovalente Bindung zum Wirtsepithel her (Staab et al.,
1999). Bei Intlp handelt es sich um ein zellwandassoziiertes-, dem Integrin dhnliches Protein,
dessen Deletion einen nahezu vollstindigen Verlust der Virulenz verursacht (Gale et al.,
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1998). Die Als-Proteinfamilic besteht laut Sheppard et al. (2004) aus mindestens acht
Mitgliedern. Diese Proteine zeigen typische Merkmale sekretierter Proteine. Weiterhin konnte
fiir Alslp gezeigt werden, dass es sowohl N-, als auch und O-glykosyliert vorliegt (Kapteyn et
al., 2000). Es bleibt also festzuhalten, dass die Adhédsion auf eine Wechselwirkung zwischen
glykosylierten Oberflachenproteinen von C. albicans und Oberflichenmerkmalen der
Wirtzzelle zuriickzufiihren ist. Es konnte bereits vor einigen Jahren gezeigt werden, dass bei
bestimmten Glykosylierungsmutanten, wie beispielsweise CapmtlA oder CamntlA eine
reduzierte Virulenz und verminderte Adhédsion auftritt (Timpel et al., 1998; Buurman et al.,
1998; Ernst und Prill, 2001). Dies veranschaulicht die Bedeutung der Glykosylierung bei der
Virulenz von C. albicans. Ein weiterer Aspekt der C. albicans-Adhésion ist der der
Biofilmausbildung. Dabei adhérieren C. albicans-Zellen, bestehend aus Hefe- und Hyphen-
zellen, an kiinstlichen, glatten Oberflichen wie beispielsweise Kunststoffen (Kumamoto,
2002). Diese Biofilme werden hdufig auf implantierten Kathetern gebildet (Douglas, 2003)
und stellen fiir die moderne Medizin ein immer wichtiger werdendes Problem dar (Ramage et
al., 2001).

1.2.3 Sekretion von Proteinen

Neben den Virulenzfaktoren erreicht C. albicans sein vollstdndiges pathogenes Potential erst
durch die Fahigkeit sekretorische Peptide bzw. Proteine zu sekretieren (Matthews, 1994).
Dazu gehoren Siderophore (Sweet und Douglas, 1991; Heymann et al., 2002), Phosphatasen
(Csank et al., 1997), Phopholipasen (Ghannoum et al., 2000) und N-Acetylglukosaminidasen
(Molloy et al., 1994). Weiterhin sekretiert C. albicans Proteine der SAP-Genfamilie, deren
zehn Mitglieder SAP1-SAP10 fiir saure Aspartatproteasen kodieren (Hube et al., 1994; Hube
et al., 1997). Die Proteasen sind in der Lage, das menschliche Gewebe zu schiadigen, wodurch
Wirtszellbarrieren wéihrend der Invasion zerstért werden und es dem Pilz erleichtert wird,
tiefere Gewebeschichten zu penetrieren (Colina et al., 1996; Morschhéuser et al., 1997).
Vermutlich spielen sie auch eine Rolle bei der Degradation von Wirtsproteinen fiir die
Néhrstoffbereitstellung und die Eliminierung von Immunglobulinen und Komplement-
molekiilen des menschlichen Abwehrmechanismus (Kaminishi et al., 1995). Im zeitlichen
Verlauf einer Gewebeinvasion werden unterschiedliche SAP-Gene exprimiert (Schaller et al.,
2000; Schaller et al., 2001). Dies geschieht bei einigen SAP-Genen in Anpassung an die
verschiedenen Umweltbedingungen durch eine pH-Wert-abhdngige Regulation. Einige der
SAP-Gene werden vermehrt bei oberflachlichen- (SAP1-3), andere bei systemischen Mykosen
(SAP4-6) exprimiert (Schaller et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass Stimme, bei
denen einzelne oder mehrere SAP-Gene deletiert wurden, eine reduzierte Virulenz aufwiesen
(Korting et al., 2003; Hube et al., 1997).

1.3 Klinische Relevanz von C. albicans und Therapie von Candidosen

Wie einleitend erwihnt, besiedelt C. albicans den menschlichen Korper als Kommensale. Zu
einer Candidose kommt es erst, wenn bestimmte Faktoren, wie beispielsweise eine gestorte
bzw. reduzierte Immunabwehr oder eine Grunderkrankung des Patienten diese fordern.
Innovative Moglichkeiten der Organtransplantation durch Immunsuppression, aber auch
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus oder Adipositas, langfristige Therapien mit
Antibiotika, Kortikosteroiden und Zytostatika und Immunmangelsyndrome, wie AIDS und
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Leukdmie (Bodey, 1993; Matthews, 1994; Morschhduser et al., 1997) steigern die
Infektionsraten durch opportunistische Pathogene, wie C. albicans. Candidosen werden in
superficielle- (oberfldchliche) und systemische Candidosen unterschieden. Systemische
Candidosen sind gekennzeichnet durch den Ubertritt des Pilzes in das BlutgefiBsystem und
die anschlieende Besiedelung innerer Organe des Patienten. In Deutschland werden 80 %
aller Mykosen durch Candida-Spezies ausgelost (Pfaller, 1996). Hierbei hat sich die Anzahl
an Neuerkrankungen innerhalb eines Zeitraums von 10 Jahren verdoppelt (Edmond et al.,
1999). Obwohl Spezies wie C. glabrata und C. krusei in den letzten Jahren an klinischer
Bedeutung hinzugewonnen haben, ist C. albicans mit etwa 50 % der immer noch am
héaufigsten isolierte Candida-Erreger (Viscoli et al., 1999; Pfaller et al., 1999). Als Grund fiir
die steigende Inzidenz der ,Nicht-Albicans“-Arten wird die Selektion von weniger
empfindlichen Spezies unter dem Druck von Antimykotika wie zum Beispiel Fluconazol
diskutiert (Marr et al., 2000).

Wihrend oberflachliche Mykosen relativ leicht therapierbar sind, verlaufen systemische
Infektionen unbehandelt zur Sepsis und zeigen eine Mortalitit von 35 % (Fridkin und Jarvis,
1996). In Deutschland sind jéhrlich etwa 8.000-10.000 Todesfélle auf Candida-Infektionen
zuriickzufiihren (Morschhéuser et al., 1997). Zu den Hauptrisikofaktoren einer systemischen
Candida-Infektion gehoren Malignome, bauchchirurgische Eingriffe, Diabetes mellitus sowie
HIV-Infektionen (Kao et al., 1990). Es kann bei rund 90 % aller mit dem HI-Virus infizierten
Patienten eine orale und im weiteren Krankheitsverlauf auch oft systemische Candidose
diagnostiziert werden (Greenspan, 1996). Bei einer systemischen Candidose werden vor allem
die Leber und die Niere durch die Besiedlung durch C. albicans stark geschidigt. Es wurde
ermittelt, dass multiples Organversagen eine hdufige Todesursache der Betroffenen darstellt
(CDC {Centers for Disease Control and Prevention}, Department of Health and Human
Services, http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/diseaseinfo/candidiasis_t.htm, November 2005).
Die Manifestation einer systemischen Candidose stellt eine typische Sekundérerkrankung
hospitalisierter Patienten dar (Ashman, 1998). Mittlerweile steht C. albicans an der vierten
Stelle der nosokomialen Blutkeime (CDC, Department of Health and Human Services,

November 2005). Aufgrund dieser enormen klinischen Bedeutung ist es notig, neue
Angriffspunkte fiir Antimykotika zu finden. Die Gemeinsamkeiten von humanen Zellen und
dem Pilz C. albicans als eukaryotische Zelle reduziert die Anzahl moglicher Zielorte fiir eine
antimykotische Therapie. Die Ahnlichkeit zwischen beiden Organismen ermdglichte die
Entwicklung nur weniger pilzspezifischer Substanzen. Eine Wirkstoffgruppe mit breitem
Wirkungsspektrum bilden die Polyene. Ihr gehdren die fungiziden Substanzen Amphotericin
B und Nystatin an. Durch Bindung und Oligomerisierung der pilzspezifischen
Membrankomponente Ergosterol wird die Membran der Pilze permeabilisiert, was
letztendlich durch den Verlust von Ionen zum Zelltod fiithrt (Groll et al., 1998). Die
Applikation von Amphotericin B darf wegen starker Nebenwirkungen, wie Leber- und
Nierenschdadigungen und weiteren Kontraindikationen (z.B. Schwangerschaft) nur parental
und in geringen Dosen erfolgen, weshalb der Einsatz der Polyene bei systemischen Mykosen
deutlich eingeschrénkt ist (Jehn, 1997). Die Nephrotoxizitidt konnte durch die Darreichung in
Liposomen reduziert werden (Hartsel und Bolard, 1996). Alle Azole, welche aufgrund ihrer
fungistatischen Wirkung meist nur bei lokalen Infektionen angewandt werden, inhibieren die
Synthese des Ergosterols. Hierbei wird das zu den Cytochromen P450 gehdrende Enzym
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Ergllp, welches durch Demethylierung von Lanosterol das Ergosterol bildet, inhibiert. Dieses
filhrt zu einer Anhdufung toxischer Sterolderivate in der Zellmembran (Tuite, 1992). Zur
therapeutischen Verwendung stehen beispielsweise Imidazolderivate wie Clotrimazol,
Fluconazol oder Ketoconazol zur Verfiigung. Auch die Azole zeigen starke Nebenwirkungen
(Coukell und Brogden, 1998). Eine relativ neue und fiir den Menschen sehr gut vertragliche
Gruppe von Antimykotika ist die Gruppe der Candine (Echinocandine und Pneumocandine).
Candine hemmen irreversibel die pilzspezifische B1,3-Glukansynthase, welche das B1,3-
Glukan, den Hauptbestandteil der Zellwand, synthetisiert (DiDomenico, 1999). Das erste
Echinocandin, welches Marktreife erreichte und 2002 als Medikament zugelassen wurde, ist
das aus dem Pilz Glarea lozoyensis isolierte Caspofungin. Das Nikkomycin wirkt als
Substratanalogon zu UDP-N-Acetylglukosamin und verhindert eine Synthese des Zellwand-

bestandteils Chitin durch Inaktivierung der Chitinsynthasen (DiDomenico, 1999). Einen
anderen Wirkungsbereich besitzt 5-Fluorocytosin, ein Nukleosid-Analogon, das in der
Pilzzelle zu 5-Fluorouracil desaminiert wird. Infolge von Interferenz mit dem Pyrimidin-

metabolismus hemmt dieser Metabolit die RNA- und Proteinbiosynthese (Georgopapadakou
und Walsh, 1994). Da es in Sdugetierzellen kaum zur Desaminierung von 5-Fluorocytosin
kommt, weist diese Substanz eine verhdltnismaBige Wirksamkeit gegeniiber Pilzen auf.

Der oft langfristige prophylaktische Einsatz von Antimykotika, insbesondere von 5-
Fluorocytosin und Azolen in der Medizin hat zur Entwicklung von fungizidresistenten C.
albicans-Staimmen gefiihrt (White et al., 1998; van den Bossche et al., 1994). Eine Resistenz
gegeniiber Azolen entsteht hauptsédchlich durch eine Verdnderung der Membranstruktur,
sowie einen aktiven Ausschleusungsmechanismus, an dem so genannte ,Multi Drug
Resistance*-Transporter (MDR) beteiligt sind (van den Bossche et al., 1994; Sanglard et al.,
1997). Durch Mutationen kann die Affinitit zum Antimykotikum stark inhibiert werden.
Ferner kann eine Uberexpression des Gens ERG11, das fiir die Lanosteroldemethylase
kodiert, zur Resistenz des Keimes fithren (Sanglard et al., 1998). Janbon et al. zeigten 1998,
dass die Selektion von resistenten Mutanten auf Medien, die Fluconazol enthalten zu einer
verdanderten Chromosomenzahl fiihrt. Die Verdnderung der Chromosomenzahl kann in der
Kopienzahlerh6hung von resistenzvermittelnden Genen resultieren (Marichal et al., 1997).

1.4 Die Zellwand von C. albicans

Die strukturelle Integritit der Hefezelle wird durch die Zellwand gewihrleistet. Bei ihr
handelt es sich nicht um eine starre Struktur, sondern um ein elastisches Gebilde, welches der
Zelle ihre Form gibt und sie vor osmotischen- und physischen Umwelteinfliissen schiitzt
(Shepherd 1987; Chaffin et al., 1998). Ihre Biogenese wird in Abhéngigkeit vom Zellzyklus
und den Umweltbedingungen, wie Stresssituationen reguliert. Dieses wird mittels
unterschiedlicher Signaltransduktionswege gewihrleistet (Smits et al., 2001). Unter
pharmazeutischen Gesichtspunkten ist die Zellwand pathogener Hefen von besonderer
Relevanz, da sie sich in ihrem Aufbau wesentlich von der extrazelluliren Matrix von
Saugetieren unterscheidet und somit ein exzellentes Ziel fiir die Entwicklung neuer fungizider
Substanzen darstellt.
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Die Zellwand der apathogenen Hefe S. cerevisiae und der pathogenen Hefe C. albicans ist
sich in ihrem Aufbau sehr dhnlich. Sie bestehen aus den gleichen Makromolekiilen: Glukane
(B1,3- und B1,6-glykosidisch verkniipft), Chitin und Mannoproteine. Aus diesem Grund wird
die S. cerevisiae-Zellwand oft als Modell fiir das Studium der Zellwand in C. albicans
verwendet (Chaffin 1998; Klis et al., 2002). In Tabelle 1.1 ist die Zusammensetzung der

Zellwand von S. cerevisiae

Tab. 1.1: Zusammensetzung der Zellwand von S. cerevisiae und C. albicans dargestellt.
und C. albicans. Die Zellwiande der Hefen

unterscheiden  sich  vor-
Makromolekiile | S. cerevisiae | C. albicans nehmlich beim Anteil an
Mannoproteine 30 % 35-40 % Mannoproteinen und [1,6-
B1,6-Glukan 50, 20 % Gluke'ln. (Tab. 1.1). In S.
B1,3-Glukan 40 % 40 % cerevisiae findet man einen
Chitin 1-3 % 1-2 % hoéheren Anteil an Manno-

proteinen als in  der
Die Zellwandzusammensetzung ist in % des Trockengewichts :
angegeben. Die Tabelle ist aus Klis et al., 2001 entnommen Zellwand von C_' albicans.
worden. Die Werte variieren abhéngig von der Zusammensetzung Der Glukan-Anteil der Zell-
des Mediums und den Umweltbedingungen. wand ist in der pathogenen

Hefe C. albicans im
Vergleich zu S. cerevisiae deutlich erhoht, was auf den um 15 % hoheren Anteil von B1,6-
Glukan zuriickzufiihren ist (Tab. 1.1). Bei der Menge an f1,3-Glukan und Chitin
unterscheiden sich die Hefen kaum (Tab. 1.1). Die Hefe-Zellwand besteht aus mehreren
Schichten, wobei die Zahl und Dicke der Schichten, abhingig von den vorhandenen
Wachstumsbedingungen, variiert: man findet eine duflere Schicht als Barriere vor fremden,
die Zellwand degradierenden Enzymen und Substanzen (Klis et al., 2002). Des Weiteren
existieren eine innere Zellwandschicht und die Plasmamembran. Die innere Schicht vermittelt
der Zellwand ihre mechanische Stirke und dient als Grundgertist (Klis et al., 2001 und 2002).
Sie besteht aus B1,3-Glukan und Chitin. Die duere Zellwandschicht weist viele glykosylierte
Mannoproteine auf, die kovalent an das Glukannetzwerk gebunden sind. Viele der
Mannoproteine sind durch Disulfidbriicken miteinander verbunden.

Abb. 1.2: Molekularer
Aufbau der Zellwand von
GPI-CWP GPI-CWP C. albicans wund S.
cerevisiae. Die Pfeilrichtung
gibt die Orientierung vom
) i ) reduzierenden Ende zum
p1.6-Glukan Pir-CWP p1.6-Glukan Pir-CWP nicht-reduzierenden  Ende
i an. Die Abbildung ist
urspriinglich Richard et al.
4 (2002) entnommen und
Flexibles dreidimensionales Netzwerk von dann von Prill (2004)
Verzweigten [—}I ’3_G—1'ukan Molekﬁlen modifiziert worden. Chitin,
y welches mit p1,6-Glukan
verkniipft ist, kann
gleichzeitig an B1,3-Glukan
Chitin Chitin Chitin Chitin gebunden sein (Lipke und
Ovalle, 1998).
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Das Glukan stellt den groften Anteil am Trockengewicht der Zellwand, wobei das B1,6-
Glukan im Vergleich zum B1,3-Glukan mengenméaBig iiberwiegt. Die aus durchschnittlich
1500 Glukosemolekiilen bestehenden [1,3-Glukanpolymere bilden ein dicht gepacktes,
fibrillires Netzwerk, welches zusammen mit eingelagerten Chitinfibrillen vor allem fiir die
mechanische Stabilitét der Zellwand verantwortlich ist (Abbildung 1.2). Diese Mikrofibrillen
lagern sich lateral aneinander und bilden Wasserstoftbriicken aus (Kopecka und Gabriel,
1992; Klis et al., 2002).

Das PB1,3-Glukan ist nur moderat verzweigt und besitzt einen Anteil von 3-4 % an BI1,6-
gebundenen Glukosemolekiilen. Der Grad der Verzweigung und die Lange der P1,3-
Glukanpolymere variieren je nach Wachstumsbedingungen. In S. cerevisiae wird das p1,3-
Glukan von zwei [1,3-Glukan-Synthase-Komplexen synthetisiert. Zwei Transmembran-
proteine, Fkslp und Fks2p, welche zu 88 % identisch sind, wurden als katalytische
Untereinheiten der B1,3-Glukansynthase identifiziert (Ram et al., 1998). Der B1,3-Glukan-
Synthase-Komplex enthélt, je nach Umweltbedingungen, entweder Fsklp oder Fsk2p/ Gsc2p
(Cabib et al., 1998). Das in groBeren Mengen vorhandene [1,6-Glukan besteht aus
durchschnittlich 140 hochgradig verzweigten Glukoseeinheiten. Wie aus Abbildung 1.2
ersichtlich, ist das f1,6-Glukan mit dem B1,3-Glukan verbunden und dient als Verkniipfungs-
stelle fiir Zellwandproteine (Kapteyn et al., 1996). Die Synthese dieses komplexen Polymers
ist bislang im Detail nicht vollstindig aufgekldrt. Den geringsten Anteil am
Zellwandtrockengewicht hat das Chitin. Es handelt sich bei dem Chitin um ein Polymer,
bestehend aus unverzweigtem, B1,4-verkniipftem N-Acetylglukosamin (GlcNAc). Chitin ist
nur zu einem geringen Anteil in den lateralen Zellwinden zu finden. Dort dient es als Briicke,
die sowohl an das B1,3-, sowie an das f1,6-Glukan gebunden ist (Lipke und Ovalle, 1998). Es
wird vor allem wéhrend der Knospung bei der Bildung des Septums und des Knospungsrings
in die Zellwand eingelagert (Shaw et al., 1991; Cabib et al., 2001) und ist, trotz seiner
vergleichsweise geringen Menge, ein filir die Integritit der Zellwand wichtiger Bestandteil.
Ein bis zu dreimal hoheren Chitingehalt gegeniiber den Hefezellen kann in den Hyphen
festgestellt werden (Braun und Calderone, 1978). Drei integrale Membranproteine, Chslp,
Chs2p und Chs3p sind zusammen mit weiteren regulatorischen Proteinen fiir die
Chitinsynthese von S. cerevisiae verantwortlich. Es ist bekannt, dass Hefen als Antwort auf
Zellwanddefekte, als Kompensationsmechanismus, die Chitin Synthese steigern (Kapteyn et
al., 2000) und den Grad der Quervernetzung, durch die gleichzeitige Bindung des Chitins an
das B1,3- und das B1,6-Glukan, erhohen. Wie oben erwéhnt, dient die dulere Zellwandschicht
als Barriere und weist viele glykosylierte Mannoproteine auf. Die Mannoproteinschicht ist,
anders als die Glukane und das Chitin, nicht direkt an der Aufrechterhaltung der strukturellen

Integritdt beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass die Hefezelle ihre Form auch nach
proteolytischem Verdau der &uBleren Zellwandschicht aufrechterhalten kann (Koch und
Rademacher, 1980). Die Mannoproteine machen einen groBen Teil des Zellwand-
trockengewichtes aus (Tab. 1.1). Der liberwiegende Teil der Masse kommt durch zahlreiche
N- und O-glykosidisch gebundene Zucker zu Stande (Orlean, 1997). Die Mannoproteine sind
entweder kovalent an die Zellwand gebunden oder es handelt sich um nicht kovalent
gebundene Zellwandproteine, sogenannte Scw- (soluble cell wall) Proteine (Capellaro et al.,
1998). Die Scw-Proteine sind am Aufbau der Zellwand aber auch an der Zellteilung beteiligt
wie beispielsweise die Chitinsynthasen (Munro und Gow, 2001) oder die Endochitinasen und
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Exoglukanasen (Kuranda et al., 1991; Vazquez et al., 1991). Bei den kovalent an die
Zellwand gebundenen Proteine unterscheidet man (Abbildung 1.2) zwischen GPI-CWP
(Glykosylphosphatidylinositol - Cell Wall Protein) oder Pir-CWP (Proteins with internal
repeats - Cell Wall Protein). Die GPI-Zellwandproteine sind am Carboxy-terminalen Ende
iiber den Rest eines GPI-Ankers an das f1,6-Glukan-Geriist gebunden (Orlean, 1997; Richard
et al., 2002). Viele Adhisine, wie die Als-Proteine (Hoyer, 2001) und das hyphenspezifische
Hwp1-Protein (Staab et al., 1999) gehoren zu der Gruppe der GPI-Zellwandproteine. Pir-
Zellwandproteine werden moglicherweise mittels einer Transglutaminasereaktion kovalent an
das B1,3-Glukan gebunden (Ecker et al., 2003a).

1.5 Glykosylierung

Die Glykosylierung von Proteinen stellt eine der wichtigsten Formen von Protein-
modifikationen dar. Die beiden Hauptformen der Glykosylierung sind die N- und die O-
Glykosylierung. Weiterhin existieren seltenere Formen wie beispielsweise die C- oder die P-
Glykosylierung (Spiro, 2002). In der Hefe kann nur eine Mannosylierung von Proteinen
gefunden werden. Hier soll nur auf die beiden Hauptformen der Glykosylierung, mit dem
Schwerpunkt auf der O-Glykosylierung, eingegangen werden.

Bei der N-Glykosylierung wird im Endoplasmatischen Retikulum (ER) {iiber eine N-
glykosidische Verbindung mit einem Asparagin eine Zuckergrundstruktur an das Protein
geheftet. Diese Zuckergrundstruktur wird durch eine Familie von spezifischen
Mannosyltransferasen (ALG-Familie; Asparagine Linked Glykosylation) an das Isopren-
derivat Dolicholphosphat synthetisiert. Das Dolicholphosphat ist in der ER-Membran
lokalisiert und an dessen Phosphatrest werden insgesamt 14 Zuckerreste (Glci;-Mano-
GlcNAc,) angehingt, die von aktivierten Zuckerdonoren (Derivate von UDP, GDP und
Dolicholpyrophosphat) zur Verfiigung gestellt werden. Diese 14 Zuckerreste werden dann an
das Asparagin des Zielproteins gebunden. Die ermittelte Konsensussequenz lautet: Asn-X-
Ser/ Thr. Die Anheftung der Zuckergrundstruktur wird von einem Enzymkomplex, dem
Oligo-Saccharyl-Transferase- (OST) Komplex en bloc durchgefiihrt (Tanner und Lehle, 1987;
Orlean, 1997) und verlduft kotranslational (Tanner und Lehle, 1987). Die weitere
Prozessierung der N-Glykane erfolgt im Golgi-Apparat und ist, im Gegensatz zur Anheftung
der Grundstruktur im ER, in Sédugern und Hefen unterschiedlich (Tanner und Lehle, 1987).

Glykoproteine treten in subzelluliren Organellen, wie dem endoplasmatischen Retikulum
(ER), dem Golgi-Apparat, Lysosomen und Peroxisomen, sowie dem Cytoplasma auf. Auch
Zellwand- und Membranproteine sind hiufig glykosyliert. Uber Glykosylierungsstrukturen in
der Zelloberfliche findet die Interaktion von pathogenen Organismen mit Wirtsstrukturen
statt. Glykosylierung ist essentiell und eine ganze Reihe von vererbbaren Glykosylierungs-
defekten beim Menschen, die sogenannten ,,Congenital Disorders of Glykosylation-
Syndromen* (CDGS), sind mittlerweile bekannt. Bis heute konnten nur wenige O-
mannosylierte Proteine in hoheren Eukaryoten identifiziert werden. Ein wichtiges O-
mannosyliertes Protein ist das oa-Dystroglykan (Endo, 1999). Mutationen der O-
Mannosylierungsstruktur fiihren zu Muskeldystrophie und dem Walker-Warburg Syndrom
(Beltran-Valero de Barnabe et al., 2002).
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1.5.1 O-Glykosylierung

Bei der O-Glykosylierung werden Zucker O-glykosidisch an einen Serin- oder Threonin-Rest
des Akzeptorproteins gebunden. Dabei ergeben sich bei den Hefen C. albicans und S.
cerevisiae ausschlieBlich unverzweigte, o1,2-verkniipfte O-Mannosylketten (Herscovics und
Orlean, 1993). In der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe kénnen zusétzlich Galaktosen in
al,3- Verknilipfung vorkommen (Gemmill und Trimbel, 1999). Es konnte gezeigt werden,
dass die Mannosylketten bei S. cerevisiae aus bis zu fiinf- und bei C. albicans aus bis zu
sicben Mannosen bestehen konnen (Hayette et al., 1992). Der haufigste Typ beider
Organismen ist allerdings der Dimannosyl-Typ (Buurman et al., 1998).

ER Golgi

: 1o 2 10 2 10 3 10l 3 le
l Ser/Thr-O «— Man<+— Man «—Man <—Man <«— Man

S. cerevisiae Pmtlp-7p Mntlp Mntlp Mnnlp Mnnlp

Ktrlp
Ktr3p
C. albicans Pmtlp Mntlp  Mnt2p- MntSp ?
Pmt2p
Pmt4p
PmtSp
Pmt6p

Abb. 1.3: Protein-O-glykosylierung in S. cerevisiae und C. albicans. Die Initialreaktion wird im ER durch
Protein-O-mannosyltransferasen katalysiert. Die Kettenelongation findet im Golgi-Apparat statt. Die
Mannosylketten konnen eine Lédnge von bis zu 5 Mannosen in S. cerevisiae und bis zu 7 in C. albicans
haben. Bei dem am héufigsten zu findenden Typ handelt es sich um den Dimannosyl-Typ.

Der erste Reaktionsschritt der O-Glykosylierung findet im ER statt. Diese initiale Reaktion
der O-Glykosylierung wird durch Isoformen von Protein-O-mannosyltransferasen (Pmt)
katalysiert (Abbildung 1.3). Bei den Pmt-Proteinen handelt es sich um Membranproteine, die
den Transfer einer Mannose unter Inversion der Konfiguration des aktivierten Zuckers
Dolichol-P-Mannose auf die Hydroxylseitengruppe eines spezifischen Serins oder Threonins
des Akzeptorproteins katalysieren (Bause und Lehle, 1979). Der aktivierte Zucker Dol-P-f3-
D-Mannose wird im Cytoplasma von der in der ER-Membran verankerten Dolichol-P-
Mannose-Synthase (Dpmlp) durch den Transfer einer Mannose von GDP-Mannose auf
Dolichol-P synthetisiert (Orlean et al., 1988; Orlean, 1990). Nach der Initialreaktion der O-
Glykosylierung erfolgt die Kettenelongation im Golgi-Apparat (Abbildung 1.3). Der
Zuckerdonor fiir die Kettenelongation ist GDP-Mannose (Abeijon et al., 1993). Zur
Verfligung gestellt wird dieser durch die GDP-Mannose Pyrophosphorylase Srblp (Warit et
al., 2000). Nach dem Transfer der Mannose wird GDP von der GDPase Gdalp zu GMP
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hydrolysiert (Herrero et al., 2002). AnschlieBend wird GMP {iber einen Antiporter im
Austausch gegen ein neues Molekiil GDP-Mannose ins Cytoplasma transportiert (Abeijon et
al., 1989). Die Addition weiterer Mannosen an das Akzeptorprotein findet im Lumen des
Golgiapparates statt und ist abhingig von Mangan (Mn*"). Die Elongationsreaktionen werden
durch die Ktr- und die Mnn-Proteinfamilien katalysiert (Abbildung 1.3). Die Ktr-Familie
besteht aus neun Proteinen, wihrend bei der Mnn-Proteinfamilie nur sechs Proteine bekannt
sind (Lussier et al., 1999).

Die O-Glykosylierung verlduft in Hefen und Sdugetieren grundsétzlich unterschiedlich.
Sowohl bei der O-Glykosylierung, als auch der N-Glykosylierung verlduft die initiale
Reaktion der Glykosylierung in Hefen bei der Sekretion von Proteinen durch die
Sekretionspore in der ER-Membran wahrscheinlich kotranslational (Haselbeck und Tanner,
1983; Tanner und Lehle, 1987). In hoheren Eukaryoten erfolgt die Masse der O-
Glykosylierung typischerweise posttranslational im Golgi-Apparat (Abeijon und Hirschberg,
1987). In hoheren Eukaryoten bestehen die Glykosylketten hdufig aus Sialinsdure und
Galaktose (Hanisch, 2001), aber auch aus Zuckern wie Xylose und Fucose (Nishimura et al.,
1992). Bei dem zuerst angehefteten Zucker der Glykosylketten hoherer Eukaryoten handelt es
sich um N-Acetylgalaktosamin (GalNAc). Neben dieser typischen O-Glykosylierung sind
einige Proteine, z.B. a-Dystroglykan, auch O-mannosyliert (Manya et al. 2004). Die Pmt-
Orthologe POMT1 und POMT2 des Menschen sind funktionelle Proteinmannosyl-
transferasen, da sie, sofern sie koexprimiert werden, das o-Dystroglykan glykosylieren. Von
Ecker et al. wurde erstmals berichtet, dass die N-Glykosylierung und O-Glykosylierung in
Konkurrenz stehen konnen (Ecker et al., 2003a). Es wurde beschrieben, dass das Pir-Protein
ScCcw5p ausschlielich N-glykosyliert wird, wenn die O-Glykosylierung aufgrund einer
Mutation im Gen der Proteinmannosyltransferase Pmt4p nicht erfolgt (Ecker et al., 2003b).

1.5.2 Die 5 Isoformen der Protein-O-mannosyltransferasen

Der erste Reaktionsschritt der O-Glykosylierung findet in Hefen im ER statt, wobei die
initiale Reaktion der O-Glykosylierung durch Protein-O-mannosyltransferasen katalysiert
wird. Bei den Mitgliedern der Pmt-Proteinfamilie handelt es sich um ER-membranstiandige
Proteine, deren Aminoterminus ins Cytoplasma und das Carboxy-terminale Ende ins ER-
Lumen ragt (Strahl-Bolsinger et al., 1999). Mittels Datenbankanalysen wurde gezeigt, dass
PMT-Orthologe in vielen Organismen vorhanden sind. Homologe von PMT-Genen wurden
beispielsweise in den Pilzen S. cerevisiae (Strahl-Bolsinger et al., 1999), in C. albicans (Ernst
und Prill, 2001), in Aspergillus nidulans (Shaw und Momany, 2002) und in S. pombe (Willer
et al., 2003) identifiziert und teilweise schon charakterisiert. Weiterhin konnten Orthologe der
S. cerevisiae Pmt-Familie in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (Martin-Blanco et al.,
1996; Willer et al., 2002), der Maus Mus musculus (Willer et al., 2002) oder auch dem
Menschen Homo sapiens (Jurado et al., 1999; Manya et al., 2004) identifiziert werden. In
anderen vollstindig sequenzierten Genomen von anderen Organismen, wie des Fadenwurms
Caenorhabditis elegans oder der Pflanze Arabidopsis thaliana, konnten bis heute keine
Sequenziibereinstimmungen mit Mitgliedern der Pmt-Familie gefunden werden. Die Pmt-
Proteinfamilie kann aufgrund ihrer Aminoséuresequenz in eine Pmtl-, Pmt2- und eine Pmt4-
Subfamilie eingeteilt werden (Ernst und Prill, 2001), wobei in hdéheren Organismen nur
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Mitglieder der Pmt2- und Pmt4-Subfamilien vorkommen (Willer et al., 2003). Identifiziert
wurden die Pmt-Proteine urspriinglich in der Hefe S. cerevisiae. Es existieren in S. cerevisiae
sicben Pmt-Proteine (Strahl-Bolsinger et al., 1993; Lussier et al., 1995; Immervoll et al.,
1995; Gentzsch und Tanner, 1996), wihrend C. albicans 5 Isoformen synthetisiert (Ernst und
Prill, 2001).

Es konnte gezeigt werden, dass Pmt-Proteine Dimere innerhalb der Proteinfamilie ausbilden
(Girrbach und Strahl, 2003). Mitglieder der ScPmtl-Subfamilie bilden bevorzugt Hetero-
dimere mit Proteinen der ScPmt2-Subfamilie. ScPmt4p bildet hingegen ausschlieBlich
Homodimere (Girrbach und Strahl, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass bei C. albicans
Homodimere von Pmt4p, aber auch von PmtSp gebildet werden; weiterhin konnten Protein-
Protein-Interaktionen von Pmtlp mit Pmtdp, Pmt2p mit Pmtdp und Pmt6ép mit Pmt5p
gefunden werden (I. Schmidt, personliche Mitteilung). In humanen Zelllinien ist die
Koexpression der beiden Protein-mannosyltransferasen POMT1 und POMT2 notwendig zur
Detektion einer Enzymaktivitdit (Manya et al., 2004). POMT1 gehort zu der Pmt4-
Subfamilie, wihrend POMT2 in die Pmt2-Subfamilie eingeordnet wird. Sowohl im
Menschen, als auch in C. albicans, nicht aber in S. cerevisiae, findet offenbar eine
Dimerbildung von Pmt2p- und Pmt4p-Isoformen statt.

Bis heute konnte keine Konsensussequenz am Akzeptorprotein fiir die O-Glykosylierung
etabliert werden. Es existieren allerdings Préferenzen. So begiinstigt ein Prolin in der Position
-1 und +3 von Serin/ Threonin die O-Glykosylierung (Wilson et al., 1991). Bei C. albicans
wird Threonin als Substrat gegeniiber Serin bevorzugt (Weston et al., 1993). Es wird davon
ausgegangen, dass es mehrere Konsensussequenzen fiir die O-Glykosylierung gibt, da pmt-
Mutanten Glykosylierungsdefekte unterschiedlicher Proteine aufweisen. Beispielsweise
konnte bei S. cerevisiae nachgewiesen werden, dass das Protein Pir2p vornehmlich in pmt1A-
und pmt2A-Mutanten hypoglykosyliert vorliegt (Gentzsch und Tanner, 1997). Bei C. albicans
wurde von Prill (2004) beschrieben, dass ein Glykosylierungsdefekt des Proteins in der
pmt1lA- und pmt4A-Mutante zu beobachten ist.

Mutationen in den PMT-Genen verursachen verschiedene Phidnotypen. Dabei werden die
Phénotypen entweder durch den Funktionsverlust einzelner Proteine oder durch eine defekte
O-Glykosylierung von Zellwandproteinen verursacht. Die CapmtlA-Deletionsmutante ist
sensitiv gegen verschiedene Zellwand-destabilisierende Substanzen und zeigt Defekte in der
Morphogenese, wie einen Wachstumsdefekt oder eine Tendenz zur Aggregation (Timpel et
al., 1998). Andere Deletionsmutanten zeigen nur wenige Defekte. Fiir die Capmt5A-Mutante
konnten in vitro keine Phéanotypen festgestellt werden. Prill et al. zeigten aber 2005, dass im
Mausmodell sowohl fiir CapmtSA, als auch fiir alle anderen pmtA-Mutanten -eine
abgeschwichte Virulenz existiert. Auch war es in C. albicans nicht moglich, eine pmtlA
pmt4A-Doppelmutante herzustellen (Prill, 2000). PMT2 ist fiir C. albicans essentiell; es
konnte keine homozygote pmt2A-Deletionsmutante hergestellt werden, da die Deletion fiir die
Zellen letal war (Prill, 2004). Dies konnte auch fiir die Spalthefe S. pombe gezeigt werden
(Willer et al., 2005). Die heterozygote Capmt2A-Mutante zeigte bereits phadnotypische
Effekte (Prill, 2004). Von Timpel et al. (2000) wurde gezeigt, dass in C. albicans die
Proteine Pmtlp und Pmt6p, obwohl die Defekte der beiden Mutanten in der Morphogenese
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sich dhneln, unterschiedliche, spezielle Funktionen besitzen. Beide Mutationen verursachen
einen Defekt der Hyphenbildung bei Hungerbedingungen, der in der pmt6A-Mutante, nicht
aber in der pmtlA-Mutante mittels Uberexpression von Komponenten verschiedener
Signaltransduktionswege (Ceklp, Cphlp, Tpk2p und Efglp) komplementiert werden konnte.
Die Autoren schlossen daraus, dass moglicherweise eine glykosylierte Sensorkomponente in
der pmt6A-Mutante einen Funktionsverlust durch fehlerhafte oder fehlende O-Glykosylierung
des Sensorproteins erlitten hatte. Da der Defekt der Hyphenbildung einer pmt6A-Mutante
durch die Expression von PMT1 teilweise komplementiert werden konnte, es aber umgekehrt
in einer pmtlA-Mutante durch Expression von PMT6 nicht moglich war, den Defekt zu
komplementieren, gehen die Autoren davon aus, dass Pmtlp und Pmt6p dhnliche Funktionen
besitzen konnten, die Substratspezifitit der beiden Proteine aber unterschiedlich stark
reguliert ist.

Einige S. cerevisiae Doppeldeletionsmutanten, wie die pmtl1A pmt2A-Mutante, kénnen nur
wachsen, sofern sie osmotisch mit Sorbitol stabilisiert werden (Gentzsch und Tanner, 1996).
Einige ScpmtA-Dreifachmutanten sind trotz osmotischer Stabilisierung nicht wachstumsfahig.
Daraus schlossen Gentzsch und Tanner (1996), dass ein Minimum an O-Glykosylierung fiir
die Hefe essentiell ist; dies trifft auch auf die pathogene Hefe C. albicans zu.

1.6 DOM34 - Duplication Of Multilocus Region 34

Den Namen DOM34 (Duplication Of Multilocus Region 34) erhielt das Gen, da es
urspriinglich mittels einer genomischen Sonde fiir das Gen RPC34 auf Chromosom XIV des
Organismus S. cerevisiae kloniert wurde. Es fiel auf, dass die erhaltene Sequenz des DOM34-
ORF auch auf dem Chromosom III von S. cerevisiae identifiziert werden konnte. Hierbei
handelt es sich um ein Pseudogen namens DOM34/ 2, das sich in der GroBe unterscheidet und
mindestens drei Leserasterspriinge aufweist (Lalo et al., 1993 und 1994). Lalo et al. (1993)
zeigten, dass (bei Nichtbeachtung der Leserasterspriinge) die 303 Aminosduren des
Pseudogens DOM34/ 2 fiir ein Protein kodieren wiirde, das 57 % Identitdt zur kodierenden
Region von DOM34 besitzt. Sowohl das DOM34-Gen, als auch das Pseudogen DOM34/ 2,
sind nahe dem jeweiligen Centromer lokalisiert. Der Pseudogenstatus von DOM34 /2 wurde
von Wickert (1998) durch Klonierung und Sequenzierung, sowie durch Northern-Analyse
bestatigt.

Das ScDOM34-Gen kodiert mit seinen 1158 Basenpaaren fiir ein Protein bestehend aus 386
Aminosduren. Die theoretisch ermittelte Masse betrdgt etwa 44 kDa und es konnten keine
Signalsequenzen oder Transmembran-Doménen identifiziert werden. Es handelt sich um ein
in viele zellulire Prozesse involviertes Protein. Dom34p zeigt 48 % Homologie zum
omnipotenten Suppressor Suplp (Lalo et al., 1993), wobei die kodierenden Regionen von
ScDOM34 und ScSUP1 keine Homologie zeigen. DOM34-Orthologe konnten in vielen
Organismen identifiziert werden. Urspriinglich identifiziert wurde DOM34 in der Fruchtfliege
D. melanogaster (Castrillon et al., 1993); es wurde als Pelota bezeichnet. Der Verlust des
Gens resultiert in schweren Stérungen, wie die Unfdhigkeit der Méinnchen, Meiose und
Spermatogenese korrekt zu koordinieren. Es erfolgt eine Arretierung in der Prophase I, was
zur Unfruchtbarkeit fiihrt (Castrillon et al., 1993). Weiterhin sind die Oogenese und die
Augenentwicklung gestort. Auch in der Zellproliferation scheint das Pelota Gen-Produkt eine
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Rolle zu spielen. In der Maus M. musculus wird das DOM34-Gen als Pelo bezeichnet.
Adham et al. (2002) zeigten, dass die Deletion des DOM34-Orthologs zu Defekten beim
Fortschreiten des Zell-Zyklus und zur Letalitit junger Embryonen fiihrt. Auch im Menschen
konnte das DOM34-Ortholog identifiziert werden, es trdgt den Namen PELO und wird
wihrend der Embryonalentwicklung exprimiert (Shamsadin et al., 2000). Ein weiteres
Ortholog des DOM34-Gens konnte in der Pflanze A. thaliana gefunden werden. Selbst in dem
Archaebakterium Sulfolobus solfataricus wurde ein Ortholog namens pelA identifiziert
(Ragan et al., 1996). Bis heute konnte allerdings kein DOM34-Ortholog bei den Eubakterien
identifiziert werden. Davis und Engbrecht (1998) zeigten, dass die heterologe Expression von
Pelota aus D. melanogaster das verzogerte Wachstum in Scdom34A-Deletionsmutanten
komplementieren konnte. Sie sind daher davon iiberzeugt, dass die Funktion von Dom34p-
Orthologen zwischen den eukaryotischen Mitgliedern der Genfamilie stark konserviert ist.

Den Proteinen der oben aufgefiihrten Organismen ist gemeinsam, dass sie eine GrofB3e
zwischen 347 und 395 Aminosduren aufweisen, ein Kern-Transport-Signal besitzen und im
Carboxy-terminalen Bereich eine eEFla-Doméne tragen. Diese Doméne wird in einer
Proteinfamilie gefunden, die an dem Terminationsschritt der Translation beteiligt ist (Frolova
et al.,, 1994). Zu ihr gehoren beispielsweise der Translation-Elongationsfaktor eEF1A
(eukaryotic Elongation Factor) und der Translations-Terminationsfaktor eRF1 (eukaryotic
Release Factor). Der Elongationsfaktor eEF1A transportiert wiahrend der Translations-
elongation Aminoacyl-tRNAs zum Ribosom. Der Terminationsfaktor eRF1 ist in dem
Terminationsschritt der Translationselongation involviert.

Die Deletion von DOM34 in der Hefe S. cerevisiae fiihrt zu einer Vielzahl von Phanotypen,
allerdings nur in einem speziellen genetischen Hintergrund (Davis und Engbrecht, 1998). Alle
der nachfolgend beschriebenen Phénotypen einer S. cerevisiae dom34A-Mutation konnten in
einem anderen Hintergrund nicht reproduziert werden (Carr-Schmid et al. 2002). Die
Mutanten, die von Davis und Engbrecht untersucht wurden, zeigten einen Wachstumsdefekt.
Bei einer Wachstumstemperatur von 30 °C wuchsen die Mutanten langsamer als der Wildtyp.
Dieser Effekt wurde bei einer erniedrigten Temperatur von 15 °C noch verstirkt. Die
Mutanten verweilten ldnger in der Lag-Phase und traten frither und bei einer geringeren
Zelldichte als der Wildtyp in die stationdre Phase ein. Weiterhin zeigten die Deletions-
mutanten ein verzogertes Fortschreiten der G1-Phase des Zellzyklus und wiesen einen Defekt
bei der Agarinvasion auf. dom34A-Mutanten wiesen weiterhin eine verringerte Fahigkeit auf,
Pseudohyphen zu formen und zu sporulieren. Auch zeigten die dom34A-Mutanten eine
erhohte Anzahl an nicht knospenden Zellen im Vergleich zum Wildtyp. Die Autoren konnten
zeigen, dass die Dom34p-Aktivitit die Effizienz der Translationsmaschinerie erhdht. Bei
dom34A-Mutanten wurde eine reduzierte Anzahl an Polyribosomen und ein erhohter Spiegel
an freien 40 S- und 60 S-Untereinheiten beobachtet. Ferner konnten Davis und Engbrecht
(1998) durch Uberexpression des ribosomalen S30-Proteins verschiedene Defekte der
Deletionsmutanten komplementieren. Auch das Polyribosomenprofil der Mutanten zeigte das
Wildtyp-Polyribosomenprofil nach Expression des Proteins. Daraus folgerten die Autoren,
dass Dom34p in die Translation involviert ist und das Fortschreiten aus der G1-Phase und die
Differenzierung fordert. Carr-Schmid et al. (2002) konnten zeigen, dass der von Davis und
Engbrecht (1998) beschriebene Wachstumsdefekt einer dom34A-Mutante offensichtlich
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stammabhéngig ist. Mittels Zwei-Hybrid-Analysen konnte von Carr-Schmid et al. (2002) ein
Protein identifiziert werden, welches mit Dom34p interagiert. Bei dem Protein handelt es sich
um das GTP-Bindeprotein (G-Protein) Hbs1p. G-Proteine sind an vielen zelluldren Prozessen,
wie Signaltransduktion oder Proteinbiosynthese beteiligt. Hbslp 1ist ein bisher
uncharakterisiertes G-Protein mit Motivhomologie zu ¢eEF1A und eRF3 (Wallrapp et al.,
1998). Carr-Schmid et al. (2002) zeigten genetische Interaktionen zwischen DOM34 und
HBS1. Offenbar wurde Dom34p fiir ein effizientes Wachstum und die Proteinsynthese bei
limitierter Translationsinitiation benoétigt. Sie postulieren, dass Dom34p und Hbslp einen
Komplex bilden und so die Regulation der Translation einer Teilmenge von mRNAs
beeinflussen. Sie glauben, dass RNA-Bindeproteine, einschlieBlich Dom34p, durch die
Bindung von 3’-Bereichen bestimmter mRNAs deren Aktivitét regulieren (Jacobson, 2004).

Bei der Charakterisierung der Sekretion von hIGF-1 (human Insulin like Growth Factor-1) in
der Hefe S. cerevisiae wurde der Stamm YE465 einer EMS-Mutagenese (Ethyl Methan
Sulfonat) unterzogen (Finck et al., 1996). In einer der erhaltenen Mutanten (M577) konnte
eine reduzierte O-Glykosylierung von hIGF-1 festgestellt werden. Um das unbekannte, durch
die Mutagenese betroffene Gen der Mutante identifizieren und klonieren zu konnen, wurde
mit dem Ziel eines synthetischen Phinotyps eine pmtlA-Deletion in diese Mutante eingefiihrt
(Wickert, 1998). Es wurde anschlieBend ein Sensitivititstest gegeniiber dem Killertoxin K1
des Hefestamms RC130 durchgefiihrt. Das Killertoxin bindet an 1,6-Glukan der Zellwand
und fiihrt letztendlich iiber einen Verlust an lonen zum Zelltod. Wéhrend sowohl die
Ausgangsmutante, als auch deren pmtlA-Derivat sensitiv gegen das Killertoxin waren, zeigte
die Mutante mit der eingefiihrten pmt1A-Deletion eine Resistenz gegeniiber dem Killertoxin.
Dieser Phanotyp wurde von S. Wickert genutzt, um das mutagenisierte Gen der Mutante
mittels einer genomischen Bank zu klonieren. Hierbei konnten zwei vollstindige ORFs
identifiziert werden. Bei einem handelte es sich um das DOM34-Gen. Der Killertest wurde
mit einer gezielt konstruierten dom34A pmtlA-Doppeldeletionsmutante wiederholt und die
Resistenz bestitigt. Der synthetische Phanotyp der Einzeldeletionen in einer Doppeldeletions-
mutante konnte in weiteren Analysen bestitigt werden. So konnte Wickert (1998) zeigen, dass
die geringe Sensitivitit gegen das Aminoglykosid Hygromycin B beider Einzeldeletions-
mutanten in der Doppelmutante verstirkt wurde. Weiterhin wiesen Zellen der Doppel-
deletionsmutante in fliissigem Minimalmedium eine starke Vergroferung der Zellen auf.
Dieser Effekt konnte nicht durch osmotische Stabilisierung mit Sorbitol aufgehoben werden.

1.7  Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den moglichen Einfluss des DOM34-Genprodukts des
humanpathogenen Pilzes C. albicans auf die O-Glykosylierung und die Wachstums-
eigenschaften zu charakterisieren. In diesem Zusammenhang sollte das DOM34-Gen in
verschiedenen Stammbhintergriinden disruptiert und die daraus resultierenden Auswirkungen
studiert werden. Ferner war es von Interesse, zu iiberpriifen, ob in der pathogenen Hefe C.
albicans, &hnlich wie in der apathogenen Hefe S. cerevisiae, genetische Interaktionen
zwischen DOM34- und PMT-Genen auftreten. Des Weiteren sollte eine Transkriptomanalyse
der Cadom34A-Mutanten durchgefiihrt werden, um ein besseres Verstindnis der vermuteten
Interaktion der DOM34- und PMT1-Genprodukte zu erlangen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die Chemikalien wurden von den folgenden Firmen bezogen:
Restriktionsenzyme (NE Biolabs, Roche, MBI Fermentas, Gibco BRL)
Hybond N (Amersham/Pharmacia)

X-GAL (Biotech Trade & Service GmbH)

Bradford-Reagenz (Bio Rad)

Glukose (Caesar & Lorentz GmbH)

Heringssperma-DNA (Clontech)

YNB w/ o amino acids, Casamino acids, Hefeextrakt, Pepton (Difco Labarotories)
Rontgenfilme (Fuji Rx-Med)

Maleinsdure (Fluka)

Agarose (Gibco BRL)

Bromphenol Blau (Janssen)

ImmobilonP-Membran (Millipore)

Agar, Nutrient Broth (Oxoid)

DNA Purification Kit (Qiagen)

Natriumchlorid, Isopropanol (Riedel de Haen)

Klenow, Polymerase, Polynukleotidkinase, DIG-UTP-Labeling and Detection-Kit, Blocking-
Reagenz (Roche)

Glasperlen, Glyzerin, Acrylamid-Bisacrylamid, PEG, KCI, Roti-Phenol (Roth)
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Pierce)

Zymolyase (Seikagaku Kogyo Co. Ltd.)

Antibiotika, BSA, Ethidiumbromid, NBT, SDS (Serva)

IPTG, Sorbitol, (Sigma)

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth, Invitrogen und Sigma
bezogen.
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2.2 Stamme und Medien

2.2.1 E. coli -Stamm

Tab. 2.1: Im Rahmen dieser Arbeit benutzter E. coli-Stamm:

Stamm Genotyp

Quelle/ Referenz

DH5aF' | F' [@80 A(lacZ)M15] A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17 rg- mg+ supE44 thi-1 gyrA

Hanahan, 1983;
Woodcock et al., 1989

2.2.2 C. albicans -Stimme

Tab. 2.2: Im Rahmen dieser Arbeit benutzte C. albicans-Stimme:

Stamm Genotyp Quelle/ Referenz

SC5314 prototroph Fonzi & Irwin, 1993

CAI4 ura3A::imm434/ura3A::imm434 Fonzi & Irwin, 1993

CAF2-1 ura3A::imm434/URA3 Fonzi & Irwin, 1993

CAIS8 ade2A::hisG/ade2A::hisG Fonzi & Irwin, 1993

ura3A::imm434/ura3A::imm434

C8D-3478 wie CAIS8, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT van den Boom,
Laborsammlung

SK65 wie C8D-3478, aber ura3A::imm434/URA3 diese Arbeit

ITHH6-4a, wie CAI4, aber tpk1A::hisG/tpk1A::hisG Bockmiihl et al.,

NIHHI18-1.3 2001

ASI1 wie CAI4, aber tpk2A::hisG/tpk2A::hisG Sonneborn et al.,
2000

CAPI1-3 wie CAI4, aber pmtl1A::hisG-URA3-hisG/PMT1 Timpel et al., 1998

CAPI1-312 wie CAI4, aber pmtlA::hisG-URA3- Timpel et al., 1998

hisG/pmt1A::hisG

CAPI1-3121 wie CAI4, aber pmt1A::hisg/pmtlA::hisG Timpel et al., 1998

SPCa2 wie CAP1-3121, aber ura3A::imm434/URA3 Prill, 2004

CAP4-2 wie CAl4, aber pmt4A::hisG-URA3-hisG/PMT4 Prill, 2000

CAP4-2164 wie CAI4, aber pmt4A::hisG/pmt4A::hisG Prill, 2000

SPCab6 wie CAP4-2164, aber ura3A::imm434/URA3 Prill, 2004

P5-1 wie CAlI4, aber pmt5A::hisG-URA3-hisG/PMT5 Klinkert, 2001

P5-5744 wie CAI4, aber pmt5A::hisG/pmt5A::hisG Klinkert, 2001

SPCal0 wie P5-5744, aber ura3A::imm434/URA3 Prill, 2004

CAP2-3 wie CAI4, aber pmt6A::hisG-URA3-hisG/PMT6 Timpel et al., 2000

CAP2-2391 wie CAI4, aber pmt6A::hisG/pmt6A::hisG Timpel et al., 2000

SPCag8 wie CAP2-2391, aber ura3A::imm434/URA3 Prill, 2004

SK5 (Klon 1) | wie CAI4, aber dom34A::FRT-URA3-FRT/DOM34 diese Arbeit

SK7 (Klon 1) | wie CAl4, aber dom34A::FRT/DOM34 diese Arbeit

SK25 (Klon 1) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT-URA3- | diese Arbeit
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SK47 (Klon 1) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT diese Arbeit

SK51 (Klon 1) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT diese Arbeit
ura3A::imm434/URA3

SK20 (Klon 2) | wie CAI4, aber dom34A::FRT-URA3-FRT/DOM34 | diese Arbeit

SK9 (Klon 2) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/DOM34 diese Arbeit

SK59 (Klon 2) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT-URA3- | diese Arbeit
FRT

SK48 (Klon 2) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT diese Arbeit

SK62 (Klon 2) | wie CAI4, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT diese Arbeit
ura3A::imm434/URA3

SK6 (Klon8) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT-URA3- | diese Arbeit
FRT/DOM34

SK8 (Klon 8) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/DOM34 diese Arbeit

SK52 (Klon 8) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT- | diese Arbeit
URA3-FRT

SK58 (Klon 8) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT | diese Arbeit

SK61 (Klon 8) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT | diese Arbeit
ura3A::imm434/URA3

SK19 (Klon7) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT-URA3- | diese Arbeit
FRT/DOM34

SK10 (Klon 7) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/DOM34 diese Arbeit

SK18 (Klon 7) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT- | diese Arbeit
URA3-FRT

SK24 (Klon 7) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT | diese Arbeit

SK53 (Klon 7) | wie CAP1-3121, aber dom34A::FRT/dom34A::FRT | diese Arbeit
ura3A::imm434/URA3

SK72 wie SK47, aber pmt1A::hisG-URA3-hisG/PMT1 diese Arbeit

SK73 wie SK47, aber pmt4A::hisG-URA3-hisG/PMT4 diese Arbeit

SK74 wie SK47, aber pmt6A::hisG-URA3-hisG/PMT6 diese Arbeit

SK75 wie SK47, aber pmtSA::hisG-URA3-hisG/PMT5 diese Arbeit

2.2.3 S. cerevisiae -Stimme

Tab. 2.3: Im Rahmen dieser Arbeit benutzte S. cerevisiae-Stimme:

Stamm Genotyp Quelle/ Referenz

YE449 MATa leu2 ura3-52 prb1-112 pep4-3 cir® ?gélgerfors etal.,

M577 MATa leu2 ura3-52 prbl1-112 pep4-3 cir® Finck et al., 1996

CENPK 141 MATa/ a leu2-3, 112/LEU2 ura3-52/URA3 trp1- Wickert, 1998
289/TRP1 his3-A1/HIS3 MAL2-8° MAL2-8°
SUC2/SUC?2

w21 wie YE449, aber pmt1A::URA3 dom34A::kanMX4 Wickert, 1998
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W4 wie CENPK 141, aber MATa leu2-3, 112 URA3 trpl- | Wickert, 1998
289 his3-A1 MAL2-8° MAL2-8 SUC2/SUC2
dom34A::kanMX4

YE449 pmtlA | wie YE449, aber pmtlA::kanMX4 Wickert, 1998
MS577 pmtlA wie M577, aber pmt1lA::kanMX4 Wickert, 1998
RC130 MATa/ o hisl/hisl [KIL-k1] K'R" M. Leibowitz

2.2.4 Medien zur Anzucht von Hefen

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

SD (Minimalmedium) : 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base); 2 % Glukose, pH 7,0

CASA : wie SD mit zusitzlich 4 % Casamino acids

Spider : 1 % Nutrient Broth (Oxoid); 1 % Mannitol; 0,2 % K,;HPOy;
100 mM NacCl

Lee’s :Leeetal., 1975

FOA-Medium : 0,02 % 5-Fluoro-Orotic Acid (FOA); 0,001 % Uridin; 2 %
Glukose, 0,17 % YNB; 0,1 % Prolin (McCusker und Davis,
1991)

Aminosduren wurden hinzugefiigt, wie bei Zimmermann (1975) beschrieben. Festes Medium
wurde durch Zugabe von 2 % Agar hergestellt. Das Wachstum der Hefen erfolgte, wenn nicht
anders vermerkt, bei 30 °C.

2.2.5 Medium zur Anzucht von E. coli

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

Die Selektion von E. coli erfolgte durch Zugabe von Ampicillin auf eine Konzentration von
100 pg/ ml. Festes Medium wurde durch Zugabe von 2 % Agar hergestellt. Das Wachstum
erfolgte bei 37 °C.

2.2.6 Hypheninduktion von C. albicans in Fliissigmedium

Die Hypheninduktion erfolgte mit 2,5 mM N-Acetylglukosamin, 5 % Pferdeserum oder mit
,Spider“-Medium. Die Zellen einer Ubernachtkultur wurden dreimal mit SB-Medium (0,335
% YNB ohne Aminosduren; 0,45 % NaCl pH 5,5) gewaschen. Danach wurden die Zellen auf
eine Zelldichte von 107 Zellen/ ml verdiinnt und in SB-Medium mit 10 mM Prolin oder
Wasser fiir 1-3 Stunden gehungert. AnschlieBend wurden die Zellen in 37 °C warmem SB-
Medium, pH 6,5 mit GIcNAc, Wasser mit 5 % Pferdeserum oder ,,Spider“~-Medium auf eine
ODgoo nm von 0,1-0,5 verdiinnt. Die Hypheninduktion bei 37 °C wurde iiber zwei bis drei
Stunden unter dem Mikroskop verfolgt.

2.2.7 Hypheninduktion von C. albicans auf festem Medium

Die Hypheninduktion erfolgte auf Serumplatten, welche 2 % Agar und 5 % Pferdeserum
enthielten. Die Hyphenbildung wurde bei 37 °C induziert und iiber mehrere Stunden
beobachtet.
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Alternativ wurde die Hyphenbildung durch Wachstum auf Mangelmedium induziert. Hierzu
wurden so genannte ,,Spider-Platten" hergestellt (Liu et al., 1994). Sie bestanden aus 1 %
Nutrient Broth; 1 % Mannitol; 0,2 % K,HPO, und 1,35 % Agar. Die Stimme wurden fiir 4-5
Tage bei 30 °C oder fiir 3 Tage bei 37 °C inkubiert.

2.2.8 Medium zur Bildung von Chlamydosporen

Fiir die Induktion von Chlamydosporen bei C. albicans wurden ,,Corn Meal“-Agarplatten
(CMA, Maismehl Agarplatten von Difco) verwendet, die mit 0,5 % Tween 80 versetzt
wurden (Casal und Linares, 1981; Joshi et al., 1993). Die zu untersuchenden Stimme wurden
sehr diinn ausgestrichen und zur Erzeugung mikroaerophiler Bedingungen Deckgldschen auf
die Ausstriche gelegt. Die Platten wurden 7-9 Tage bei Raumtemperatur in Dunkelheit
inkubiert. AnschlieBend wurde die Bildung der Chlamydosporen mikroskopisch tiberpriift.

2.2.9 Medien mit verschiedenen Substanzen

Zur Phinotypisierung der verschiedenen C. albicans Stimme wurde deren Sensitivitdt gegen
verschiedene Chemikalien getestet. Dazu wurden SD- oder YPD-Platten angefertigt, denen
nach dem Autoklavieren die entsprechenden Chemikalien (Tab. 2.4) zugesetzt wurden. Der
Agar wurde vor Zugabe der zu testenden Substanzen auf mindestens 50 °C abgekiihlt.

Tab. 2.4: Testsubstanzen und ihre Konzentrationen:

Testsubstanz Firma Stammldsung [ Losungsmittel Konzentration
Amphotericin B | Sigma 25 mg/ ml DMSO 1 ng/ ml
Calcofluor White | Sigma 25 mg/ ml dH,O 10 pg/ ml
Congo Red Sigma 20 mg/ ml dH,O 400 pg/ ml
Clotrimazol Sigma 50 mg/ ml dH,O 2-5 pg/ ml
Ketoconazol Sigma 25 mg/ ml DMSO 2 pg/ ml
Fluconazol Sigma 5 mg/ ml Aceton 5 ng/ ml
G418 Calbiochem 50 mg/ ml dH,O 1,2 mg/ ml
Hygromycin B Calbiochem 398 mg/ ml dH,O 50-200 pg/ ml
Nourseothricin Werner BioAgents | 200 mg/ ml dH,O 10-100 pg/ ml
SDS Serva 10 % dH,O 0,06 %

2.3 Oligonukleotide und Plasmide

2.3.1 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 2.5: Im Rahmen dieser Arbeit benutzte synthetischen Oligonukleotide:

Name Sequenz

pl-verDOM34 5’-GTAACATTCCAAGCCATGCA-3°

p2-verDOM34 5’-CTTGAAGCGTTAGTGACAAC-3°

p3-verDOM34 5’-CTTGCATTATGTGGTGATGC-3°
pl-DOM-FLAG 5’-TTACTGCAGATGCAAGTTAAAAACAAAGC-3¢
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p2-DOM-FLAG

5S’-TTAGCATGCCAAGTCTTCTTCATCACTG-3°

pl-DOM34-NUB

5’-ATGGCCGCTCCAGCACCTGCCTTGGCTGCTCCAGCCA
CCACCATGCAAGTTAAAAACAAAGCCA-3*

p2-DOM34-NUB

5’-AGCTGCGGTTGGAACAGCCAATGGGGCAGCTGGAGC
AGGCAAGTCTTCTTCATCACTGTCATC-3¢

p2-PMTI1su 5’-GCTGCGGTTGGAACAGCCAATGGGGCAGCTGGAGCA
GGGAAATATTTAGAACGAGAAGTC-3¢

pcURA3 5’-GGTAAAGGAAGAGATCCAG- 3°

pcP4-6 5’-CAAGTCTCTTCTAGGG-3¢

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

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

P2-PMTl1su 5’-GCTGCGGTTGGAACAGCCAATGGGGCAGCTGGAGCA
GGGAAATATTTAGAACGAGAAGTC-3¢

P2verFOA 5’-GTTGCTGGTGAACCAATCAT-3¢

phisG-1 5’-CCGGTCTGTATCGCGCG-3¢

p2-PMT6su 5’-GCTGCGGTTGGAACAGCCAATGGGGCAGCTGGAGCA

GGCTGAAATTTATTGTTATGATATGA-3¢

P1-DOM34-Labeling

5’>-ATCGACATACCAAGAGAAATC-3¢

P2-DOM34-Labeling

5’-TGCAGGAAGTTCCTATACTTTC-3¢

i-p2-URA3ver

5S’>-TTACAATCAAAGGTGGTCC-3¢

p3-URA3ver

5’-GGTACAGTTGTTCCTCACA-3¢

2.3.2 Plasmide

Tab. 2.6: Im Rahmen dieser Arbeit benutzte E.coli-, S. cerevisiae- und C. albicans-Plasmide:

Kontrolle von SCADH1p

Name Selektionsmarker/ | Beschreibung Quelle
Replikationsmodul
pUCI8 Amp" E. coli Klonierungsvektor Yanisch-Perron et
al., 1985
pMOS-BLUE | Amp" E. coli Klonierungsvektor Fa. Amersham
pBI-1 Amp", CaURA3, CaPCK1p in pRC2312 Rademacher, 1998
CaARS
pJB28 CaURA3 Flipper-Disruptionskassette | van den Boom,
mit CaDOM34-Homologien | Laborsammlung
(3’ und 5°); ScFlippase unter
der Kontrolle von CaSAP2p
pJB33 Amp" E. coli Klonierungsvektor van den Boom,
mit CaDOM34 Laborsammlung
pJB34 Amp", CaURA3, CaDOM34 unter der van den Boom,
CaLEU2 CaARS Kontrolle von CaPCKlp Lab()rsammlung
pSP38 Amp", CaURA3, CaMET3p mit FLAG-Epitop | Prill, 2004
CaARS
pSK2 Amp", CaURA3, CaDOM34 in pSP38 (C- diese Arbeit
CaARS terminal mit FLAG-Epitop)
pADHNubG- AmpR, ScTRP1, N-terminaler Bereich des Boles,
kanMX SCcARS ScUbiquitins unter der Laborsammlung
Kontrolle von SCADH1p
pADHkanMX | Amp", SCTRP1, N-terminaler Bereich des Boles,
-NubG ScARS ScUbiquitins unter der Laborsammlung
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pSKS5 Amp", SCTRP1, N-terminaler Bereich des diese Arbeit
ScARS ScUbiquitins (C-terminal an
CaDOM34) unter der
Kontrolle von SCADH1p
pSK6 Amp", SCTRP1, N-terminaler Bereich des diese Arbeit
SCARS ScUbiquitins (N-terminal an
CaDOM34) unter der
Kontrolle von SCADH1p
YCpFGY1- Amp", SCLEU2, C-terminaler Bereich des Boles,
CubPLV SCARS ScUbiquitins unter der Laborsammlung
Kontrolle von SCFGY1p
PMT1- AmpR, ScLEU2, C-terminaler Bereich des Prill, 2004
CubPLV SCARS ScUbiquitins (C-terminal an
CaPMT1) unter der
Kontrolle von SCFGY1p
YEp13 Amp", Tet", High copy-Ausgangsvektor | Broach et al., 1979
ScLEU? fiir Genbank
pSW577/20 | Amp~, Tet®, Genbankvektor auf Basis Wickert, 1998
ScLEU?2 von YEp13 mit
genomischem Fragment; hier
ScDOM34
pSW20 Amp", SCLEU2, ScPMT1 in YCplacl11 Wickert, 1998
SCARS
pSP18 Amp", CaURA3 URAS-Blaster- Prill, 2004
Disruptionskassette mit
CaPMT2-Homologien (3’
und 5”)
pSW25 Amp", SCLEU2, ScDOM34 in YCplacl11 (N- | Wickert, 1998
ScARS terminal mit HA-Epitop)
pCT23 Amp", CaURA3 URA3-Blaster- Timpel et al., 1998
Disruptionskassette mit
CaPMT1-Homologien (3’
und 5°)
pCT54 Amp", CaURA3 URA3-Blaster- Prill, 2000
Disruptionskassette mit
CaPMT4-Homologien (3’
und 5)
pBK-5 Amp", CaURA3 URA3-Blaster- Klinkert, 2001
Disruptionskassette mit
CaPMT5-Homologien (3’
und 5)
pCT25 Amp", CaURA3 URA3-Blaster- Timpel et al., 1998
Disruptionskassette mit
CaPMT6-Homologien (3’
und 5°)
HBS5 CaURA3 URAS3-ORF zur Losberger & Ernst,
Rekonstitution 1989

2.4 Praparation, Konstruktion und Analyse von Nukleinsiuren

Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle Arbeiten nach Standardmethoden durchgefiihrt
(Sambrook et al., 1989).
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2.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Priparation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde eine modifizierte Methode der
alkalischen Lyse (Sambrook et al., 1989) verwendet. Fiir praparative Zwecke und fiir die
Isolation von Plasmiden, welche zur Sequenzierung verwendet wurden, erfolgte die Isolierung
der Plasmid-DNA mit Qiagen-Sdulen. Dabei wurde dem Protokoll des Herstellers (Qiagen,
Hilden) gefolgt.

2.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen

Hefezellen aus einer 10 ml Ubernachtkultur wurden geerntet, mit destilliertem Wasser
gewaschen und das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml P1 (50 mM Tris/ HCI, pH 8,0; 10 mM
EDTA) mit RNAse resuspendiert und nach Zugabe von 1 ml P2 (0,2 M NaOH; 1 % SDS)
gemischt. Der Zellaufschluss erfolgte durch die Zugabe von % Volumen Glasperlen unter
Schiitteln bei 4 °C mittels eines Vibrax (VX 2E, Janke und Kunkel). Der Uberstand wurde mit
0,5 ml P3 (3 M KOAc, pH 5,5) versetzt, 15 min auf Eis inkubiert und fiir 15 min bei 10000
Upm zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde die Plasmid-DNA mit Isopropanol gefillt und
anschlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 20 pl
destilliertem Wasser aufgenommen und die DNA wurde im Anschluss fiir die Transformation
in E. coli eingesetzt.

2.4.3 Isolierung von Gesamt-DNA aus Hefen

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

2.4.4 Restriktionsbehandlung

Restriktionsenzyme wurden unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen in den
mitgelieferten Puffern eingesetzt.
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2.4.5 Entfernen von 3’-iiberhingenden Enden

Die zu behandelnden Fragmente wurden mit 2,5 U T4-Polymerase (Roche), je 0,5 mM dATP,
dCTP, dGTP, dTTP in Anwesenheit des entsprechenden Puffers fiir 20 min bei 16 °C
inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 mM EDTA gestoppt. Nach einer

Phenol/ Chloroform-Extraktion wurden die Fragmente iiber ein Agarosegel aufgetrennt und
isoliert (siche 2.4.8).

2.4.6 Auffiillen von 5’-iiberhiingenden Enden

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

2.4.7 Dephosphorylierung von DNA

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

2.4.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (Agarose von Pharmacia) wurde der
"QiexIl DNA Gel Extraktion"-Kit der Firma Qiagen nach Vorschrift des Herstellers Qiagen
verwendet.

2.4.9 Molekulargewicht- und Groflenstandards

DNA-Standard : A-DNA (MBI Fermentas), welche mit ECORI/ HindIII oder mit
HindIII geschnitten wurde.

Protein-Standard : SeeBlue®™ Plus2 (pre-stained, von Invitrogen). Die Proteine besitzen
molekulare Massen von 4, 6, 16, 22, 36, 50, 64, 98, 148 und 250 kDa.

2.4.10 Konzentrationsabschitzung von Nukleinsiuren

2.4.10.1 Photometrisch

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm (Sambrook et al., 1989). Die Berechnung erfolgte nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetz: Azeo - €=c [ng/ ul]

Die Extinktion Eyg = 1 entspricht 50 pg/ ml doppelstringiger DNA bzw. 40 ng/ ml RNA
sowie 33 pg/ ml Einzelstrang-DNA (Miiller et al., 1993).
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2.4.10.2 Abschitzung im Agarosegel

Die Konzentration von Plasmid-DNA wurde in Agarosegelen anhand von Fragmenten
vergleichbarer Grofle und bekannter Konzentration abgeschétzt. Chromosomale DNA wurde
im Vergleich zu bekannten Mengen ungeschnittener DNA des Bakteriophagen A abgeschitzt.

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

2.4.11.1 Sondenmarkierung

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

2.4.11.2 Transfer auf eine Nylonmembran durch Vakuum-Blot

1,0 bis 1,5 pg der zu untersuchenden DNA wurde in einem Gesamtvolumen von 100 pl iiber
Nacht mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (jeweils 10 U) geschnitten und dann in
einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt, um anschlieBend in einer Vakuum-Blotkammer (LKB
2016 VacuGene von Pharmacia) auf eine Hybond N-Nylonmembran (Amersham,
Braunschweig) transferiert zu werden. Nach dem Anlegen eines konstanten Vakuums erfolgte
eine dreiminiitige Denaturierung (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl), eine ebenfalls dreiminiitige
Neutralisierung (3 M NaAc, pH 5,5) und der Transfer der DNA fiir etwa 45 min in 20x SSC
(3 M NaCl; 0,3 M Na-Citrat, pH 7). Zur Fixierung der DNA wurde die Membran fiir 3 min
unter UV-Licht inkubiert oder bei 80 °C fiir 2 h gebacken.

2.4.11.3 Hybridisierung und Detektion

Einer mindestens einstiindigen Préhybridisierung (5x SSC; 1 % Blockierungslosung {Roche})
in Maleinsdurepuffer ({0,1 M Maleinsdure; 3 M NaCl; 0,3 % Tween20}, 0,1 % N-
Laurylsarkosinat; 0,02 % SDS) der Membran bei 68 °C folgte die Hybridisierung, in der 10
ng der unmittelbar vorher fiir 10 min bei 95 °C denaturierten Sonde pro ml
Prihybridisierungslosung eingesetzt wurden. Der Hybridisierung bei 68 °C iiber Nacht
folgten zwei Waschschritte in Losung I (2x SSC; 0,1 % SDS) fiir je 15 min bei
Raumtemperatur und ein Waschschritt in Lésung II (0,1x SSC; 0,1 % SDS) fiir 15 min bei 68
°C. Nach der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen fir 60 min in 1 %
Blockierungslosung bei Raumtemperatur erfolgte eine Inkubation fir 45 min bei
Raumtemperatur mit einem Antikoérperkonjugat (polyklonale Schaf-Anti-Digoxygenin-Fab-
Fragmente konjugiert mit alkalischer Phosphatase). Darauf folgten mindestens zwei
Waschschritte in Maleinsiurepuffer fiir mindestens je 15 min. Nach einer Aquilibrierung der
Membran in Puffer 3 (0,1 M Tris/ HCL, pH 9,5; 0,1 M NaCl; 0,05 M MgCl,) fiir 2 min folgte
die Detektion in Puffer 3 mittels des durch die alkalische Phosphatase katalysierten Umsatzes
von NBT (0,338 mg/ ml) und X-Phospat (0,175 mg/ ml) zu einem blauen Farbstoft.
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2.4.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis und Faloona, 1987) diente zur Amplifikation
von DNA und zur Verifikation von Transformanten. Sie wurde in einem Thermozykler der
Firma Biometra durchgefiihrt. Zur Klonierung bestimmte PCR Fragmente wurden mit dem
»QIAquick PCR-Purification"-Kit der Firma Qiagen aufgereinigt. Zur Verifikation von
Transformanten wurde die PCR auf ganzen Zellen einzelner Kolonien durchgefiihrt. Dazu
wurde ein Teil der Kolonie in 40 pl 0,02 M NaOH Ldsung resuspendiert und fiir 10 min bei
95 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Eis aufbewahrt. Zur PCR wurden 2 pul der
Suspension in einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt. Als Polymerase diente die ,,High
Fidelity-Polymerase* von Roche. In jedem Ansatz waren aullerdem 2 % DMSO, 0,1 %
Tween, 200 uM dNTP, sowie je 20 pM des 3’- und des 5’-Oligonukleotids enthalten. Als
Puffer wurde einfach konzentrierter Puffer von Roche mit MgCl, verwendet. Nach einer
Denaturierung des PCR-Ansatzes fiir 10 Minuten bei 95 °C wurde die DNA iiber 20 Zyklen
fiir Klonierungen und 35 Zyklen fiir Verifikationen amplifiziert. Danach folgte ein
zehnminiitiger Schritt (72 °C) zur Amplifikation nicht vollendeter DNA-Ketten. Die PCR zur
Amplifikation von DNA wurden auf chromosomaler DNA des Wildtypstammes SC5314
durchgefiihrt. Die Konzentrationen an dNTP, Puffer und Oligonukleotide entsprachen denen
der Verifikations-PCR.

2.5 Transformation

2.5.1 Transformation von E. coli

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

2.5.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Li-Acetat Methode (Ito et al., 1983).
Es wurden 50 ml einer Kultur mit einer ODggo nm von 0,6 bis 1 abzentrifugiert, die Zellen
einmal in dH,O gewaschen und in 400 pl 0,1 M LiOAc resuspendiert und in 50 ul Aliquots
aufgeteilt. Diese wurden abzentrifugiert und zu dem Pellet wurde folgender Mix
hinzugegeben: 240 ul 50 % PEG3350, 36 ul 1 M LiOAc, 10 pl Heringssperma-DNA (10 mg/
ml), 10 pl Plasmid-DNA und 64 pl dH,O. Der Ansatz wurde anschlielend fiir 30 min bei 30
°C inkubiert. Nun folgte ein Hitzeschock tliber 30 min bei 42 °C. Die Zellen wurden
schlieBlich abzentrifugiert, in 1 ml YPD aufgenommen und fiir 2 Stunden bei 30 °C
regeneriert. Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die Zellen in 200 pl YPD
aufgenommen und auf Selektionsmedium ausplattiert. Danach erfolgte die Inkubation bei 30
°C.

2.5.3 Transformation von C. albicans

Die Transformation in C. albicans erfolgte nach der Sphéroblastenmethode von Sherman et
al. (1986) bzw. nach der modifizierten Methode von Srikantha et al. (1996). Eine 200 ml
YPD-Kultur wurde bei einer ODgpp nm von 0,6 bis 0,8 durch flinfminutiges abzentrifugieren
bei 3000 Upm geerntet. Die Zellen wurden in 20 ml dH,O gewaschen und fiir 10 min bei 30
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°C in 20 ml SED (1 M Sorbitol; 25 mM EDTA, pH 8,0; 10 mM DTT) inkubiert. Nach
erneutem Waschen in 1 M Sorbitol wurden die Zellen in 20 ml SCE (1 M Sorbitol; 0,1 M Na-
Citrat, pH 5,8; 10 mM EDTA, pH 8,0) mit 0,1 mg Zymolyase 100T bei 30 °C fiir 10-20 min
sphéroblastiert. Der Abbau der Zellwand wurde lichtmikroskopisch iiberpriift. AnschlieBend
wurden die Zellen zweimal in 20 ml 1 M Sorbitol und einmal in 20 ml STC (1 M Sorbitol; 10
mM CaCl,; 10 mM Tris/ HCI, pH 7,5) gewaschen und in 1 ml STC resuspendiert. Die so
erhaltenen Zellen konnten bei 4 °C fiir vier Wochen ohne Verringerung ihrer
Transformationskompetenz  gelagert werden. Zur Transformation wurden 100 pl
Sphéroblasten mit 10 pg Herinssperma-DNA (10 mg/ ml) und 1,5 bis 2,5 ug DNA
zusammengegeben und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml
PEG-Lo6sung (20 % PEG400; 10 mM CacCl,; 10 mM Tris/ HCL, pH 7,4) erfolgte eine weitere
Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 2500
Upm folgte ein Regenerationsschritt bei dem die Zellen in 150 pl SOS (1 M Sorbitol; 33,5 %
YPD; 6,5 mM CaCl,) fiir 20 min bei 30 °C inkubiert wurden. Die Zellen wurden dann in 5 ml
Top-Agar auf SD-Sorbitol Platten ausplattiert und fiir 3-5 Tage bei 30 °C inkubiert.

Alternativ wurde flir die Transformation mit Plasmiden eine LiOAc-Methode verwendet.
Hierbei wurden 200 pl einer iiber Nacht Kultur abzentrifugiert und in 100 pl 10 x OSB-Mix
(0,2 ml 1 M LiOAc; 0,8 ml 50 % PEG8000; 15 mg DTT; 250 pg Einzelstrang-DNA)
aufgenommen. Nach Zugabe der zu transformierenden DNA wurden die Zellen gemischt und
30 min bei 43,5 °C inkubiert. AnschlieBend wurden sie auf Selektionsplatten ausplattiert und
bei 30 °C fiir drei Tage inkubiert.

2.6 Analyse von Proteinen

2.6.1 Antikorper

Primérantikdrper: Anti-Flag, monoklonal, Maus, 1:1000 (Stratagene)
Anti-Pirl-Serum, polyklonal, Kaninchen, 1:1000 (M. Makarow)
Anti-Als1p, polyklonal, Kaninchen, 1:10000 (L.L. Hoyer)
Anti-Rbt5p/ Rbt51p, polyklonal, Kaninchen, 1:5000 (D.
Kornitzer)
Anti-Flag, monoklonal, Zellkultur, konjugiert mit Peroxidase,
1:1000 (Sigma)

Sekundérantikorper: Anti-Maus, polyklonal, Ziege, konjugiert mit Peroxidase,
1:60000 (Jackson Immunologie Research Lab. Inc.)
Anti-Kaninchen, polyklonal, Ziege, konjugiert mit Peroxidase,
1:100000 (Jackson Immunologie Research Lab. Inc.)

2.6.2 Herstellung von Hefe-Rohextrakten

Zur Herstellung der Rohextrakte wurde eine Vorkultur in 5 ml SD-Medium auf eine ODgoo nm
von 0,15 angeimpft und {iber Nacht bis zu einer ODgyp nmm Von 4 bis 6 wachsen gelassen. Die
Kultur wurde fiir 5 min bei 3500 Upm abzentrifugiert und das Pellet in 5 ml RE-Puffer (50
mM HEPES-KOH; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 % Triton-X-100) gewaschen. Das Pellet
wurde tiber Nacht bei -20 °C eingefroren. Danach wurden die Zellen in 500 ul RE-Puffer



2. Material und Methoden 30

resuspendiert und mit 500 pl Glasperlen in einem 2 ml Reaktionsgefal3 auf einem Vibrax (VX
2E, Janke und Kunkel) bei 4 °C bei 2200 Upm zweimal fiir 10 min mit zehnminiitiger Pause
bei 4 °C aufgeschlossen. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, die Glasperlen mit
500 pl RE-Puffer gewaschen und der Uberstand erneut abgenommen. Die Uberstiinde wurden
vereinigt und Zelltriimmer und Glasperlen von dem klaren Uberstand durch Zentrifugation (3
min, 3500 Upm) abgetrennt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 2.6.3) wurden
die Extrakte eingefroren.

2.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

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

2.6.4 Nachweis der Phosphorylierung von Proteinen

Zum Nachweis von Phosphorylierungen wurde der Proteinextrakt mit 2 U alkalischer
Phosphatase (Roche) fiir eine bestimmte Zeit zwischen 5 min und 6 h (siche Angabe in den
Abbildungen) bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proteine mit Laemmli-Puffer
versetzt, denaturiert und das Laufverhalten mittels einer Western-Blot-Analyse tiberpriift.

2.6.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte nach einer modifizierten Methode
von Laemmli (1970). Hierzu wurden denaturierende SDS-Gele verwendet, deren
Polyacrylamid-Konzentration zwischen 8 und 12 % variierte. Zundchst wurde das untere
Trenngel (0,375 M Tris, pH 8,8; 0,1 % SDS; 0,8 % APS; 0,1 % TEMED; 8-12 % Acrylamid)
gegossen, welches sofort nach dem GieBBen mit Wasser gesittigtem Butanol iiberschichtet
wurde. Nach erfolgter Polymerisation (ca. 1 h) wurde der Butanol mit Wasser herausgespiilt
und das Sammelgel (0,125 M Tris, pH 6,7; 0,1 % SDS; 0,8 % APS; 0,1 % TEMED; 5 %
Acrylamid) tliber das Trenngel gegossen. Zum GieBBen der Gele wurde eine Apparatur von
Hoefer Scientific (San Francisco, USA) verwendet. Alternativ wurde die XCell SureLock™
Mini-Cell-Gelapparatur der Firma Invitrogen verwendet.

Die aufzutrennenden Proteine wurden sofort nach der Préparation im Verhiltnis 2:1 mit 3x
Laemmli-Puffer (30 % Glyzerin, 6 % SDS, 188 mM Tris/ HCI, pH6,8, 15 % B-
Mercaptoethanol, 0,006 % Bromphenolblau) vermischt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Die
Proteine im Gel wurden ggf. mit Coomassie {0,3 g Coomassie-Brilliantblue G250; 1,5 ml
Methanol; 30 g TCA; ad 30 ml dH,O, filtrieren; 180 ml 50 % (w/ v) TCA} angeférbt und
anschlieend wurde das Gel bis zur gewlinschten Blaufirbung wieder entfarbt {15 % (w/ v)
Methanol; 7,6 % (w/ v) Essigsdure}. Als Grofenstandard fiir Proteine wurde der SeeBlue®
Plus2 Proteinstandard der Firma Invitrogen benutzt (siche 2.4.9).
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2.6.6 Nachweis spezifischer Proteine durch Immunoblot-Analyse

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf
eine Immobilon-P-Membran (PVDF-Membran von Millipore, Eschborn) erfolgte im
Tankblot-Verfahren (Towbin et al., 1979). Die Membran wurde, wie vom Hersteller
empfohlen, vorbehandelt. Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte im
Transferpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 20 % Methanol) iiber Nacht bei 150 mA.
Alternativ erfolgte der Proteintransfer mit dem ,XCell Blot Module® auf eine
Nitrocellulosemembran nach Angaben des Herstellers Invitrogen.

Potentielle unspezifische Bindestellen auf der PVDF-Membran wurden, nach kurzem
Anfeuchten in TBS, pH 7,5 (50 mM Tris; 150 mM NaCl), fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei
4 °C in 1 % ,Blocking“-Losung (Roche) blockiert. AnschlieBend wurde die Membran
mindestens 1 h unter leichtem Schiitteln mit dem ersten Antikorper inkubiert. Zur Entfernung
nichtgebundener Antikérper wurden die Filter zweimal mit TBST-Puffer {0,1 % (w/ v)
Tween-20 in TBS} und zweimal mit 0,5 % ,,Blocking“-Losung bei RT jeweils 10 min
gewaschen. Es folgte eine Inkubation (45 min) mit dem entsprechenden Zweitantikdrper in 1
% ,,Blocking“-Losung (Roche).

Zur Entfernung unspezifischer Bindungen wurde die Membran dreimal mit TBST-Puffer fiir
15 min gewaschen. Nach kurzem Waschen in PBS, pH 7.4 (140 mM NaCl; 3 mM KCI; 8 mM
Na,HPO4; 1,8 mM KH,PO4) erfolgte die Detektion durch die Verwendung des
Chemilumineszenz-Substrats ,,SuperSignal ULTRA* (Pierce) entsprechend der Anweisung
des Herstellers und Rontgenfilmen (Fuji).

2.7. DNA-Mikroarrays

Die Methode der DNA-Mikroarrays ermdglicht den Vergleich von genomweiten
Genexpressionsprofilen. Es konnen Gene identifiziert werden, welche nur unter bestimmten
Bedingungen exprimiert sind. Hierbei wird aus Gesamt-RNA mittels einer Reversen-
Transkriptase-Reaktion eine mit den Fluorochromen Cy3 oder Cy5 markierte Komplementér-
DNA (cDNA) hergestellt. Die unterschiedlich markierte cDNA von zwei zu vergleichenden
Proben wird vereinigt und zur Hybridisierung auf einen DNA-Chip gegeben. Auf diesem
Glasobjekttrager ist die DNA der zu untersuchenden offenen Leseraster (ORFs) fixiert. Durch
Scannen der DNA-Chips mit zwei verschiedenen Wellenlédngen (532 nm fiir Cy3 und 640 nm
fiir CyS5) erfolgt anschlieend eine Quantifizierung der hybridisierten cDNA. Der Vergleich
der Signalintensititen der beiden Wellenldngen liefert dann eine Aussage tliber die Regulation
einzelner Gene. Die Beschreibung der Methode wurde bei Doedt (2003) entnommen.

2.7.1. Anzucht der Zellen

Fiir den Vergleich von Deletionsmutanten mit dem Wildtyp wurden die Stimme, ausgehend
von einer Ubernachtkultur, in 50 ml frisches YPD-Medium auf eine ODgpo nm von 0,05
angeimpft. Die Zellen wurden dann bis zu einer ODggo nm Von 0,5 wachsen gelassen und durch
Zentrifugation geerntet (5 min, 3500 Upm).
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2.7.2 Priparation von RNA aus C. albicans

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden die Zellen einer 50 ml Kultur bei einer ODgoo nm
von 0,5 durch Zentrifugation (5 min, 3500 Upm) pelletiert. Nach Entfernung des Uberstandes
wurde das Zellpellet im verbleibenden Uberstand resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
langsam in fliissigen Stickstoff getropft, so dass gefrorene Zellkugeln entstanden. Die
gefrorenen Zellkugeln wurden bei -80 °C gelagert. Zum Zellaufschluss wurden die gefrorenen
Zellkugeln zusammen mit einer Metallkugel (& 7 mm) in ein gekiihltes Teflongefdl gegeben
und in einem Micro-Dismembrator (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen) fiir 2
min bei 2600 Upm geriittelt. Der so erhaltene Zellstaub wurde anschliefend in 2 ml Trizol®
(Invitrogen) resuspendiert und nach Uberfiihrung in 2 ReaktionsgefiBe (Eppendorf) fiir 1 min
geschiittelt. Nach fiinfminiitiger Inkubation bei RT wurden die Zelltriimmer durch
Zentrifugation (10 min, 12000 Upm) pelletiert und der Uberstand zusammen mit 0,4 Volumen
Chloroform in ein neues Gefal} iiberfiihrt. Die Proben wurden nun fiir 15 sec geschiittelt und
erneut nach 10 miniitiger Inkubation zentrifugiert (5 min, 12000 Upm). AnschlieBend wurde
die obere Phase in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und die RNA durch Zugabe von 0,5
Volumen Isopropanol fiir 15 min bei RT prézipitiert. Die RNA wurde nun pelletiert (10 min,
12000 Upm) einmal mit 70 % Ethanol (4 °C) gewaschen und nach Lufttrocknung in 500 pul
mit DEPC (0,1 %) behandeltem Wasser aufgenommen. Anschlieend wurde die RNA erneut
durch Zugabe von 500 pl LiCl-Puffer (4 M LiCl; 20 mM Tris/ HCL, pH 7,5; 10 mM EDTA)
bei -20 °C {iiber Nacht prizipitiert. Nach dem Auftauen der Probe wurde die RNA durch
Zentrifugation (30 min, 13000 Upm) pelletiert und anschlieend zweimal mit 70 % Ethanol (4
°C) gewaschen. Das RNA-Pellet wurde dann fiir 15 min luftgetrocknet und anschlieend in
50 pl mit DEPC behandeltem Wasser aufgenommen.

2.7.3 Synthese der Komplementir-DNA

Mit Hilfe einer Reversen-Transkriptase-Reaktion und Fluorochrom-modifizierter Nukleotide
(Cy3- bzw. Cy5 dCTP) wurde eine farblich markierte cDNA aus Gesamt-RNA hergestellt.
Die folgenden Reaktionen wurden soweit wie mdglich unter Lichtausschluss durchgefiihrt, da
die benutzen Fluorochrome lichtempfindlich sind. Der Reaktionsansatz (Tab. 2.7) wurde nach
fiinfminiitiger Denaturierung bei 65 °C fiir 5 min auf 42 °C abgekiihlt, mit 3 pl Rnasin
(Promega) sowie mit 3 ul Superscript II RT (Invitrogen) versetzt und fiir 2 h bei 42 °C
inkubiert. Nach 1 h wurden weitere 3 ul Enzym hinzugefiigt. Durch Zugabe von 15 ul EDTA
(50 mM, pH 8,0) wurde die Reaktion gestoppt. Zur Degradation der RNA wurde der Ansatz
dann mit 10 ul NaOH-Losung (10 M) versetzt und fiir 20 min bei 65 °C inkubiert. Nach
Neutralisierung des Ansatzes mit 20 pl Essigsdure (5 M) wurde die cDNA mit Hilfe des Qia-
quick PCR Purification Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die
Elution der cDNA von den Sdulen erfolgte abweichend vom Herstellerprotokoll mit 2 x 50 pl
auf 42 °C vorgewarmtem dH,O. Nach Vereinigung der zwei Eluate wurden diese mit Hilfe
von Microcon-YM30 Séulen (Millipore) auf ein Volumen von etwa 10 pl aufkonzentriert.



2. Material und Methoden 33

Tab. 2.7: Reaktionsansatz zur Herstellung von markierter cDNA aus Gesamt-RNA.

Komponente Volumen [ul]
5x Erststrang Puffer 24

C. albicans specific Oligonukleotid-Mix (0,1 pmol/ ul) 3
AncT mRNA Oligonukleotide (1,5 pg/ pl) 3
Oligo dT18-21 (0,5 pg/ ul) 6

10 mM dNTP (ohne dCTP) 18

1 mM dCTP 3

1 mM Cy3- oder Cy5 dCTP 4,5
0, MDTT 12
RNAsin 3
Gesamt RNA x ul (30 pg)
ad DEPC - H,O 120 pl

2.7.4 Hybridisierung und Waschen der DNA-Mikroarrays

Es wurden Mikroarrays (Eurogentec,
Belgien) benutzt, welche die DNA von 6039

1 ' offenen Leserastern des C. albicans
Stammes SC5314 tragen. Jedes PCR-
Key: ——— LifterSlip Cover Glass Produkt ist hierbei zweimal auf einem
EHT?;.;EE?:ZEM ¢ Glasobjekttrager platziert. Zum Zweck der

DMA Substrate  peeeeee

Hybridisierung wurden die Objekttrager mit
einem Deckglas mit seitlichen Réndern (Erie
Abb. 2.1: Schematische Darstellung der zur Scientific Componay, USA) bedeckt. Je 10
Hybridisierung genutzten Deckgléser. ul der zu vergleichenden markierten cDNA
(Cy3 und Cy5) wurden zusammen mit 10 pl
Heringsperma-DNA (10 mg/ ml) fiir 2 min bei 95 °C denaturiert und anschlieBend fiir 2 min
auf Eis gekiihlt. Die Probe wurde nun mit 60 pl Hybridisierungspuffer (Roche) versetzt und
dann seitlich unter den Rand des Deckglases pipettiert. Durch Kapillarkrifte wird die
Hybridisierungslosung unter das Deckglas gezogen. Der Objekttriger wurde dann in eine

Hybridiesierungskammer (Corning) gelegt und am Rand mit zweimal 10 pl destilliertem
Wasser versehen. Die Hybridisierung erfolgte im Wasserbad fiir 24 h bei 42 °C. Die
Objekttrager wurden anschlieBend aus den Hybridisierungskammern entnommen und mit
moderater Bewegung zweimal fiir 10 min mit Waschloésung 1 (30 mM NaCl; 3 mM Citrat; 0,1
% SDS) und zweimal fiir 10 min mit Waschldsung 2 (30 mM NaCl; 3 mM Citrat) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Objekttrager durch Zentrifugation (6 min, 550 Upm) getrocknet.

2.7.5 Scannen der DNA-Mikroarrays

Die DNA-Mikroarray Objekttrager wurden mit einem Scanner der Firma Fuji (FLA-8000) bei
einer Auflosung von 10 pm im BMFZ eingescannt. Fiir Cy3 markierte DNA wurde mit einer
Wellenldnge von 532 nm und fiir Cy5-markierte DNA bei einer Wellenldnge von 640 nm
gescannt. Die Quantifizierung der Signale und des Signalhintergrunds erfolgte mit dem
Programm AIDA Array Metrix (Raytest).
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2.7.6 Normalisierung und statistische Auswertung

Die Rohdaten wurden mit Hilfe des Programms GeneSpring 7.2 (Silicon Genetics)
ausgewertet. Hier wurde eine intensititsabhingige, niedrigste Normalisierung durchgefiihrt.
Die normalisierten Daten wurden anschlieend in das Programm Excel (Microsoft) exportiert.
Da jedes Gen auf den benutzen Arrays doppelt vorhanden ist und pro Experiment mindestens
drei Replikate durchgefiihrt wurden, ergeben sich so fiir jedes Gen mindestens sechs
Signalintensititsverhdltnisse (Intensitdt Experiment dividiert durch Intensitit Referenz). Als
reguliert wurden nur diese Gene bezeichnet, bei denen der Mittelwert aus den sechs
Einzelwerten eine mindestens 1,5-fache Anderung zeigte und welche eine durch das
Programm SAM (http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM) ermittelte statistische signifikante
Abweichung zeigten. Bei der statistischen Auswertung mit SAM wurde ein Delta-Wert nach
folgenden Kriterien ausgewaihlt: wenn der minimal angezeigte FDR-Wert (false discovery

rate) iiber 5 % lag, wurde dieser entsprechende Delta-Wert fiir die statistische Auswertung
eingesetzt. Falls der minimale FDR-Wert unter 5 % lag, wurde ein Delta-Wert, der einem 5
%igen FDR-Wert entspricht, gewéhlt, auBer wenn dies zu tiber 1000 signifikant regulierten
Genen fiihrte. In diesem Fall wurde ein Delta-Wert gewéhlt, der einer FDR von 1 %
entsprach.

2.7.7 Clusteranalysen

Fiir Clusteranalysen wurden die Daten aller Replikate eines Experimentes gemittelt und dann
in das Programm GeneSpring 7.2 importiert. Die Clusteranalysen mit den jeweils angegeben
Genen wurden mit GeneSpring 7.2 nach Standardbedingungen durchgefiihrt.

2.8 Zellwandanalyse

Die Zellwandanalyse erfolgte nach einer von A. Martinez (Universitit Valencia) zur
Verfligung gestellten Anleitung, wie in Moreno et al. (2003) beschrieben.

2.8.1 Isolierung von SDS extrahierten Zellwinden

Es wurden 500 ml-Kulturen der zu analysierenden Stamme bis zu einer ODggo nm VON etwa 2,5
(18-20 h) in SD-Medium wachsen gelassen. Diese 500 ml sollten in etwa 1 g SDS extrahierte
Zellwinde resultieren. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir 5 min bei 3500 Upm
geerntet. Die Zellen wurden anschlieBend dreimal mit 50 ml eiskaltem Wasser, welches 1 mM
PMSF enthielt, gewaschen. Die Zellen wurden nun fiir mehrere Stunden eingefroren. Nach
dem Auftauen wurde das gleiche Volumen an Glassperlen zugesetzt und die Zellen
mindestens 10 x 1 min gevortext. Nach jeweils einer Minute wurden die Zellen fiir eine
Minute auf Eis gestellt. Der Zellaufschluss wurde mikroskopisch iiberpriift. Die Extrakte
wurden nur bei nahezu volligem Aufschluss zur Analyse verwendet. Die Extrakte mit den
Glasperlen wurden nun vier- bis fiinfmal mit 50 ml eiskaltem Wasser und 1 mM PMSF
gewaschen und die Uberstiinde durch Dekantieren gesammelt. Die gesammelten Uberstiinde
wurden fiir 10 min bei 3000 Upm zentrifugiert. Die erhaltenen Zellwidnde wurden in 3
Volumen 2 % SDS aufgenommen und fiir 10 min bei 100 °C erhitzt. Danach wurden sie fiir 5
min bei 3500 Upm abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Diese Extraktion wurde
einmal wiederholt. Das SDS wurde anschlieBend durch mindestens zehnmaliges Waschen mit
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eiskaltem, ImM PMSF enthaltenden dH,O entfernt. Von den erhaltenen SDS extrahierten
Zellwianden wurden Aliquots von 2x 100 mg und einmal 50 mg Nassgewicht abgewogen.

2.8.2 Bestimmung des Mannoproteingehalts

100 mg Nassgewicht der SDS-extrahierten Zellwidnde wurden lyophilisiert und das
Trockengewicht der lyophilisierten Zellwinde notiert. Den Zellwénde wurde 1 ml 1 M NaOH
hinzugefiigt und fiir 30 min bei 100 °C erhitzt. Nach einer zehnminiitigen Zentrifugation bei
12000 Upm wurde der Uberstand abgenommen und der Proteingehalt bestimmt (siehe 2.6.3).

2.8.3 Bestimmung des Chitingehalts

Die Bestimmung des Chitingehalts wurde, wie bei Specht et al. (1996) beschrieben,
durchgefiihrt. Im Detail wurden 50 mg Nassgewicht der SDS extrahierten Zellen lyophilisiert
und das Trockengewicht bestimmt. Anschliefend wurden die Zellwidnde mit 1 ml 6 N HCI
versetzt und in einer Glassampulle verschlossen bei 100 °C fiir 17 h inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Fliissigkeit unter dem Abzug bei 65 °C verdampft. Der Riickstand
wurde in 1ml Wasser resuspendiert. GIcNAc Konzentrationen wurden wie bei Reissig et al.
(1955) bestimmt. Zu 0,1 ml der erhaltenen Suspension wurde 0,1 ml Loésung A (1,5 N
Na,COs in 4 % Acetylaceton) hinzugefiigt und fiir 20 min bei 100 °C erhitzt. Darauf wurden
0,7 ml EtOH (96 %) hinzugefiigt und die Proben fiir 1h bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
0,1 ml Losung B (1,6 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 30 ml konzentrierter HCI und 30 ml
EtOH) wurde die Absorption bei 520 nm gemessen. Eine Standardkurve wurde mit
Glukosamin (0-200 mg) hergestellt, wobei die Proben der Standardkurve genauso wie die
anderen Proben, einschlieflich des HCI Schritts, behandelt wurden.

2.8.4 Bestimmung des Glukangehalts

Nach einer von Dijkgraaf et al. (1996) modifizierten Methode wurde der Glukangehalt
bestimmt. Dazu wurde 100 mg Nassgewicht der SDS-extrahierten Zellwénde lyophilisiert und
deren Trockengewicht protokolliert. Den lyophilisierten Zellwdanden wurde 1 ml 3 % NaOH
hinzugefiigt. AnschlieBend wurden sie bei 75 °C fir 1 h erhitzt. Nach einem
Zentrifugationsschritt von 10 min bei 3000 Upm wurde der Uberstand verworfen und der
NaOH Schritt zweimal wiederholt. Anschlielend wurde das Pellet zweimal mit 0,1 M Tris/
HCI, pH 7,5 und einmal mit 10 mM Tris/ HCI, pH 7,5 gewaschen. In einem Volumen von 1
ml 10 mM Tris/ HCI, pH 7,5 mit | mM PMSF wurde 1 mg/ ml Zymolyase 20T pro Gramm
Nassgewicht zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Unlosliches Material wurde durch Zentrifugation bei 13000 Upm fiir 15 min entfernt. 400 pl
des Uberstandes (beinhaltet B1,6-Glukan und geschnittenes p1,3-Glukan) wurden aufbewahrt.
Die restlichen 600 pl wurden {iber Nacht gegen Wasser dialysiert, dabei wurde dreimal das
Wasser gewechselt. Das Dialysat, welches das $1,6-Glukan enthielt, wurde aufbewahrt. Die
Kohlenhydrate der Proben wurden mittels der Dubois Methode (siche 2.8.5) bestimmt, wobei
der Unterschied zwischen nicht dialysiertem und dialysiertem Material den B1,3-Gehalt
ergibt.
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2.8.5 Kohlenhydrat-Bestimmung mittels der Dubois Methode

Zur Kohlenhydrat-Bestimmung nach Dubois (Dubois et al.,, 1956) wurden die zu
analysierenden Proben mit Wasser auf ein Volumen von 2 ml abgeschitzt. Der Probe wurden
50 ul Phenol (80 %) und danach sofort 5 ml Schwefelsdure (98 %) hinzugefiigt. Nachdem die
Probe gut gemischt wurde, folgte eine dreiffigminiitige Inkubation. AnschlieBend wurde die
Absorbtion bei 490 nm gemessen. Die Ergebnisse wurden anhand einer Standardkurve mit
Glukose (0-100 pg) quantifiziert. Die Ergebnisse wurden in pg/ 100 mg Nassgewicht, in
Trockengewicht der Zellwéinde (das Trockengewicht ist etwa 1/ 10 des Nassgewichts) oder in
relativem Verhéltnis zum Wildtyp (Wert =1) angeben.

2.9 Mikroskopische Untersuchungen
Alle mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Zeiss Axioskop durchgefiihrt. Die

Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Sony) aufgenommen und mit dem Programm ,,Corel
Photopaint 11.0* nachbearbeitet.
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3. Ergebnisse

3.1 Sequenzvergleich von Dom34p

Das Dom34-Protein ist in vielen Organismen konserviert. Man findet es in Hefen (S.
cerevisiae, S. pombe und Zygosaccharomyces rouxii), Saugetieren (M. musculus und H.
sapiens), Insekten (Anopheles gambiae, D. melanogaster) und Pflanzen (A. thaliana). Ein
Ortholog wurde auch bei zwei Archaebakterien (Methanococcus jannaschii und S.
solfataricus) identifiziert. Bis heute konnte kein Ortholog von DOM34 in den sequenzierten
Genomen von Eubakterien gefunden werden. Die vollstindige Sequenzierung und
Annotierung des Genoms von C. albicans (http://www-sequence.stanford.edu/group/candida)
erlaubte die Identifizierung des DOM34-Gens in diesem Organismus. In der Abbildung 3.1
lasst sich die Sequenzidentitit und Sequenzahnlichkeit des Dom34-Proteins aus C. albicans
mit Dom34p-Homologen anderer Organismen erkennen.

Candida albicans
Sequenzidentitit Sequenzihnlichkeit

Saccharomyces cerevisiae 36 % 56 %
Schizosaccharomyces pombe 39 % 62 %
Zygosaccharomyces rouxii 40 % 62 %

Homo sapiens 38 % 59 %

Mus musculus 36 % 59 %
Drosophila melanogaster 37 % 60 %
Anopheles gambiae 36 % 60 %
Abb. 3.1: Homologie von Dom34p aus C. albicans zu Dom34-Proteinen anderer Organismen.
Homologien = wurden  durch  BLAST-Vergleiche der  Vollldngenproteine  ermittelt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Die Dom34-Proteine von C. albicans und den aufgefiihrten Hefen S. cerevisiae, S. pombe und
Z. rouxii zeigen eine dhnlich hohe Sequenzidentitit von 36 % bis 40 %. Die Sequenz-
dhnlichkeit der Proteine bewegt sich zwischen 56 % und 62 %. Auffillig ist, dass auch die
Verwandschaft zum Dom34p des Menschen oder der Maus etwa genau so hoch ist wie zu
Dom34p der Hefen.

In Abbildung 3.2 ist die Aminosdurensequenz von Dom34p der Organismen S. pombe
(SpErfl), D. melanogaster (DmPelota), C. albicans (CaDom34) und S. cerevisiae
(ScDom34p) dargestellt. Farblich hervorgehoben wurden drei Doménen von S. cerevisiae,
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welche von Davis und Engbrecht (1998) vorgeschlagen wurden. Es handelt sich um einen
NLS-Bereich, eine ERF1-Doméne und einen Leucin-Zipper-Bereich. Bei dem Kern-
Transport-Signal (NLS — Nuclear Localization Sequence) handelt es sich um eine Arginin-
und Lysin-reiche Sequenz. Viele der fir den Kern bestimmten Proteine haben das
Sequenzmotiv: zwei kurze Folgen von basischen Aminoséduren, getrennt durch zehn beliebige

SpErfil 1

DmmPelota 1

Calbomi 4 1

ScDoms 4p 1

SpErfl 55 DGR 5

DmPelata 55 TSk MLEIE,!'--'E  IDFD QJLC
Calom3 4 5o HEFIJWPLFLL‘EEID;IASDQ ML
SoDomd dp 55 k= = ]
SpErfl 110

DmPelota 110

Calboms 4 114

ScDomsdp 115

SpErfi 170
DmFelota 170
Calom3 3 1743
SoDoms 4p 175

SpErfl 229
DmPelota 229
Calbomi 4 234
ScDoms dp 235

SpErfl 281
DmPelota 2581
Calbom3 4 294
ScDom3dp 287

SpErfl 341 @
DmPelota 341 [ - BorT: ,LLF'FF'IIPELEII DDBE D EDe R e A = =
CaDom3 4 354 LI CLI ZLuuu.LLI-'TPIPI LDDSDEED

ScDoms 4p 347 [BasLilE vPLPOLDEMDEEE

Abb. 3.2: Sequenzvergleich von Dom34p verschiedener Organismen (S. pombe, D. melanogaster,
C. albicans und S. cerevisiae). Das ,,Alignment* wurde mit dem Programm ClustalW mit den
Standardeinstellungen erstellt und weiter bearbeitet mit dem Programm BOXSHADE 3.2.1. Gleiche
Aminoséuren sind schwarz hinterlegt; dhnliche Aminosduren sind grau eingefirbt. Rot eingerahmt ist
das von Davis und Engbrecht (1998) postulierte Kern-Transport-Signal (NLS — Nuclear Localization
Sequence). In Griin wurde die ERF1-Sequenz-Homologie eingerahmt (ERF1 — Eukaryotic Peptide
Chain Release Factor Subunit 1), welche in den Terminationsschritt der Translation involviert ist
(Frolova et al., 1994). Eine potentielle Leucin-Zipper-Sequenz, welche fiir Protein-Protein-
Interaktionen wichtig sein konnte, ist im C-terminalen Bereich des Proteins blau eingerahmt (Struhl,
1989).
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Aminosduren. Oftmals findet sich aber auch eine nicht zweigeteilte, kurze Folge von 4-5
basischen Aminosduren (Struhl, 1989). Dennoch bleibt unklar, ob C. albicans eine NLS
besitzt, da dieser Bereich nicht eindeutig einer NLS-Domine gleicht (Abb. 3.2). Bei der
ERF1-Domine (ERF1 — Eukaryotic Peptide Chain Release Factor Subunit 1) handelt es ich
um eine typische Doméne einer Proteinfamilie, die in den Terminationsschritt der Translation
involviert ist (Frolova et al., 1994). Dabei vermittelt der Terminationsfaktor die Termination
durch Erkennung eines oder mehrerer Stop-Kodons und die Peptidkette wird von der
Peptidyl-tRNA abgetrennt. Im Carboxy-terminalen Bereich des Dom34-Proteins findet sich
ein Leucin-Zipper; Leucin-Zipper-Bereiche sind bekannte Motive fiir Protein-Protein-
Interaktionen (Struhl, 1989).

3.2 Disruption des DOM34-Gens

Es wurde beschrieben, dass in einem bestimmten Stammbhintergrund die Disruption des
DOM34-Gens von S. cerevisiae unter anderem einen Einfluss auf den Zellzyklus, die
Translation, aber auch auf morphogenetische Prozesse, wie zum Beispiel die
Pseudohyphenausbildung, ausiibt (Davis und Engbrecht, 1998). In unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass die Disruption von DOM34 von S. cerevisiae Defekte der O-
Glykosylierung von homologen und heterologen Proteinen, wie a-Agglutinin, Chitinase oder
hIGF-1 (human Insulin-like Growth Factor 1) hervorruft (Finck et al., 1996). Um die Folgen
einer Abwesenheit des DOM34-Genprodukts in C. albicans niher untersuchen zu kénnen und
um mehr {iber die Eigenschaften des Genprodukts erfahren zu konnen, wurden in C. albicans
beide Allele des DOM34-Gens in zwei Stammbhintergriinden disruptiert. Diese Stimme waren
zum einen CAI4 (Wildtyp) und zum anderen CAP1-3121 (pmtlA::hisG/pmtlA::hisG), da in
S. cerevisiae ein synthetischer Phianotyp der pmtlA- und dom34A-Deletionen zu beobachten
war.

3.2.1 Konstruktion von dom34A-Mutanten

Zur Disruption des DOM34-Gens wurde die ,,Flipper-Methode* benutzt (Morschhéuser et al.,
1999). Das verwendete Plasmid pJB28 (zur Verfiigung gestellt von J. van den Boom)
beeinhaltet die Flipper-Disruptionskassette, welche C. albicans-DOM34-Homologien (3’- und
5’-Bereich) und eine S. cerevisiae-Flippase unter der Kontrolle des C. albicans-SAP2-
Promotors tragt. Dieser ist induziert unter Stickstoff-Mangel-Bedingungen, wobei 0,4 %
Rinderserumalbumin als Stickstoffquelle dient. Weiterhin besteht die Disruptionskassette aus
dem URA3-Selektionsmarker und den FRT-Bereichen (Flippase Recognition Target Sites),
zwischen denen die homologe, sequenzspezifische Rekombination erfolgt. Das Plasmid
wurde mit den Restriktionsendonukleasen Apal und Sacll geschnitten. Das so erhaltene etwa
5,9 kb groBBe Fragment wurde nach erfolgter Aufreinigung zur Disruption eingesetzt. Die
Stimme CAI4 (Wildtyp) und CAP1-3121 (pmtlA::hisG/pmtlA::hisG) wurden mit der
Disruptionskassette transformiert. Die Selektion erfolgte auf SD-Medium ohne Uridin. Die so
erhaltenen Transformanten wurden mittels Kolonie-PCR auf eine korrekte Integration der
Disruptionskassette vorgetestet. Dazu wurden die Oligonukleotide p3URA3ver und pl-
verDOM34 eingesetzt und ein Produkt von 1430 bp erzielt (Daten nicht gezeigt).
Anschlieend wurden die positiven Transformanten in einer Southernblot-Analyse bestdtigt.
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Die so erhaltenen heterozygoten Stamme wurden als SK5, SK20 (CAI4), SK6 und SK19
(CAP1-3121) benannt (Tab.

2.2, Anhang - Abb. 8.1,
—_— DOM3Z —
P— T — Anhang - Abb. 8.2). Zur
Wiederherstellung der ura3-
Auxotrophie  wurden die
— URA3 = Fli 1 . . S
RT Ippase TRT Stamme in Induktions
medium fir den SAP2-
Promotor iiber Nacht
angezogen (1,17 % YCB, 0,4
— DOM34 mm—— || % BSA und 100 pg/ml
— URA3 = Flippase — Uridin) und dann  auf
Minimal-Agar-Platten, die
¢ 100 pg/ml Uridin enthielten,
—_— DONGA —— ausplattiert. Es wurden
— Kolonien mit groBem und
¢ kleinem Durchmesser er-
halten. Die Kolonien mit dem
= URA3 == Flippase = kleinen Durchmesser wurden
-FRT = weiter untersucht, da sie, im
Gegensatz zu den groflen
Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Disruption von DOM34. Koloni d URA3-Mark
DOM34-Gen-Bereiche sind hellgrau markiert; homologe Bereiche im . R
3’- und 5’-Bereich des Gens sind dunkelgrau dargestellt (645 bp im|| wegen der Induktion des
3’-Bereich und 1014 bp im 5’-Bereich). Die Lage der FRT- Bereiche SAP2-Promotors und  der
(Flippase Recognition Target Sites), welche eine Lénge von 31 bp .
besitzen, sind rot markiert. Die Exzision der Disruptionskassette der damit verbundenen
zweiten Disruptionsrunde ist nicht dargestellt. homologen = Rekombination

verloren hatten. Die kleinen
Kolonien waren daher auf das im Medium vorhandene, aber sehr gering dosierte Uridin
angewiesen und wuchsen daher langsamer unter diesen Bedingungen. Die so erhaltenen
Transformanten wurden mittels Kolonie-PCR auf einen Verlust der Disruptionskassette
getestet; es wurden die Oligonukleotide pl1-verDOM34 und p2-verDOM34 eingesetzt und ein
Produkt von 1715 bp erzielt (Daten nicht gezeigt). Nachfolgend wurden die positiven
Transformanten in einer Southernblot-Analyse bestétigt (Abbildung 3.5). Es wurden die
Stamme SK7, SK9 (CAI4), SK8 und SK10 (CAP1-3121) erhalten (Tab. 2.2, Anhang - Abb.
8.1, Anhang - Abb. 8.2).

AnschlieBend wurde das zweite Allel von DOM34 zu disruptiert. Die weitere Vorgehensweise
glich der Disruption des ersten Allels. Daraus resultierten die Stimme SK25, SK59 (CAI4),
SK52 und SK18 (CAP1-3121) (Tab. 2.2, Anhang - Abb. 8.1, Anhang - Abb. 8.2). Nach
erfolgter Wiederherstellung der ura3-Auxotrophie wurden die Stimme SK47, SK48 (CAI4),
SK58 und SK24 (CAP1-3121) (Tab. 2.2, Anhang - Abb. 8.1, Anhang - Abb. 8.2) erhalten.
Die oben beschriebene Vorgehensweise ist schematisch in Abbildung 3.3 zu erkennen. Alle
Schritte der vollstindigen Disruption von DOM34 wurden durch eine Southernblot-Analyse
verifiziert (Abbildung 3.5). Die genomische DNA der zu untersuchenden Stimme wurde mit
den Restriktionsendonukleasen Clal und Sall geschnitten. Je nach Disruptionssituation ergab
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sich damit ein unterschiedliches Bandenmuster bei der Southernblot-Analyse. Zur
Verdeutlichung sind die drei unterschiedlichen Disruptionssituationen in Abbildung 3.4
schematisch wiedergegeben. In der Abbildung 3.4 A. ist die Wildtypsituation abgebildet. In
der Abbildung 3.4 B. erkennt man die im DOM34-Locus integrierte Disruptionskassette. In
der Abbildung 3.4 C. wird die Situation des Allels nach dem Verlust der Disruptionskassette
gezeigt. Weiterhin dargestellt ist der Bindebereich der Sonde im Promotorbereich des
DOM34-Gens. Die Sonde mit einer Gesamtlinge von 1048 bp wurde mittels PCR und
anschlieBender Markierung hergestellt (2.4.11.1). Fiir die PCR wurden das Plasmid pJB28
und die Oligonukleotide P1-DOM34-Labeling und P2-DOM34-Labeling eingesetzt.

\ T o =l \ Abb. 3.4: Schematische Darstellung
2000 2500 5000 der unterschiedlichen DOM34-
Allele. A. Wildtypsituation. B.
Disruptionskassette im DOM34-Locus

eines Allels. C. Situation nach

‘ cal Exzision der Kassette. Die Bindestelle
oo I "o der benutzen Sonde (1048 bp) ist mit
FRT FRT Sternen gekennzeichnet und befindet

sich im Promotorbereich des DOM34-
Gens. Der kodierende Bereich ist griin
eingefirbt, wihrend Homologien im
Disruptionsfragment rot dargestellt

*****

B
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In Abbildung 3.5 ist exemplarisch das Bandenmuster einer Southernblot-Analyse der
Disruption von DOM34 in Stamm CAI4 gezeigt. Zu sehen sind die Stimme CAI4, SKS, SK7,
SK25 und SK47. Das Wildtypallel zeigt eine Bande von etwa 2,5 kb, wiahrend bei Integration
der Disruptionskassette sich eine Bande von ca. 3,3 kb ergibt. Nach erfolgter
Wiederherstellung der ura3-Auxotrophie durch den Verlust der Disruptionskassette kann eine
Bande von etwa 4,1 kb detektiert werden. Es wurden jeweils zwei voneinander unabhiangige
Transformantenlinien der Stammbhintergrinde CAI4 (Wildtyp) und CAPI1-3121
(pmt1A::hisG/pmtlA::hisG) generiert (Anhang - Abb. 8.1, Anhang - Abb. 8.2) und mittels
Southernblot-Analyse bestétigt (Abbildung 3.5). Bei einigen Experimenten wurde auch eine
dom34A/dom34A-Mutante des Stammhintergrundes CAI8 untersucht, welche von J. van den
Boom zur Verfligung gestellt wurde (C8D-3478). Die korrekte Disruption von DOM34 in
diesem Stamm wurde mittels Southernblot-Analyse bestitigt (Daten nicht gezeigt).
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dom34A::URA3/DOM34 dom34A::FRT/dom34A::FRT

WT

Restriktion mit Clal & Sall:

WT: 2522 bp
4136bp —s URA3: 3268 bp

FRT: 4136 bp
3268bp —>

2522bp —>

dom34A::FRT/DOM34 dom34A::FRT/dom34A::URA3

Abb. 3.5: Southernblot-Analyse verschiedener Disruptionssituationen von DOM34 im Stamm-
hintergrund CAI4. In der ersten Spur sieht man das Wildtyp-Fragment (2522 bp); Spur 2 zeigt ein
Wildtyp-Fragment (2522 bp) und ein Allel-Fragment mit korrekter Integration der Disruptionskassette
(3268 bp); in der Spur 3 sieht man ein Wildtyp-Fragment (2522 bp) und ein Allel-Fragment nach
erfolgter Exzision der Disruptionskassette (4136 bp); Spur 4 zeigt ein Allel-Fragment mit korrekter
Integration der Disruptionskassette (3268 bp) und ein Allel-Fragment nach erfolgtem Verlust der
Disruptionskassette (4136 bp); in der letzten Spur (5) sieht man nur noch eine Bande bei 4136 bp, da
bei beiden Allelen der Verlust der Disruptionskassette erfolgt ist.

3.2.2 Rekonstitution des URA3-Gens an seinem nativen Locus

Seit ldngerem ist bereits bekannt, dass die URA3-Expression vom Integrationsort abhingig ist
und Phinotypeffekte aufgrund der Genomlokalisation entstehen kdnnen (Cheng et al., 2003;
Lay et al., 1998). Um diese Positionseffekte zu vermeiden, wurde das URA3-Gen aller
dom34A-Stamme nach der von Prill (2004) beschriebenen Methode am authentischen Genort
rekonstituiert. Wenn es nicht anders im Text vermerkt ist, wurden ausschlieBlich die
rekonstituierten Stimme fiir die Experimente eingesetzt. Nach erfolgter Behandlung des
Plasmides HBS5 (Losberger und Ernst, 1989) mit den Restriktionsendonukleasen Pstl und
Xhol, erhielt man ein etwa 4,3 kb grofles Fragment, welches den genomischen URA3-Locus
tragt.

Die zu rekonstituierenden, ura3-auxotrophen Stidmme wurden mit dem Fragment
transformiert und es erfolgte eine Selektion auf SD-Medium ohne Uracil. Dies erfolgte auch
mit der von J. van den Boom zur Verfiigung gestellten dom34A/dom34A-Mutante des
Stammhintergrunds CAI8 (SK65). Mittels Kolonie-PCR wurde die korrekte Integration des
URAS-Gens am nativen Locus verifiziert. Dazu wurden die Oligonukleotide i-p2-URA3-ver
und p3URA3ver eingesetzt und ein Produkt von etwa 800 bp erhalten (Daten nicht gezeigt).
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3.3 Phinotypische Charakterisierung der Mutanten

Nach der Disruption des DOM34-Gens sollten die Auswirkungen des Genverlustes auf die
Phédnotypen der betroffenen Stimme untersucht werden. Dabei wurde unter anderem der
Einfluss auf die Morphologie, aber auch beispielsweise die Auswirkungen auf die Sensitivitét
gegeniiber Zellwand-destabilisierender Substanzen, Aluminiumchlorid, Antibiotika oder
Aminoglykosiden getestet. Zur Bestdtigung der Ergebnisse wurden teilweise unabhéngige
Transformantenlinien getestet.

3.3.1 Wachstum der dom34A-Mutanten

Es konnte gezeigt werden, dass sich in S. cerevisiae synthetische Phanotypen der pmt1A- und
dom34A-Deletionen ergeben (Wickert, 1998). Daher war es von besonderem Interesse, zu
tiberpriifen, ob dieser synthetische Phanotyp auch in C. albicans aufzufinden ist. Zunéchst
wurde eine Wachstumsanalyse der hergestellten C. albicans-Deletionsmutanten durchgefiihrt

(Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Wachstumskurve verschiedener C. albicans-Mutanten in SD-Medium @ 30 °C.
Die Zelldichte wurde photometrisch iiber einen Zeitraum von 1500 min ermittelt und
halblogarithmisch aufgetragen. Es wurden folgende Generationszeiten in SD-Medium
ermittelt: Wildtyp (CAF2-1): 131 min; dom34A/dom34A (SK51): 151 min; pmt1A/pmtlA
(SPCa2): 308 min und dom34A/dom34A pmt1A/pmt1A (SK53): 135 min.

In der Abbildung 3.6 ist eine Wachstumskurve der Mutanten in SD-Medium abgebildet. Es
wurde eine Generationszeit in SD-Medium der pmtlA/pmtlA-Mutante von 308 min im
Vergleich zum Wildtyp, welcher eine Generationszeit von 131 min aufwies, festgestellt
(Abbildung 3.6). Dies bestitigt frithere Ergebnisse von Timpel et al. (1998). Die
dom34A/dom34A-Mutante zeigte eine Generationszeit von 151 min, was einer nur leichten
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Wachstumsverzogerung entspricht, wihrend die Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A
pmt1A/pmtlA iiberraschenderweise mit 135 min anndhernd die gleiche Generationszeit wie
der Wildtyp aufwies. Somit hebt die dom34A-Mutation den durch die pmtlA-Mutation
verursachten Wachstumsdefekt auf.

Bei erhohter Temperatur (42 °C) konnten Wachstumsdefekte auf Minimalmedium- (SD),
jedoch nicht auf Vollmedium-Platten (YPD) beobachtet werden (Abb. 3.7). Die
dom34A/dom34A-Mutante zeigt einen geringen Wachstumsdefekt, welcher durch das Plasmid
pSK2 (CaDom34p ) komplementiert werden kann. Die pmtlA/pmtlA-Mutante ist
hypersensitiv gegen die erhohte Temperatur von 42 °C und es ist kein Wachstum detektierbar,
wihrend die Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA keinen Temperatur-
phianotyp zeigt. Somit wurden die Hitzesensitivititen beider Mutanten in der Doppel-
deletionsmutante wieder aufgehoben. Bei diesem Test wurde zur Bestitigung der erhaltenen
Ergebnisse die jeweils zweite unabhidngige dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA- und
dom34A/dom34A-Transformantenlinie (SK 61 und SK62) iiberpriift. Diese Stimme zeigen
die oben beschriebenen Phénotypen der Stimme SK53 und SK51 (Abbildung 3.7). Es wurde
auch der Einfluss erhohter Wachstumstemperatur auf den Stamm SK65 (CAIS8
dom34A/dom34A) im Vergleich zu CAI8 getestet. SK65 zeigt einen geringen Wachstums-
defekt (Daten nicht gezeigt). Dieser Wachstumsdefekt der dom34A-Muatation ist allerdings
nicht so stark ausgeprigt wie im Stammhintergrund CAI4 (Abb. 3.7). Eine Kdéltesensitivitét
der dom34A-Mutanten bei einer Temperatur von 16 °C, wie sie in einem speziellen
Stammbhintergrund bei S. cerevisiae gezeigt werden konnte (Davis und Engbrecht, 1998),
wurde bei C. albicans nicht bestdtigt (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.7: Temperatursensitivitit
der Mutanten bei 42" °C. Es
SD @ 30 °C SD @ 42 °C wurden Zellep einer Ubernacht-
@ @ Kultur des Wildtyps (CAF2-1) und
der Stimme  dom34A/dom34A

Wildtyp 000 oxp®oe s - (SK51), pmtlA/pmtlA  (SPCa2),
dom34A dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA
: (SK53) und  dom34A/dom34A

WIS O 0 0 g 2RO 0 0 = (SK47) mit dem Plasmid pSK2
PMELA o0s - . (Dom34p™ ") auf 107 bis 10' Zellen
' o . verdiinnt und in einem Volumen von

dom34A pmt1A [ 000> [ ) .. C A8 icwcils 5 ul auf SD-Platten getropft.

Die Inkubation erfolgte bei 30 °C
bzw. 42 °C fiir 2-3 Tage.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Plasmid pSK2 konstruiert (Abb. 3.8). Dieses kodiert fiir
CaDom34p mit Carboxy-terminalem FLAG-Epitop; das Fusionsgen wird durch den
CaMET3-Promotor transkribiert. Dieser Promotor wird durch Methionin und Cystein
reprimiert, ist in SD-Medium aber aktiv.
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A. B.
SD @ 30 °C SD @ 42 °C

Wildtyp

/7

dom34A URA3

dom34A + Dom34p™-AG [l B B A

CaACTterm

pSK2 amp
8477 bp
DOM34FLA6

dom34A + Leervektor

CaARS

cameT3p RP10

Abb. 3.8: Sensitivititstest zur Klirung der Funktionalitit von
pSK2 im dom34A-Stamm (SK47) und Darstellung des Plasmids
pSK2. A. Zellen einer Ubernacht-Kultur der Stimme CAF2-1,
SK51, SK47 + pSK2 und SK47 + pSP38 (Leervektor) wurden auf
10°bis 10" Zellen verdiinnt und in einem Volumen von jeweils 5 pl
auf SD-Platten getropft. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C bzw. 42
°C fiir 2-3 Tage. In B. abgebildet ist das konstruierte Plasmid pSK2
mit CaDom34p und C-terminalem FLAG-Epitop unter der
Kontrolle des CaMET3-Promotors.

Es wird ersichtlich, dass der Temperatursensitivitdats-Phidnotyp der dom34A-Mutante durch
das Plasmid pSK2, aber nicht durch den Leervektor (pSP38) vollstindig aufgehoben werden
kann (Abbildung 3.8); das Dom34"“““-Fusionsprotein ist also funktionell. Da
iiberraschenderweise die Temperatursensitivitit der pmtlA/pmtlA-Mutante durch die
Einfiihrung einer Deletion von DOM34 supprimiert werden konnte (Abb. 3.9), wurde in
einem weiteren Experiment untersucht, ob in der dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-
Doppeldeletionsmutante durch die Dom34p-Rekonstitution mittels pSK2 (CaDom34p™*%)
der pmt1A/pmt1A-Phinotyp wiederhergestellt werden kann. Wie in Abb. 3.9 zu erkennen ist,
wird die Temperatursensitivitéit einer pmt1A/pmtlA-Mutante in dem Stamm dom34A/dom34A
pmt1A/pmtlA mit dem Plasmid pSK2 (SK37), aber nicht in der Kontrolle (dom34A/dom34A
pmt1A/pmtlA mit dem Leervektor pSP38) wieder hergestellt. Aufgrund dieser Ergebnisse
kann davon ausgegangen werden, dass die erzielten Phénotypen der dom34A-Mutanten
tatsdchlich durch die Deletion von DOM34 in den unterschiedlichen Stammbhintergriinden
hervorgerufen werden.

Abb. 3.9: Temperatursensitivitit

der Mutanten bei 42 °C. Es

SD @ 30 °C SD @ 42 °C wurden Zellen einer Ubernacht-
e = = 7 Frews B Kultur der Stimme CAF2-1,

Wildeyp SK51, SPCa2, SK53 und
dom34A dom34A/dom34A  pmtlA/pmtlA

mit dem Plasmid pSK2 (SK37),
pmtlA sowic  von  dom34A/dom34A
dom34A pmt1A pmtlA/pmtlA mit dem Plasmid
dom34A pmtiA + pSP38 (Leervektor) auf 1005 bis 10!
Dom34pFLAG Zellen verdinnt und in einem

Volumen von jeweils 5 ul auf SD-
ig:‘riiﬁtETﬂAJr Platten getropft. Die Inkubation

erfolgte bei 30 °C bzw. 42 °C fiir
2-3 Tage.
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3.3.2 Flokkulation

Stdimme mit Mutationen in Genen fiir Proteinmannosyltransferasen zeigen verschieden stark
ausgepragte Tendenzen zur Aggregation (Timpel et al., 1998; Prill, 2000; Klinkert, 2002).
Zellaggregate werden beispielsweise durch eine verdnderte Zelloberfliche verursacht. Die
pmt1A/pmtlA-Mutante aggregiert sehr stark. Es sollten daher dom34A-Mutanten hinsichtlich
ihrer Tendenz zur Aggregation niher untersucht werden.

Wie in Abbildung 3.10 zu erkennen ist, konnen bei der dom34A-Mutante nach 6 Stunden
kaum Aggregate beobachtet werden, welche zu Boden gesunken sind. Nach einer
Inkubationszeit von 6 h wird bei der pmtlA-Mutante die Tendenz zur Aggregation gut
ersichtlich (rot eingekreist). Wie in obigen Phénotypen erfolgt in der Doppeldeletionsmutante
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA eine Suppression des Flokkulationsphénotyps der pmtlA-
Mutante.

Wildtyp dom34A pmtlA dom34A pmt1A

0Oh

6 h

Abb. 3.10: Flokkulationsversuch zur Ermittlung des Aggregationsverhaltens der Mutanten.
Ubernachtkulturen der zu testenden Stimme CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53 wurden auf eine ODggg nm
von 1 verdiinnt, stark gemischt (Vortex) und bei Raumtemperatur stehen gelassen. Es wird das
Aggregationsverhalten der Mutanten zu Beginn (0 h) und nach einer Dauer von 6 h dokumentiert.

3.3.3 Zelloberflichenhydrophobizitit

Der erste Schritt einer Candidose ist die Adhidsion des pathogenen Erregers an der
Wirtsoberfldche. Es ist bekannt, dass die Zelloberflaichenhydrophobizitit einen Einfluss auf
die Adhisionsfahigkeit von C. albicans ausiibt (Glee et al., 1995). Timpel et al. (1998)
zeigten, dass pmt1A/pmtlA-Mutanten in Relation zum Wildtyp weniger effizient an Endothel-
und Epithelzellen adhérieren, was mit einer verdnderten Zelloberflichenhydrophobizitét ein-
hergeht (Prill et al., 2005).
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Es wurden die dom34A-Mutanten verschiedener Stammbhintergriinde auf ihre Verteilung in
einem Wasser/ Oktan-System hin getestet (Tabelle 3.1). Dazu wurden die zu testenden
Mutanten mit Wasser auf eine ODgyy nm von 1 verdinnt und mit Oktan iiberschichtet.
AnschlieBend wurde stark gemischt (Vortex) und die Zelldichte der wéssrigen Phase erneut

verschiedener

Tab. 3.1: Anteil an C. albicans-Zellen
Stammbhintergriinde in
der wissrigen Phase.

Zellen einer Ubernacht-Kultur der Stimme
CAI8, CAI8 dom34A/dom34A (SK65),
CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53 wurden

bestimmt. Diese wurde dann in Relation zur
Anfangszelldichte gesetzt. Die dom34A-Mutanten
der Stammbhintergriinde CAI4 und CAIS8 zeigen

- jeweils eine stirkere Hydrophobizitit als der

sty Zellign i g Wildtyp. 10,8 % bzw. 4,8 % der dom34A-Zellen
wassrigen Phase befinden sich in der wéssrigen Phase, wihrend

CAI8 10,5 % “°0™ 15,7 % bzw. 10,5 % der Zellen des Wildtyps in
CAI8 dom34A 4,8 %« dieser Phase zu finden sind. Anders verhilt sich
CAF2-1 15,7 % 317 die pmtlA-Mutante, die stark hydrophil ist. Hier
CAI4 dom34A 10,8 % & 14%) sind es 56,3 % der Zellen in der wéssrigen Phase
pmtlA 56,3 9% F123%) im Vergleich zu 15,7 % des Wildtyps. Beim
dom34A pmt1A 31,6 % E51%) Betrachten des Wertes der dom34A/dom34A

pmtlA/pmtlA  Doppeldeletionsmutante  wird
deutlich, dass eine in die pmtlA/pmtlA-Mutante
zusétzlich eingefiihrte DOM34-Deletion die stark

in Wasser auf eine ODggg o, von 1 verdiinnt
und mit Oktan {iberschichtet. Nach
dreiminiitigem Mischen (Vortex) wurde die
ODggo nm der wissrigen Phase ins Verhéltnis
zur Anfangs-ODgopy o gesetzt (Reynolds
und Fink, 2001). Angegeben ist der

hydrophilen Eigenschaften der pmtlA-Mutante
um mehr als 20 % auf 31,6 % abschwécht. Die
stark hydrophilen FEigenschaften der pmtlA-
Mutante werden allerdings nicht vollstindig

Mittelwert ~ von  drei  unabhidngigen supprimiert.
Experimenten.
3.3.4 Morphogenese

C. albicans ist in der Lage, in verschiedenen morphologischen Wachstumsformen aufzutreten.
Neben der Hefe-Form sind weitere Auspragungen wie beispielsweise Pseudohyphen, echte
Hyphen oder die Opaque-Form mdglich (Ernst, 2000). Weiterhin ist C. albicans fahig, so
genannte Chlamydosporen, welche als Uberdauerungsstadium diskutiert werden, auszubilden
(Joshi et al., 1993). Die Bildung von Hyphen wird bei C. albicans durch verschiedene Stimuli
ausgelost. Positive Stimuli sind zum Beispiel N-Acetylglukosamin (GlcNAc) oder Serum
(Odds, 1988). Es konnte gezeigt werden, dass pmtlA-Mutanten, abhéngig vom Stimulus, nur
noch eingeschrinkt bis gar nicht mehr in der Lage sind, Hyphen auszubilden (Timpel et al.,
1998). Es wurden die verschiedenen dom34A/dom34A-Mutanten hinsichtlich
verdnderten Morphologie néher untersucht. Auch hier war von Interesse, aufzukliren, ob ein
synthetischer Phanotyp der dom34A- und der pmt1A-Deletion in C. albicans vorhanden ist.

threr

3.3.4.1 Hypheninduktion auf festem Medium

Die Hyphenbildung auf festem Medium wurde mittels drei verschiedener Induktionsmedien
untersucht. Die verschiedenen dom34A/dom34A-Mutanten wurden auf Pferdeserum-, Spider-
und Lee’s-Platten ausgestrichen und fiir etwa 3 Tage bei einer Temperatur von 37 °C
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inkubiert. AnschlieBend wurde mikroskopisch der Einfluss einer Deletion von DOM34 auf die
Hyphenbildung tiberpriift.

In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse des Versuches dargestellt. Die Ergebnisse von Timpel
et al., (1998) zeigten, dass pmtl1A-Mutanten nur noch eingeschriankt in der Lage sind, Hyphen
auszubilden. Dieses konnte bestitigt werden (Abb. 3.11). Bei allen getesteten Bedingungen
(Serum-, Spider- und Lee’s-Medium) war die pmtlA-Mutante nicht in der Lage, Hyphen
auszubilden. Die dom34A-Mutante zeigte keine morphologischen Unterschiede im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. 3.11). Die Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA
zeigte dagegen das Wildtypverhalten auf allen getesteten Medien. Somit hebt eine dom34A-
Mutation den Phéanotypen der pmt1A-Mutante auf.

Wildtyp dom34A pmtlA dom34A pmtlA

5 % Serum

@37 °C:

Lee‘s-Medium

@37 °C:

Spider-Medium
@ 37 °C:

Abb. 3.11: Hyphenbildung verschiedener C. albicans-Stimme auf Serum-, Spider- und Lee’s-
Platten. Die Stimme CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53 wurden auf dem jeweiligen Medium
ausgestrichen und nach etwa dreitdgiger Inkubation bei 37 °C fotografiert. Gezeigt sind Rénder von
Einzelkolonien.

3.3.4.2 Hypheninduktion in Fliissigmedium

Die Hypheninduktion in Fliissigmedium wurde mittels der drei verschiedenen
Induktionsmedien (Serum-, Spider- und Lee’s-Medium) untersucht. Die verschiedenen
dom34A/dom34A-Mutanten wurden nach einer Hungerperiode von 1-3 Stunden in Wasser auf
eine ODgop nm von 0,1-0,5 im jeweiligen auf 37 °C vorgewidrmten Medium verdiinnt. Die
Hypheninduktion bei 37 °C wurde iiber 2 bis 3 Stunden mikroskopisch verfolgt. Die
erhaltenen Ergebnisse sind aus den Abbildungen 3.12, 3.13 und 3.14 ersichtlich.
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Hypheninduktion 5 % Serum liq.

100 Abb. 3.12: Hyphenbildung
%0 verschiedener C. albicans-
Stimme in 5 %
o O Pferdeserum-Medium. Die
s 70 zu untersuchenden Stimme
E CAF2-1, SK51, SPCa2 und
& - SK53 wurden nach einer
E Hungerperiode  von  1-3
'§ 50 Stunden in Wasser auf eine
5 ODg00 nm von 0,1-0,5 in auf 37
g °C vorgewdrmtem 5 %
'é 30 Pferdeserum-Medium
= verdinnt.  Die  Hyphen-
2 induktion wurde iber 140
101 Minuten mikroskopisch
verfolgt.
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Zeit in Minuten

—— CAF2-1 —#-dom34 —4— dom34pmtl pmtl

Die pmtlA-Mutante zeigte lediglich in Serum- und Spider-Medium eine Hyphenbildung. Aber
auch nach mehr als zwei Stunden wies lediglich ein Fiinftel der Zellen eine Hyphenbildung
auf (Abb. 3.12, Abb. 3.14). In Lee’s-Medium konnte auch nach mehr als zwei Stunden keine
Hyphenbildung beobachtet werden (Abb. 3.13). Die dom34A-Mutante zeigte keinen Defekt
und auch die Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA  verhielt sich
unauffillig (Abb. 3.12, Abb. 3.13, Abb. 3.14). Nach 100-120 Minuten zeigten alle Zellen zu
100 % Hyphenbildung.

Hypheninduktion Lee’s liq.

100
M Abb. 3.13: Hyphenbildung
2 verschiedener C. albicans-
%0 Stimme in Lee’s-Medium. Die
= zu untersuchenden  Stimme
S CAF2-1, SK51, SPCa2 und
& SK53 wurden nach einer
E 7 Hungerperiode von 1-3 Stunden
% 504 in Wasser auf eine ODggg o VOR
N 0,1-0,5 in auf 37 °C
g 40 vorgewirmtem Lee’s-Medium
% - verdiinnt. Die Hypheninduktion
E* wurde iber 140 Minuten
20 mikroskopisch verfolgt.
10 J
0 T 1 | T T - |
0 20 40 60 80 100 120 140

Zeit in Minuten

‘ —— CAF2-1 —#-dom34 —+ dom34pmtl pmtl
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Hypheninduktion Spider liq.

Abb. 3.14: Hyphenbildung
90 verschiedener C. albicans-
Stimme in Spider-Medium.

verdiinnt. Die Hypheninduktion
wurde iiber 180  Minuten
mikroskopisch verfolgt.

E %0 Die zu untersuchenden Stimme
§ 701 CAF2-1, SK51, SPCa2 und
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g 0,1-0,5 in auf 37 °C vor-
g gewidrmtem Spider-Medium
E
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3.3.4.3 Chlamydosporenbildung

Wie oben bereits erwéhnt, ist C. albicans in der Lage, Chlamydosporen auszubilden (Joshi et
al., 1993). Es handelt sich dabei um dickwandige Zellen, welche Uberdauerungsstadien
darstellen konnten, aber wahrscheinlich nicht an der Pathogenitit des Pilzes beteiligt sind. Die
Bildung von Chlamydo-

sporen geht mit einer ' Abb.  3.15:  Chlamydo-
Verdnderung der Zell- Q = - | sporenbildung. Die  zu

. ; : o PN ; | testenden C. albicans—
wand  einher Die Aol _ | Stimme CAF2-1, SK51,
Zusammensetzung der pr.] S N SPCa2 und SK53 wurden
Zellwand, und damit viele A & sehr diinn auf Maismehl-
O-glykosylierte Zellwand- Wildtyp dom34A Agarplatten  ausgestrichen.

Anschliefend wurden zur

prOte,m_e sind sehr wahr- . Erzeugung mikroaerophiler
scheinlich  davon  be- L : Bedingungen Deckglidschen
troffen. ), auf die Ausstriche gelegt. Die

Platten wurden 7-9 Tage in
Dunkelheit  bei Raum-

d
| temperatur inkubiert. Die

LS
LY

Die Chlamydosporen- e O '
bildung von C. albicans

L i e A
e .

pmtlA dom34A pmt1A Bildung der Chlamydosporen
macht man sich als wurde mikroskopisch iiber-
diagnostisches Mittel zur priift.

Unterscheidung von

Candida-Spezies zu Nutze. Es wurden die dom34A-Mutanten des CAI4- und des pmtlA-
Stammbhintergrundes analysiert. Die Chlamydosporen, die von der pmtlA-Mutante gebildet
werden, sehen im Vergleich zu denen des Wildtyps leicht verdndert aus (Abbildung 3.15).
Diese erscheinen kiirzer und gedrungener als die des Wildtyps. Die Doppeldeletionsmutante
und die dom34A-Mutante zeigten dagegen keine Verdnderung der Chlamydosporen
(Abbildung 3.15). Nach den Untersuchungen zur Morphogenese von Hyphen (auf festem



3. Ergebnisse 51

Medium und in Flissigmedium) und Chlamydosporen ist festzustellen, dass in allen Fillen
eine Suppression des pmt1A-Phénotyps durch die Deletion des DOM34-Gens in der Doppel-
deletionsmutante dom34A/dom34A pmt1A/pmtlA erfolgte.

3.3.5 Untersuchungen zur Sensitivitit der dom34A-Mutanten

Mittels Untersuchungen zur Sensitivitidt der Mutanten gegeniiber verschiedenen Substanzen
lassen sich weitere Aussagen zur Funktion von DOM34 machen. Die pmtl1A-Mutante zeigte
beispielsweise erhohte Sensitivititen gegeniiberiiber verschiedenen Aminoglykosiden und
Zellwand-destabilisierenden Agenzien (Timpel et al., 1998). Hier wurden die Sensitivititen
verschiedener dom34A-Mutanten nidher untersucht. Es sollte tiberpriift werden, ob genetische
Interaktionen zwischen PMT1- und DOM34-Genen nachzuweisen sind.

3.3.5.1 Sensitivititen gegen verschiedene Substanzen

Von S. cerevisiae ist seit lingerem bekannt, dass viele Glykosylierungsmutanten aus bisher
unbekannten Griinden eine erhdhte Sensitivitit gegeniiber Aminoglykosiden zeigen (Dean,
1995).

Die Aminoglykoside wirken im Inneren der Zelle, wo sie an den Ribosomen die
Proteinbiosynthese storend beeinflussen. Das Aminoglykosid Hygromycin B induziert
beispielsweise Fehllesungen und produziert abgewandelte Proteine, indem es spezifisch an die
kleine Untereinheit des Ribosoms bindet (Brodersen et al., 2000). Auch die C. albicans
pmtlA-Deletionsmutante zeigt eine erhohte Sensitivitit gegeniiber verschiedenen
Aminoglykosid-Antibiotika, wie Hygromycin B (Abbildung 3.16; Timpel et al., 1998). Die
dom34A-Mutante und auch die Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA
verhalten sich wie der Wildtyp (Abbildung 3.16).

YPD YPD + Hygromycin B
[200 pg/ml]

Wildtyp
dom34A
pmtlA
dom34A pmtlA
10° 10* 10° 10° 10' 10° 10* 10° 10° 10'
Zellen Zellen

Abb. 3.16: Sensitivitit gegen Hygromycin B. Zellen einer
Ubernacht-Kultur der Stimme CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53
wurden auf 10° bis 10" Zellen verdiinnt und in einem Volumen
von jeweils 5 pl auf YPD-Platten getropft. Die Inkubation
erfolgte bei 30 °C fiir 2-3 Tage.
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In der Abbildung 3.17 ist ein Sensitivititstest der Mutanten gegeniiber Nourseothricin
abgebildet. Nourseothricin, ein Komplex von Streptothricin D und F, produziert vom Actino-
myceten Streptomyces noursei, inhibiert die ribosomale Proteinsynthese und induziert
Fehllesungen. Bei einer Konzentration von 50 pug/ml zeigt die pmtlA-Mutante eine starke
Sensitivitdt gegeniiber Nourseothricin (Abb. 3.17). Die dom34A-Mutante und die Doppel-
deletionsmutante dom34A/dom34A pmt1A/pmtlA verhalten sich wie der Wildtyp und zeigen
keinerlei Sensitivitit (Abbildung 3.17).

YPD YPD + Nourseo- YPD + Nourseo-
thricin [10 pg/ml] thricin [50 pg/ml]
Wildtyp
dom34A
dom34A pmtlA
pmtlA

10° 10* 10° 10> 10"  10° 10* 10° 10> 10'  10° 10* 10° 10* 10'
Zellen Zellen Zellen
Abb. 3.17: Sensitivitit gegen Nourseothricin. Zellen einer Ubernacht-Kultur der Stimme CAF2-1,

SK51, SPCa2 und SK53 wurden auf 10° bis 10" Zellen verdiinnt und in einem Volumen von jeweils 5 pl
auf YPD-Platten getropft. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C fiir 2-3 Tage.

Die Azole Fluconazol, Ketoconazol, Itraconazol und Clotrimazol sind die am héufigsten
verwendeten Antimykotika. Azole inhibieren durch eine Interaktion mit dem Cytochrom P-
450 die Demethylierung am C-14 von Lanosterol zu Ergosterol. Dies fiihrt zu einer
Anhdufung von toxischen Sterolen in der Zellmembran (1.3 — Klinische Relevanz von C.
albicans und Therapie von Candidosen). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die pmt1A-
Mutante supersensitiv gegen das Azol Clotrimazol ist (Timpel et al., 1998). Diese Sensitivitét
konnte sowohl bei 30 °C (Daten nicht gezeigt), als auch bei 37 °C bestétigt werden (Abb.
3.18). Ebenfalls sensitiv ist die Mutante bei der menschlichen Koérpertemperatur von 37 °C
gegen Ketoconazol und Fluconazol (Abb. 3.18). Interessanterweise zeigt die dom34A-
Mutante eine erhohte Sensitivitit gegen Fluconazol, Ketoconazol und Clotrimazol bei einer

YPD @ 37 °C Ketoconazol Fluconazol Clotrimazol
[2pg/ml] [Spg/ml] [2ug/ml]
Wildtyp
dom34A
pmtlA
dom34A pmtlA
10° 10* 10° 10> 10" 10° 10* 10° 10* 10’ 10° 10* 10° 10> 10"  10° 10* 10° 10* 10’
Zellen Zellen Zellen Zellen

Abb. 3.18: Sensitivitit gegen verschiedene Azole @ 37 °C. Zellen einer Ubernacht-Kultur der
Stimme CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53 wurden auf 10° bis 10! Zellen verdiinnt und in einem
Volumen von jeweils 5 pl auf YPD-Platten getropft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 2-3
Tage.
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Temperatur von 37 °C, nicht aber bei einer Wachstumstemperatur von 30 °C (Abb. 3.18,
Daten nicht gezeigt). Die Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA verhélt
sich wie der Wildtyp und zeigte keine Sensitivitdt; die Phdnotypen der Einzeldeletions-
mutanten werden in der Doppeldeletionsmutante supprimiert (Abb. 3.18).

3.3.5.2 Sensitivititen gegen verschiedene Zellwand-destabilisierende Substanzen

Congo Red ist ein fluoreszierender Farbstoff, der Komplexe mit Glukan-Mikrofibrillen bildet
und dadurch deren laterale Interaktion behindert. Dieses fiihrt zu einer Destabilisierung der
Zellwand (Kopecka und Gabriel, 1992). Eine zentrale Komponente des Signaltransduktions-
weges, welcher die Expression von Zellwandkomponenten kontrolliert, ist die Proteinkinase
C (PKC) (Banuett, 1998). Von S. cerevisiae ist bekannt, dass viele Mutanten des PKC-Weges
sensitiv gegeniiber niedrigen Konzentrationen von SDS sind.

In der Abbildung 3.19 ist das Sensitivitdtsverhalten der Mutanten gegeniiber SDS und Congo
Red abgebildet. Die pmtlA-Mutante zeigt eine moderate Sensitivitit gegen Congo Red und
eine Hypersensitivitit gegeniiber YPD-Platten mit 0,06 % SDS (Abbildung 3.19). Die
dom34A-Mutante ist nicht sensitiv gegen Congo Red, zeigt aber ebenfalls, wie die pmtlA-
Mutante, eine Hypersensitivitit gegen SDS (Abb. 3.19). Die Doppeldeletionsmutante
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA verhilt sich wie der Wildtyp. Die Phanotypen der Einzel-
deletionsmutanten werden in der Doppeldeletionsmutante aufgehoben (Abb. 3.19). Bei
diesem Test wurde zur Bestitigung der Ergebnisse der Sensitivitdt gegeniiber SDS die jeweils
zweite unabhangige dom34A/dom34A pmt1A/pmtlA- und dom34A/dom34A-Transformanten-
linie (SK 61 und SK62) iiberpriift. Diese Stimme zeigen die oben beschriebenen Phanotypen
der Stimme SK53 und SK51 (Abbildung 3.19). Es wurde auch die Sensitivitit gegeniiber
SDS des Stamms SK65 (CAI8 dom34A/dom34A) im Vergleich zu CAI8 getestet. SK65 zeigt
eine geringe Sensitivitit gegeniiber SDS (Daten nicht gezeigt). Diese Sensitivitdt der
dom34A-Muatation ist allerdings nicht so stark ausgeprdgt wie im Stammbhintergrund CAI4
(Abb. 3.19).

Abb. 3.19: Sensitivitit

YPD YPD + YPD + Congo
0 gegen Congo Red und
0,06 % SDS Red [200 pg/mi) ~ ETECT 078D e WRe
Wildtyp FOEE Y X X &0 Obernacht-Kultur der
dom34A 'Y X KBS Stimme CAF2-1, SKS51,
: SPCa2 und SK53 wurden
pmt1A UL R auf 10° bis 10! Zellen
dom34A pmt1A R W N N BEd verdinnt und in  einem
10° 10° 10° 10° 100 10° 10° 10° 10° 100 10° 10° 10° 107 10 volumen von jeweils 5 pl
Zellen Zellen Zellen auf YPD-Platten getropft.

Die Inkubation erfolgte bei
30 °C fiir 2-3 Tage.

In der Tabelle 3.2 sind die Sensitivitdtstest noch einmal zusammengefasst. Zusétzlich sind
dort weitere Sensitivititstestergebnisse der Mutanten gegen die Wirkstoffe G418 und
Calcofluor White dokumentiert, deren Sensitivitétstests hier nicht gezeigt wurden. Calcofluor
White ist ein fluoreszierender Farbstoff, der an naszierende Chitin-Mikrofibrillen bindet und
deren Zusammenbau negativ beeinflusst, sowie einen negativen Effekt auf die Glukan-



3. Ergebnisse 54

synthese ausiibt. Bei Geneticin 418 (G418) handelt es sich um ein Aminoglykosid; es
unterbricht den Elongationszyklus, indem es mit der kleinen Untereinheit des Ribosoms
interagiert. Die dom34A-Mutante ist leicht sensitiv gegen G418 und zeigt keine Sensitivitit
gegen Calcofluor White. Gegen beide Substanzen ist die pmtlA-Deletionsmutante sensitiv
und auf den Sensitivititsplatten konnte nur noch sehr geringes Wachstum der Mutante
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt, Tab. 3.2). Die Doppeldeletionsmutante
dom34A/dom34A pmt1A/pmtlA verhilt sich wie der Wildtyp. Die Sensitivitdtsphidnotypen der
Einzeldeletionsmutanten werden in der Doppeldeletionsmutante supprimiert (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Sensitivititsverhalten der Mutanten.

@ 30 °C | Hygromycin | G418 [1,2 | Calcofluor | Nourseo- [ SDS | Fluconazol | Congo 42
B [200 mg/ml] White [10 | thricin [50 | [0,06 | [5 pg/ml] | Red [200 | °C
pg/ml] pg/ml] pg/ml] %] pg/ml]

Wildtyp - - - - - - - -

dom34A - + - - + + + ++

pmt1A ++ ++ ++ +++ e ++ ++ e

dom34A - - - - - - - -

pmtlA
Sensitivitit
- + ++ +++
@ 37 °C Hygromycin SDS Congo Ketoconazol [2 | Clotrimazol [2 | Fluconazol [5
B [200 pg/ml] [0,06 Red [200 pug/ml] pg/ml] pg/ml]
%] pg/ml]

Wildtyp - - - - - -

dom34A +++ o+ o+ ++ - -

pmt1A e ++ ++ ++ e e

dom34A - - - - - -

pmt1A

Zellen einer Ubernacht-Kultur der Stimme CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53 wurden auf 10° bis 10' Zellen
verdiinnt und in einem Volumen von jeweils 5 pl auf YPD- oder SD-Platten getropft. Die Inkubation erfolgte
bei 30 °C bzw. 37 °C fiir 2 bis 3 Tage. Ein (-) bedeutet, dass keine Sensitivitit festgestellt worden ist und die
Mutante sich wie der Wildtyp verhélt. Ein (+) symbolisiert eine Sensitivitit gegen den jeweiligen Wirkstoff
oder die Temperatur oder beides. Der Grad der Sensitivitit wird durch die Anzahl an (+)-Symbolen
dargestellt. Die maximale Sensitivitit, das bedeutet kein/ kaum Wachstum der getesteten Mutante, wird durch
drei (+)-Symbole verdeutlicht.

3.3.5.3 Sensitivitit gegeniiber Aluminiumchlorid

Von S. cerevisiae ist bekannt, dass Mutanten des PKC-Signaltransduktionsweges eine erhohte
Sensitivitdt gegeniiber Aluminium zeigen (Schott und Gardner, 1997). Um den mdglichen
Einfluss von Aluminiumchlorid (AICls) auf das Wachstum der Glykosylierungsmutanten zu
analysieren, wurden verschiedene AICl3-Konzentrationen (1 mM, 5 mM und 10 mM) getestet.
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.20 dargestellt. Beim Wildtyp und allen getesteten
Mutanten ist zu erkennen, dass mit erhohter AlCl;-Konzentration das Wachstum stiarker
gehemmt wird. Bereits bei geringen Konzentrationen von AlCl; wird ein starker Effekt auf
das Wachstum der pmt1A-Mutante erzielt. Bei einer AlCl;-Konzentration von 10 mM ist auch
nach einer Inkubationsdauer von 49,5 Stunden kaum Wachstum detektierbar (Abb. 3.20).

9
81 B | Abb.  3.20:  Sensitivitit  der
71+ Mutanten  gegeniiber  AICL.
o ] — [ ] Ubernacht-Kulturen der Stdmme
- - — | CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53
e wurden auf eine ODgyy ym von 0,1
S 4 verdiinnt und bei 30 °C fiir bis zu
a 49,5 Stunden in SD-Medium (pH =
Sh 3,5) inkubiert. Zusitzlich wurde
2+ — AICl; (1 mM, 5 mM oder 10 mM)
. hinzugegeben.
0 T T T
CAF2-1 dom34 pmtl dom34 pmt1
OSD O1mM AICI; O5mM AICI; O 10 mM AICl,

3.3.6 Uberexpression von Dom34p

Wie oben beschrieben, hatte die Deletion des DOM34-Gens im C. albicans Wildtypstamm
CAI4 keinen Einfluss auf die Morphogenese der Hyphenbildung in verschiedenen fliissigen
Induktionsmedien oder auf festen Medien (3.3.4). Auch die Chlamydosporenbildung der
dom34A-Mutante war nicht betroffen. Davis und Engbrecht (1998) zeigten, dass dom34A-
Mutanten eines speziellen S. cerevisiae-Stamms nur noch eingeschriankt in der Lage sind,
Pseudohyphen auszubilden. Pseudohyphen entstehen durch unipolare Knospung und eine

Abb. 3.21: Uberexpression
von Dom34p im CAI4- und
pmt1A/pmtlA-Stamm-
hintergrund. Untersucht
wurde der mogliche Einfluss
der  Uberexpression  von
DOM34 unter der Kontrolle
des PCK1-Promotors, welcher
in CASA-Medium induziert ist
und unter SD-Bedingungen
nur eine Basalaktivitiat zeigt.
Die Zellen der Staimme CAI4
+ pJB34, CAI4 + pBI-1,
CAPI1-3121 (pmtlA/pmtlA) +
pJB34 und CAP1-3121 + pBI-
1 wurden einige Tage bei 30
°C in SD- oder CASA-
Medium inkubiert und
anschlieBend  mikroskopisch
iiberpriift.

CAI4 + DOM34
(pTB34)

CAI4 + Leervektor
(pBI-1)

pmtlA + DOM34 |
(pIB34)

pmtlA + Leervektor
(pBI-1)
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fehlende Trennung von Mutter- und Tochterzelle. Hierdurch und durch Elongation der
einzelnen Zellen entstehen oftmals lange Zellketten. Dass Dom34p auch bei C. albicans einen
Einfluss auf die Bildung von Pseudohyphen hat, konnte mit Hilfe von Uberexpressionsstudien
gezeigt werden (Abb. 3.21). Dazu wurde DOM34 unter der Kontrolle des PCK1-Promotors
iiberexprimiert. Der PCK1-Promotor ist in CASA-Medium induziert, wihrend in SD-Medium
seine Aktivitit durch Glukose-Repression stark verringert ist. Der Einfluss von {iber-
exprimiertem Dom34p wurde in den Stammhintergriinden CAI4 und pmt1A/pmtlA in CASA-
Medium und SD-Medium getestet. Als Kontrolle wurde eine Transformante mit dem
Leervektor pBI-1 verwendet. Die pmt1A/pmtl1A-Mutante neigt dazu, unabhingig von Medium
und Plasmid, Pseudohyphen auszubilden und zu aggregieren (siche auch 3.3.2). In CASA-
Medium wird dieser Effekt durch die Uberexpression von DOM34 moderat verstirkt. Im
CAl4-Stammbhintergrund erkennt man unter nicht-induzierenden Bedingungen (SD-Medium)
fast ausschlieBlich kugelige Blastosporen und keine Pseudohyphen, wéhrend man in CASA-
Medium, unter induzierenden Bedingungen, stark elongierte Zellen und zum Teil auch
Pseudohyphen erkennen kann (Abb. 3.21). Daher scheint auch bei C. albicans das DOM34-
Genprodukt bei Uberexpression die Pseudohyphenentwicklung zu beeinflussen.

3.3.7 Komplementation von pmt1A-Phiinotypen durch Dom34p

S. Wickert (1998) konnte zeigen, dass bei S. cerevisiae dom34A- und pmtlA-Mutationen
einen synthetischen Phdnotypen hervorrufen. So konnte unter anderem eine verstéirkte
Sensitivitdt gegeniiber Hygromycin B in der Doppeldeletionsmutante im Vergleich zu den
Einzeldeletionsmutanten festgestellt werden. Wie oben beschrieben, konnte bei C. albicans
kein additiver Effekt der beiden Einzeldeletionen gefunden werden. Dennoch sollte getestet
werden, ob es mdglich ist, einen pmtlA-Phiinotyp mittels Dom34p-Uberexpression zu
beeinflussen. Es wurden Wachstumstests mit SDS, Congo Red und bei 42 °C durchgefiihrt.
Die zusétzliche Biosynthese von Dom34p erfolgte mit dem Plasmid pSK2; das DOM34 ist
unter der Kontrolle des MET3-Promotors exprimiert, der durch Methionin bzw. Cystein (2,5
uM) im Medium reprimiert wird. Die pmtlA-Sensitivitit gegeniiber SDS und Congo Red
wurden komplett vom Dom34p (pSK2), aber nicht vom Leervektor (pSP38) komplementiert
(Abb. 3.22, Daten nicht gezeigt). Da YPD-Medium Methionin bzw. Cystein enthélt, ist dieses

YPD YPD+ YPD + Congo
0,06 % SDS Red [200 pg/ m]

Wildtyp

pmt1A

10°10* 10° 10> 10" 10°10*10°10? 10"  10°10%10° 10* 10'
Zellen Zellen Zellen

Abb. 3.22: Komplementation der Sensitivitit gegen SDS und Congo Red
der pmtlA-Mutante. Zellen einer Ubernacht-Kultur der Stimme CAF2-1,
SPCa2 und CAP1-3121 + pSK2 (SK70) wurden auf 10° bis 10" Zellen
verdiinnt und in einem Volumen von jeweils 5 ul auf YPD-Platten getropft.
Die Inkubation erfolgte bei 30 °C fiir 2-3 Tage.
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Ergebnis iiberraschend. Somit reicht die basale Aktivitit des MET3-Promotors in YPD-
Medium aus, um geniigend DOM34p fiir die Suppression des pmtlA-Phénotyps zu
synthetisieren.

Die Temperatursensitivitit einer pmtlA-Mutante wurde zu einem Grofteil wieder
aufgehoben; dennoch wurde der Wildtypstatus nicht génzlich erreicht (Abb. 3.23). Somit
reicht die zusétzliche Expression eines DOM34-Allels in einem DOM34/DOM34-Stamm aus,
den Phinotypen einer pmt1A-Mutation aufzuheben.

SD @ 30°C SD @42 °C

10° 10* 10° 10*> 10" 10° 10* 10° 10*> 10!
Zellen Zellen

Abb. 3.23: Komplementation der Temperatursensitivitit der
pmtlA-Mutante. Zellen einer Ubernacht-Kultur der Stimme
CAF2-1, SPCa2 und SK70 wurden auf 10° bis 10" Zellen verdiinnt
und in einem Volumen von jeweils 5 pl auf SD-Platten getropft.
Die Inkubation erfolgte bei 30 °C bzw. 42 °C fiir 2-3 Tage.

3.4 Phéanotypen von pmt-Mutationen im dom34A/dom34A-Stamm-
hintergrund

In den vorangegangenen Kapiteln konnten genetische Interaktionen zwischen dom34A- und
pmtlA-Mutationen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu S. cerevisiae, wo ein
synthetischer Phinotyp aus beiden Einzeldeletionen pmtlA und dom34A resultierte, konnte
bei C. albicans eine Suppression des pmtlA-Phinotyps durch die Einfithrung einer Deletion
des DOM34-Gens erzielt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist es moglich, dass dem CaDom34p eine Regulationsfunktion
der Protein-O-mannosyltransferasen zukommt. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, sollten
pmt-Mutationen im dom34A/dom34A-Stammhintergrund generiert werden; in einem ersten
Versuchsansatz wurden heterozygote pmtA-Mutanten hergestellt. AnschlieBend sollten erste
phénotypische Analysen der konstruierten Mutanten erfolgen.

3.4.1 Konstruktion der pmtA-Mutanten im dom34A/dom34A-Stammbhintergrund

Die Deletion eines Allels der PMT-Gene erfolgte im Stammbhintergrund von SK47 (CAI4
dom34A/dom34A). Der Stamm wurde mit den jeweiligen Disruptionsfragmenten
transformiert und auf Selektionsmedium ausplattiert (Tab. 3.3). Mittels Kolonie-PCR und den
angegebenen Oligonukleotiden (Tab. 3.3) wurde die korrekte Integration des Disruptions-
fragments im jeweiligen PMT-Gen verifiziert (Daten nicht gezeigt). Es gelang nicht,
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pMt2A/PMT2-Transformanten im Stammbhintergrund SK47 zu generieren. Prill (2004) konnte
zeigen, dass bereits die Deletion eines der beiden PMT2-Allele im CAlI4-Stammhintergrund
zu zum Teil schweren Defekten der Mutanten fiihrt. Auch war es Prill (2004) nicht mdglich,
homozygote pmt2A-Mutanten zu generieren, da die Deletion des PMT2-Gens beider Allele
letal fiir die Zelle ist.

Tab. 3.3: Disruption der PMT-Gene im dom34A/dom34A-Stammhintergrund (SK47).

Ausgangs- | Ausgangs | Enzym(e) Disruptions- Oligo- PCR- Stamm

plasmid -grofle fragment- nukleotide Produkt-

grofle grofle

pCT23 9,5 kb Asp718, 6,7 kb phisG-1, 2,4 kb SK 72
(PMT1) Spel p2-PMT1su
pSP18 8,4 kb Pvull 6,0 kb pcURA3, 1,7 kb nicht
(PMT2) p2verFOA erhalten
pCT54 8,6 kb Pvull, 5,1 kb pcURA3, 2,4 kb SK 73
(PMT4) Xmnl pcP4-6
pBK-5 8,0 kb Sall, 4,7 kb p3-URA3-v, |2,3kb SK 75
(PMT5) Sacl v-PMT5-1
pCT25 10,8 kb | Xhol 5,7 kb phisG-1, 2,6 kb SK 74
(PMT6) p2-PMT6su

Die Plasmide wurden mit Restriktionsendonukleasen behandelt und mit den so erhaltenen Disruptions-
fragmenten erfolgte eine Transformation von SK47 (CAI4  dom34A/dom34A). Die erhaltenen
Transformanten wurden mittels Kolonie-PCR und den angegebenen Oligonukleotiden auf die korrekte
Integration des Disruptionfragments im jeweiligen PMT-Gen tberpriift. Es konnten keine pmt2A/PMT2-
Transformanten im Stammbhintergrund SK47 generiert werden.

3.4.2 Phinotypische Analysen der dom34A/dom34A pmtA/PMT-Mutanten

Nachdem die heterozygoten pmtA-Mutanten im dom34A/dom34A-Stammhintergrund
generiert und mittels Kolonie-PCR die korrekte Integration des Disruptionsfragments im
jeweiligen PMT-Gen verifiziert worden waren, wurden erste phinotypische Analysen dieser
Mutanten durchgefiihrt. Zum einen wurde die Sensitivitit der Mutanten gegeniiber
Hygromycin B und erhohter Wachstumstemperatur getestet (Abb. 3.24, Abb. 3.25); zum
anderen wurde die Koloniemorphologie untersucht (Abb. 3.26). Sowohl die dom34A/dom34A
pmtlA/PMT1-Mutante, aber besonders dic dom34A/dom34A pmt5SA/PMT5-Mutante ist
sensitiver gegen Hygromycin B oder eine erhohte Wachstumstemperatur von 42 °C, als die
jeweiligen pmt-Mutanten des CAlI4-Stammhintergrunds; bei der pmt1A/PMT1-Mutante ist die
Auswirkung bei erhohter Wachstumstemperatur von 42 °C allerdings nur gering. Dieses
Ergebnis ist bemerkenswert, da weder die pmt5A/PMT5-Mutante, noch die pmt5A/pmt5A-
Mutante eine Sensitivitit gegen Hygromycin B oder eine erhohte Wachstumstemperatur von
42 °C aufweisen (Abbildung 3.24). Die Deletion von DOM34 verstirkt also die Sensitivitdt
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einer heterozygoten pmtSA-Mutante deutlich. Bei der heterozygoten pmtlA-Mutante, aber
auch bei der heterozygoten pmt4A-Mutante ist der synthetische Phédnotyp schwicher
ausgepragt.

YFD Hyg:(oPmDy:inB Abb. 3.24: Sensitivitit gegen

[200 pg/ml] Hygromycin B oder eine

. erhohte Wachstums-

Wildtyp temperatur auf YPD- oder
dom34A/dom34A Minimalmedium-Platten

pmt1A/pmtlA verschiedener C. albicans-

pmt1A/PMT1 Stimme. Zellen einer

dom34A/dom34A pmt1A/PMT1 Ubernacht-Kultur der Stimme

pPMISA/pMI5A CAF2-1,  SK51,  SPCa2,

pMtSA/PMT5 gmtlA/Pl(\j/lTl (CAP1-3),

om34A/dom34A pmtlA/PMT1

dom34A/dom34A pmt5A/PMT5S (SK72). DMESA/PMISA

SD @ 42 °C (SPCal0), pmt5A/PMT5 (P5-1)

Wildtyp und dom34A/dom34A

auf 10° bis 10" Zellen verdiinnt

pmtLA/pmtlA und in einem Volumen von

pmt1A/PMT1 jeweils 5 ul auf YPD- oder SD-

dom34A/dom34A pmtlA/PMT1 Platten getropft. Die Inkubation

pPMtSA/pmt5A erfolgte bei 30 °C bzw. 42 °C

pMt5A/PMTS fur 2-3 Tage.

dom34A/dom34A pmt5A/PMTS I

YPD YPD + Abb. 3.25: Sensitivitit gegen
Hygromycin B Hygromycin B oder eine
[200 pg/mi] ygromy

) erhohte Wachstums-
Wildtyp temperatur auf YPD- oder

dom34A/dom34A Minimalmedium-Platten
pmt4A/pmt4A verschiedener C. albicans-
pmt4A/PMT4 Stimme. Zellen einer

Ubernacht-Kultur der Stimme
CAF2-1, SK51, pmt4A/pmt4A
(SPCa6), pmt4A/PMT4 (CAP4-

dom34A/dom34A pmt4A/PMT4
pmt6A/pmt6A

pMt6A/PMT6 2), dom34A/dom34A
dom34A/dom34A pmt6A/PMT6 pmt4A/PMT4 (SK73),

PMBA/pM6A (SPCa8),
Wildtyp gthA/Pl(\j/ITG (CAP2-3) und

om34A/dom34A pmt6A/PMT6
dom34A/dom34A (SK74) wurden auf 10° bis 10!
pmt4A/pmtdA Zellen verdiinnt und in einem
pmt4A/PMT4 Volumen von jeweils 5 ul auf

YPD- oder SD-Platten getropft.
Die Inkubation erfolgte bei 30
°C bzw. 42 °C fiir 2-3 Tage.

dom34A/dom34A pmt4A/PMT4
pmMt6A/pmt6A
pmt6A/PMT6
dom34A/dom34A pmt6A/PMT6

Die Hyphenbildung der Mutanten auf Lee’s-Platten wurde nach etwa dreitagiger Inkubation
bei 37 °C mikroskopiert (Abbildung 3.26).
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Im Vergleich zu den Sensitivititstests ergibt sich bei der Untersuchung der Morphologie der

Wildtyp  dom34A/dom34A dom34A/dom34A

pmt1A/pmt1A

pmtlA/pmtlA  pmtlA/PMTL  dom34A/dom34A
pmtlA/PMT1

dom34A/dom34A
pmt5A/PMT5

dom34A/dom34A
pmt4A/PMT4

pmtA/pmt6A  pmt6A/PMT6  dom34A/dom34A
pmt6A/PMT6

Abb. 3.26: Hyphenbildung verschiedener C. albicans-
Stimme auf Lee’s-Platten. Die Staimme CAF2-1, SKS5I1,
SK53, SPCa2, CAP1-3, SK72, SPCal0, P5-1, SK75, SPCa6,
CAP4-2, SK73, SPCa8, CAP2-3 und SK74 wurden auf dem
Medium ausgestrichen und nach etwa dreitédgiger Inkubation
bei 37 °C fotografiert. Gezeigt sind Rénder von Einzel-
kolonien.

Mutanten ein nicht so eindeutiges
Verhalten (Abbildung 3.26). Die
pmt1A/PMT1- und pmtlA/pmtlA-
Mutanten sind auf Lee’s-Medium
nicht mehr in der Lage, Hyphen
auszubilden, wihrend es der
dom34A/dom34A pmt1A/PMT1-
Mutante noch zu einem sehr
geringen Anteil gelingt. Bei der
dom34A/dom34A pmtSA/PMT5-
Mutante verhélt es sich anders.
Wihrend die pmtSAPMT5- und die
pmtSA/pmt5A-Mutante keinen
Defekt in der Hyphenbildung
zeigen, ist es der dom34A/dom34A
pmtSA/PMT5-Mutante nicht mehr
moglich, Hyphen zu  bilden
(Abbildung 3.26). Die
pmt4A/PMT4-Mutante ist bereits
leicht  eingeschrinkt bei  der
Hyphenbildung in Relation zum
Wildtyp.  Eine = pmt4A/pmt4A-
Mutante ist gar nicht mehr in der
Lage, Hyphen zu formen
(Abbildung 3.26). Im Gegensatz zu
diesen Phénotypen verhilt sich die
dom34A/dom34A pmt4A/PMT4-
Mutante unauffallig; es ist also kein
Defekt zu erkennen (Abbildung
3.26). Bei der Betrachtung der
Hyphenbildung in den pmt6A-
Mutanten erkennt man keinen Effekt
in der Fahigkeit, Hyphen zu formen.
Weder die heterozygote pmt6A-
Mutante des CAI4- (Timpel et al.,

2000), noch die des dom34A/dom34A-Stammhintergrunds konnen auf Lee’s-Medium Hyphen

bilden.

Diese Ergebnisse zeigen insgesamt, dass genetische Interaktionen nicht nur zwischen DOM34
und PMT1, sondern auch zwischen DOM34 und Genen fiir andere Pmt-Isoformen, besonders

PMT5, auftreten.
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3.5 Analyse der Zellwand der dom34A-Mutanten

Es ist bekannt, dass in Deletionsmutanten der Protein-O-mannosyltransferase-Isoformen von
S. cerevisiae und C. albicans eine veridnderte Zellwandzusammensetzung vorliegt (Gentzsch
und Tanner, 1996; Kapteyn et al., 2000; Prill, 2004). Phéanotypen, wie Wachstumsdefekte,
Sensitivitdten gegen Zellwand-destabilisierende Agenzien (Klis et al., 2002) oder
Verdanderungen der Morphologie konnen daraus resultieren. Kapteyn et al. (2000) zeigten,
dass in der CAP1-312-Mutante (pmt1A/pmtlA) der Chitingehalt erhoht ist. Dieses konnte von
Prill (2004) bestitigt
werden. Hier sollten

Tab. 3.4: Zusammensetzung von Zellwéinden verschiedener C. albicans-

Stimme. die dom34A-Mutanten
Genotyp | Wildtyp | pmtlA | dom34A | dom34a biochemisch auf  eine
Komponents pmtlA mogliche Verdnderung
Glukan total 588 | 443 | 628 61,8 in der  Zellwand-
B1,3-Glukan 38,5 322 | 46,1 40,3 zusammensetzung hin
B1,6-Glukan 20,3 12,1 16,7 21,5 analysiert werden.
Mannan 21,4 1,6 22,3 3,8 SDS-extrahierte  Zell-
Chitin 0,82 0,71 0,9 0,83 winde wurden
Die Analyse der Zellwinde der Stimme CAI4, CAPI1-3121, prépariert, bei denen

dom34A/dom34A (SK47) und dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA (SK24) keine  nicht-kovalent
wurde, wie in Kapitel 2.8 beschrieben, durchgefiihrt. Die Daten sind in pg/

mg Zellwand Trockengewicht angegeben. gebundenen  Proteine

mehr vorliegen. Es

wurden die Stimme
CAI4, CAPI1-3121 (pmtlA/pmtlA) SK47 (dom34A/dom34A) und SK24 (dom34A/dom34A
pmtlA/pmt1lA) untersucht. AnschlieBend wurde der Anteil von Glukan (B1,3- und B1,6-
Glukan), Mannoproteinen und Chitin an der Zellwand der Mutanten und des Wildtyps
bestimmt. In Tabelle 3.4 ist die chemische Zusammensetzung von SDS-extrahierten
Zellwianden verschiedener C. albicans-Stamme in pg/ mg Zellwand Trockengewicht
aufgelistet. Aufgefiihrt sind neben der pmt1A-Mutante auch die dom34A und dom34A pmt1A-
Mutante. Die pmtlA-Mutante weist starke Verdnderungen der Zellwandzusammensetzung
auf. Sie zeigt einen reduzierten Anteil an B1,3-Glukan und P1,6-Glukan, so dass der
Glukangesamtanteil von 58,8 ug/ mg des Wildtyps in der pmtl1A-Mutante auf 44,3 pg/ mg
sinkt. Der Anteil an Mannoproteinen ist in der Mutante im Vergleich zum Wildtyp sehr
gering. Die pmtl1A-Mutante weist lediglich 1,6 pg/ mg Mannoproteine im Vergleich zu 21,4
ug/ mg im Wildtyp auf (Tab. 3.4). Wihrend die pmt1A-Mutante ausgepragte Verdnderungen
in der Zellwandzusammensetzung zeigt, kommt es in der dom34A-Mutante zu keinen
schwerwiegenden Verdnderungen (Tabelle 3.4). Die Doppeldeletionsmutante zeigt in
Relation zum Wildtyp kaum Unterschiede beim Anteil von B1,3-Glukan und B1,6-Glukan.
Der geringe Anteil an Glukan der pmtlA-Mutante wird in der Doppelmutante auf
Wildtypwerte erhoht. Wie die pmtl1A-Mutante weist auch die Doppeldeletionsmutante eine
Reduktion des Mannoproteinanteils auf. Wéhrend in der pmt1A-Mutante 1,6 pg/ mg gefunden
werden, zeigt die Doppeldeletionsmutante eine Menge von 3,8 pg/ mg Zellwand
Trockengewicht. Obwohl der Wert in der Doppeldeletionsmutante im Vergleich zur pmt1A-
Mutante erhoht ist, wird das Wildtypniveau von 21,4 pug/ mg nicht erreicht. Es erfolgt keine
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vollstdndige Suppression des pmtlA-Zellwanddefekts in der Doppeldeletionsmutante (Tab.
3.4).

3.6 Einfluss der dom34-Deletion auf die O-Glykosylierung von Substraten
der Protein-O-mannosyltransferasen aus C. albicans

Prill (2004) zeigte, dass verschiedene Proteine von C. albicans, wie beispielsweise Pirlp oder
Alslp, in einer pmtl1A-Mutante eine verdnderte O-Glykosylierung aufweisen. Hier sollte nach
Phénotypen der dom34A-Mutation gesucht werden.

3.6.1 Rbt5p/ Rbt51p

Bei den Proteinen Rbt5p (0rf19.5636) und Rbt51p (0rfl9.5674) handelt es sich um zwei
Plasmamembranproteine aus 242 bzw. 252 Aminosiuren (molekulare Masse etwa 25 kDa),
die zu 70 % identisch sind. Sie sind stark O-glykosyliert und mittels eines Glykosyl-
phosphatidylinositol (GPI)-Ankers in der Plasmamembran lokalisiert (De Groot et al., 2003).
RBT5, aber nicht RBT51 wird unter Eisen-Mangel-Bedingungen induziert und vermittelt die
Aufnahme von Haemoglobin. Das RBT5-Gen steht unter der Kontrolle des Transkriptions-
repressors Tuplp (Braun et al., 2000). Die Rbt-Proteine gehoren zu einer Familie, die eine
CFEM-Doméne aufweisen (Conserved Fungal-specific Extracellular Membrane-spanning); 8
Cysteine sind in einem charakteristischen Abstand zu einander in kurzer Abfolge aufzufinden
(Kulkarni et al., 2003). Als Korrektur publizierter Daten (personliche Mitteilung Kornitzer;
Weissman und Kornitzer 2004) wiesen die Autoren nach, dass CaRbt51p in pmtlA- und
pmt2A-Mutanten weniger stark O-glykosyliert ist.

Hier sollten C. albicans-Stamme auf Verdnderungen in der O-Glykosylierung von Rbt51p
untersucht werden; die Zellen wurden in YPD-Vollmedium angezogen, in dem die
Biosynthese von Rbt51p, nicht aber von RBT5p, erfolgt. Auffillig sind zwei Doppelbanden
bei etwa 50 kDa und 67 kDa (Abbildung 3.27). Die Signale der Doppelbanden von etwa 67
kDa sind bei allen getesteten Zellextrakten unveréndert. Bei den Doppelbanden von ca. 50
kDa erkennt man sowohl in der dom34A-Mutante, als auch in der pmtl1A-Mutante, dass die
beiden Banden nicht gleich stark, wie beim Wildtyp, detektiert werden konnen (Abbildung
3.27). Die langsamer laufende, groBere Form wird stirker als beim Wildtyp exprimiert und
teilweise sind die Doppelbanden wegen der starken Expression der groferen Form, kaum
noch als diese zu erkennen. Es ergibt sich in der dom34A- und der pmtlA-
Einzeldeletionsmutante ein Phénotyp, welcher in der Doppeldeletionsmutante supprimiert
wird. In der vorletzten Spur ist der Zellextrakt der Doppeldeletion mit dem Plasmid pSK2
(CaDom34p™ %) aufgetragen. Die Suppression des Glykosylierungsphinotyps durch die
dom34A-Mutation in einer pmtlA-Mutante wird durch die Expression des DOM34-Gens
wieder aufgehoben; es wird mittels des Plasmids der pmt1A-Status wiederhergestellt.
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dom34A Abb. 3.27: Immunoblot von Rbt51p

pmtlA von Zellextrakten veschiedener C.
albicans-Stimme. Zellextrakte der

pMELA Staimme CAF2-1, SK51, SPCa2,

dom34A pmtlA + SK53, sowie der dom34A/dom34A
pmt1A/pmtlA-Doppeldeletions-
dom34A Dom34p mutante mit dem Plasmid pSK2
(SK37) wurden in einer 7,5 %igen
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf eine Nitrocellulose-
membran erfolgte die Detektion
mittels eines Anti-RbtSp/ Rbt51p-
Primér-Antikorpers, sowie  eines

Wildtyp pmt1A

98 kDa Sekundéar-Antikorpers (Anti-
Kaninchen, konjugiert mit

64 kDa —| Peroxidase). Der rote Stern bei etwa
40 kDa markiert eine unspezifsche
Kreuzreaktions-Bande (Weissman und

50 kDa —» Kornitzer, 2004). Die verschiedenen
Formen des Proteins sind durch rote
Pfeile markiert.

36 kDa

3.6.2 CaPirlp

Bei dem ScPir2p (Protein with internal repeats), das auch als Hsp150p (Heat shock protein
150) bezeichnet wird, handelt es sich um ein Zellwandprotein, welches kovalent an das 1,3-
Glukangeriist gebunden ist (Russo et al., 1992; Kapteyn et al., 1999). CaPIR1 kodiert fiir ein
aus 346 Aminosiuren bestehendes Protein, welches eine theoretische molekulare Masse von
36,5 kDa besitzt. Da in C. albicans bis heute nur ein Protein der Pir-Familie bekannt ist,
wurde das ScPir2p-Homolog von C. albicans als CaPirlp bezeichnet. Interessanterweise gibt
es in C. albicans aber zwei unterschiedliche Allele (0rf19.220 und orf19.7851). Mit einem
Anti-Serum gegen ScPir2p, welches auch verschiedene, mit Pir2p verwandte Proteine erkennt
(Russo et al., 1992), wurden Zellextrakte der dom34A-Mutanten und des Wildtyps CAF2-1
mittels gelelektrophoretischer Auftrennung untersucht (Abb. 3.28).

Man erkennt Pirlp-Banden bei etwa 60 kDa und 90 kDa. Die grofite Form des Proteins lduft
bei einer GroBe von ca. 140-200 kDa und ist als nicht scharf abgegrenzte Bande vermutlich
glykosyliert. Das Bandenmuster ist beim Wildtyp, der dom34A-Mutante und der
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante identisch. In der pmtlA-Mutante ist
dagegen im Wesentlichen eine diffuse Bande von etwa 55-70 kDa zu erkennen. Durch das
Einfiihren einer Deletion des DOM34-Gens im pmt1A/pmt1A-Stammbhintergrund wird daher
der Glykosylierungsdefekt des CaPirlp-Substrats korrigiert. Wie auch schon bei Rbt51p wird
der Glykosylierungsphénotyp der Einzeldeletionen in der Doppeldeletion supprimiert. Durch
die Expression des DOMB34-Gens mittels Plasmid pSK2 wird dieser Effekt wieder
aufgehoben; es wird mittels des Plasmids der pmt1A-Status wiederhergestellt (Abb. 3.28 B.).



3. Ergebnisse 64

A. B. dom34A
250 kDa - pMt1A
148 kDa -
pmt1A
98 kDa 4 dom34A pmtlA
dom34A + Dom34p
64 kDa -
: Wildtyp pmt1A
50 kDa -

Wildtyp 250 kDa
dom34A
pmt1A

dom34A pmtlA

Abb. 3.28: Immunoblot von CaPirlp von Zellextrakten
veschiedener C. albicans-Stimme. A.: Zellextrakte der Stimme
CAF2-1, SK51, SPCa2 und SK53 wurden in einer 7,5 %igen SDS-
PAGE aufgetrennt. B.: Die Zellextrakte des Wildtyps (CAF2-1),
der dom34A- (SK51), der pmtlA- (SPCa2) und der
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante (SK53),
sowie der dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante
mit dem Plasmid pSK2 (SK37) wurden in einer 7,5 %igen SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitrocellulose-
membran erfolgte die Detektion mittels eines Anti-ScPir2p-
Antiserums, sowie eines Sekundér-Antikorpers (Anti-Kaninchen,
konjugiert mit Peroxidase). Die verschiedenen Formen des Proteins
sind durch rote Pfeile markiert.

64 kDa

50 kDa

36 kDa

3.63 Alslp

ALS1 (orf6.1115) kodiert fiir ein Zellwandprotein, das zu der Als-Proteinfamilie gezahlt wird.
Diese Proteinfamilie besteht aus mindestens acht Mitgliedern (Sheppard et al., 2004). Alslp
ist ein relativ grofes Protein, welches aus 1260 Aminoséduren besteht und eine theoretische
molekulare Masse von 133 kDa aufweist. Fiir Als1p wurde bereits gezeigt, dass es N- und O-
glykosyliert ist (Kapteyn et al., 2000). Es konnte in Zellextrakten von pmtlA-Mutanten ein
verandertes Laufverhalten von CaAlslp festgestellt werden (Timpel et al., 1998; Prill et al.,
2005).

Wie aus Abbildung 3.29 ersichtlich wird, konnen mindestens 3 verschiedene Formen des
Alslp detektiert werden. Die grofte Form von iiber 250 kDa, die wahrscheinlich dem
vollstindig modifizierten Vorlduferprotein entspricht, ist in allen Stdmmen, auBler in der
pmtlA-Mutante, in der es deutlich schneller migriert, vorhanden. Bei der Hauptbande von
etwa 110 kDa und den anderen Banden von etwa 155 kDa und 53 kDa verhalten sich alle
Mutanten und der Wildtyp identisch. Die kleinste Form von Alslp mit einer Masse von circa
38 kDa, wahrscheinlich ein Degradationsprodukt, fehlt in der pmt1A-Mutante fast vollig bzw.
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lauft schneller. Obwohl die Natur der detektierten Proteinformen unklar ist, kann der pmt1A-
Glykosylierungsphénotyp somit offenbar durch eine dom34A-Mutation supprimiert werden.

<—  Abb. 3.29: Immunoblot von Alslp von
“ Zellextrakten veschiedener C. albicans-
250 kDa + Stamme. Zellextrakte der Stimme CAF2-1,
148 kDa A ! <= SKS51, SPCa2 und SK53 wurden in einer 7,5
%igen SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem
- Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
98 kDa - erfolgte die Detektion mittels eines Anti-Als1p-
Antiserums, sowie eines Sekundar-Antikdrpers
64 kDa - (Anti-Kaninchen, konjugiert mit Peroxidase).
Die verschiedenen Formen des Proteins sind
—~— — <+ durch rote Pfeile markiert.
50kDaf
- e -
C
Wildtyp
dom34A
pmt1A
dom34A pmtlA

3.7 Phosphorylierungsstatus von Dom34p

Die in S. cerevisiae erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass Dom34p an vielen unterschiedlichen
zelluldren Prozessen, wie dem Zell-Zyklus, der Translation oder auch der Morphogenese
beteiligt ist (Davis und Engbrecht, 1998). Die Phosphorylierung und Dephosphorylierung von
Proteinen stellt ein wichtiges Regulationsprinzip sowohl in prokaryotischen-, als auch in
eukaryotischen Zellen dar. Hierdurch wird es Zellen ermdglicht, auf verdnderte
Umweltbedingungen zu reagieren. Das Phosphat wird auf die Hydroxylgruppen der
Aminosduren Serin, Threonin oder Tyrosin (O-Phosphorylierungen) oder auch auf Histidin-
Reste iibertragen (Klumpp und Krieglstein, 2002).

In der Abbildung 3.30 ist die Vorhersage des Programms NetPhos 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) fiir mogliche Phosphorylierungsstellen von

CaDom34p dargestellt. Daher ist es durchaus mdéglich, dass Dom34p phosphoryliert wird.
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MetPhos 2.8: predicted phosphorylation sites in Seguence
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Abb. 3.30: Vorhersage des Programms NetPhos 2.0 fiir potentielle Phosphorylierungsstellen von
CaDom34p. Abgebildet sind die potentiellen Phosporylierungspositionen der Aminoséuren Serin, Threonin
und Tyrosin als verschieden farbige Balken. Es erfolgt eine in Prozent angegebene Wahrscheinlichkeits-
angabe. Ein Schwellenwert von 50 % ist in grau dargestellt (Threshold).

In einer Immunoblotanalyse konnte das Fusionsprotein als eine Doppelbande bei etwa 50 kDa
detektiert werden (rote Pfeile in Abbildung 3.31). Nach einer Behandlung von 5 Minuten bis
zu 2 Stunden mit 2 U alkalischer Phosphatase verschwindet die obere der beiden Banden
(Abb. 3.31).

Dieses Ergebnis legt nahe, dass CaDom34p sowohl phosphoryliert (langsamer wandernde
Form), als auch nicht-phosphoryliert (schneller wandernde Form) in der Zelle vorliegt
(Abbildung 3.31). Als nichstes war von Interesse, festzustellen, in welchen
Deletionsstimmen sich die Mengenverteilung von phosphoryliertem- und nicht-
phosporyliertem Dom34p verdndert. Zuerst wurden Mutanten mit Defekten in beiden

Alkalische Phosphatase (2 U)

*—
SOkDaE-H-"‘--‘---‘, *“-"'(“‘

Zeit in Minuten: 5¢ 10¢ 15¢ 30¢ 60¢ 90¢ 120¢

Dom34pFLAG

Abb. 3.31: Immunoblot-Analyse von Zellextrakten des Stammes CAI4 + pSK2 (SK71) mit
und ohne Vorbehandlung mit alkalischer Phosphatase. Der Stamm SK71 wurde in SD-
Medium angezogen und Zellextrakte wurden isoliert. Mit alkalischer Phosphatase (2 U)
zwischen 5 Minuten und bis zu 2 Stunden vorbehandelte und unbehandelte Zellextrakte wurden
in einer 7,5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran
erfolgte die Detektion mittels eines Anti-FLAG-Antikorpers (konjugiert mit Peroxidase).

Proteinkinase A (PKA)-Isoformen untersucht (Abbildung 3.32); dabei handelte es sich um die
tpk1A/tpklA-Mutante und die tpk2A/tpk2A-Mutante. Beide Untereinheiten besitzen
unterschiedliche Funktionen; Tpklp ist fiir die Hyphenbildung auf festen Medien
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verantwortlich und Tpk2p wird fiir filamentdoses Wachstum in fliissigen Medien bendtigt
(Bockmiihl et al., 2001). Tpklp und Tpk2p sind auBerdem an der Stressantwort beteiligt
(Sonneborn et al., 2000). Zellen wurden in SD-Medium (induzierter Promotor) und zum
anderen in SD-Medium mit zusétzlichem 2,5 uM Methionin und Cystein (reprimierter
Promotor) angezogen. Es wurden Zellextrakte des Vergleichsstamms CAI4 und der
Deletionsstimme tranformiert mit dem Plasmid pSK2 hergestellt. Ein Teil der Zellextrakte
wurde vor der Immunoblot-Analyse mit 2 U alkalischer Phosphatase fiir 2 Stunden
vorbehandelt. Im Immunoblot erkennt man bei allen Stimmen und dem Kontrollstamm, dass
nur unter Induktionsbedingungen (SD-Medium) die Doppelbande des Dom34-Proteins zu
detektieren ist; unter reprimierenden Bedingungen (SD-Medium mit zusdtzlichem Methionin
und Cystein (2,5 pM) im Medium) kann, wie erwartet, kein Signal entdeckt werden.
Weiterhin ist ersichtlich, dass nach einer Vorbehandlung mit 2 U alkalischer Phosphatase bei
37 °C nur noch die untere der beiden Banden im Immunoblot erscheint. Es ist nur die
schneller laufende, kleine Form des Dom34-Proteins detektierbar (Abbildung 3.32). Es bleibt
festzuhalten, dass die Verteilung von phosphoryliertem und nicht phosporyliertem Protein
sich in beiden tpkA-Mutanten in Relation zum Kontrollstamm nicht wesentlich verdndert
(Abb. 3.32).

AnschlieBend wurde untersucht, unter welchen Wachstumsbedingungen sich die
Phosphorylierung des Fusionsproteins verdndert. Dazu wurden die Zellen in osmotisch

Dom34pFLAG tpk1A Dom34pFLAG  tpk2A
T 1 1 | | 1

> e ™o e

Promotorinduktion: - + + - + + + - + +

Alkal. Phosphatase (2 U): - - + - - + - - - +

Abb. 3.32: Immunoblot-Analyse von Zellextrakten mit und ohne Vorbehandlung mit alkalischer
Phosphatase. Die Stimme SK71, IIHH6-4a, N1HHI18-1.3 (tpk1A/tpklA) + pSK2 und ASI
(tpk2A/tpk2A) + pSK2 wurden in SD-Medium (induzierter CaMET3-Promotor) und SD-Medium mit
2,5 uM Methionin und Cystein (reprimierter CaMET3-Promotor) angezogen und Zellextrakte wurden
isoliert. Mit alkalischer Phosphatase (2 U) fiir 2 Stunden vorbehandelte und unbehandelte Zellextrakte
wurden in einer 7,5 %igen SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran erfolgte die Detektion mittels eines Anti-FLAG-Antikorpers (konjugiert mit
Peroxidase).

verdndertem Medium (1,2 M Sorbitol oder destilliertes Wasser fiir 3 Stunden) inkubiert,
bevor Zellextrakte hergestellt wurden. AuBerdem wurden die Zellen in SD-Medium bei
erhohter Temperatur inkubiert (35 °C und 42 °C). Ein Teil der Zellextrakte wurde vor der
Immunoblot-Analyse mit 2 U alkalischer Phosphatase fiir 2, 4 oder 6 Stunden vorbehandelt.
Es wurden immer gleiche Proteinmengen (48 mg) der Zellextrakte eingesetzt. In der
Abbildung 3.33 sind die Resultate dargestellt.
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Dom34pfLAG Dom34pftAG 35°C
Alkalische Phosphatase (2 h) 1,2M 42°C
Sorbitol

Alkalische Phosphatase (4 h)

destilliertes H,O (3 h)

Alkalische Phosphatase (6 h)

Abb. 3.33: Immunoblot-Analyse von Zellextrakten mit und ohne Vorbehandlung mit
alkalischer Phosphatase. Der Stamm SK71 wurde in SD-Medium, SD-Medium mit 1,2 M
Sorbitol oder fiir eine Dauer von 3 Stunden unter Hungerbedingungen in destilliertem Wasser
bei einer Temperatur von 30 °C, 35 °C oder 42 °C inkubiert. Mit alkalischer Phosphatase (2 U)
fiir 2, 4 und 6 Stunden vorbehandelte und unbehandelte Zellextrakte wurden in einer 7,5 %igen
SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte die
Detektion mittels eines Anti-FLAG-Antikorpers (konjugiert mit Peroxidase). Dargestellt sind
verschieden lange Belichtungszeiten des Rontgenfilms.

Die Dom34p-Doppelbande konnte bei diesem Versuch beim Kontroll-Zellextrakt aufgelost
werden (Abbildung 3.33); nach einer Vorbehandlung des Zellextraktes mit alkalischer
Phosphatase trat aber lediglich die untere der beiden Banden im Immunoblot auf. Die
Inkubation der Zellen in osmotisch verdndertem Medium (SD-Medium mit 1,2 M Sorbitol
oder destilliertem Wasser fiir 3 Stunden) hatte keinerlei FEinfluss auf den
Phosphorylierungsstatus von Dom34p (Abbildung 3.33). Bei einer erhohten Wachstums-
temperatur dndert sich die Mengenverteilung von phosphoryliertem- und nicht-
phosporyliertem Protein, welche im Kontrollstamm bei 30 °C in etwa gleich verteilt ist,
ganzlich. Bei einer Inkubationstemperatur von 35 °C wurde hauptsidchlich die untere, also
nicht phosphorylierte Form des Dom34p detektiert und die langsamer laufende Form war nur
noch schwach erkennbar; dieses Verhalten wird bei weiter erhdhter Temperatur von 42 °C
noch verstirkt. Somit verdndert sich wunter bestimmten Stressbedingungen der
Phosphorylierungsstatus von CaDom34p.
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3.8 Genomweite Transkriptanalyse

Deletionen des DOM34-Gens im genetischen Hintergrund des Wildtyps und einer pmtlA-
Mutante verursachten verschiedene Phédnotypen, wie in den vorangegangenen Kapiteln
gezeigt wurde. Um mehr Einblicke in die Funktion und Rolle von CaDom34p zu erhalten,
wurden genomweite Transkriptanalysen der dom34A-Mutante und der Doppeldeletions-
mutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 durchgefiihrt. Es
wurden kommerzielle DNA-Mikroarrays der Firma Eurogentec benutzt. Diese enthalten mit
6039 offenen Leserastern (ORFs) etwa 98 % der Gene von C. albicans. Die markierte cDNA
von zwei zu vergleichenden Proben wurde an einen DNA-Mikroarray hybridisiert. Nach dem
Waschen und dem Scannen der Arrays erfolgte die Normalisierung und statistische
Auswertung der Daten mit Hilfe der Computerprogramme SAM (http:/www-
stat.stanford.edu/~tibs/SAM; Tusher et al., 2001) und GeneSpring 7.2 (Silicon Genetics). In
der Abbildung. 3.34 A. erkennt man den Ausschnitt eines hybridisierten DNA-Mikroarrays
mit 200 je zweifach vorhandenen ORFs. Das Verhiltnis der Signalintensititen von
Experiment und Referenz liefert eine Aussage iiber die differentielle Expression eines jeden
Gens. In der Abbildung 3.34 B. ist das Ergebnis eines Vergleichs der dom34A-Mutante mit
dem Wildtyp exemplarisch als so genannter ,Scatterplot” dargestellt. Hierbei werden die
Signalintensititen jedes Gens unter den beiden Bedingungen graphisch dargestellt. Gene,

welche unter beiden Bedingungen in gleichem Malle exprimiert werden, sind bei dieser Art
der Darstellung auf der Winkelhalbierenden zu finden. Differentiell exprimierte Gene
hingegen sind oberhalb bzw. unterhalb dieser Linie lokalisiert.

Cy3 [532 nm] Cy5 [640 nm]

B. : Abb. 3.34: Ausschnitt eines hybridisierten

i DNA-Mikroarrays (A.) und Darstellung eines
»Scatterplots® einer dom34A-Mutante (B.). In
A. erkennt man den Ausschnitt eines
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Um auch kleine Verdnderungen im Expressionsniveau einzelner Gene zuverldssig zu
bestimmen, ist es notwendig, die aufgrund experimenteller und biologischer Variabilitét
abweichenden Ergebnisse statistisch abzusichern. Im Verlauf dieser Arbeit wurden deshalb
fiir jede Auswertung mindestens drei Hybridisierungen (Replikate) durchgefiihrt. Die cDNA
dieser drei Hybridisierungen vom Wildtyp und der Mutante stammte von drei unabhingigen
RNA-Préparationen. Da die zur Markierung der cDNA genutzten Fluorochrom-Farbstoffe mit
einer leicht unterschiedlichen Effizienz in die DNA eingebaut werden, wurde bei mindestens
einem der drei Experimente ein Farbtausch durchgefiihrt (,,dye swap®). Jedes offene
Leseraster ist auf den eingesetzten DNA-Mikroarrays zweimal vorhanden, so dass sich fiir
einen ORF sechs Verhiltniswerte ergeben. Diese Verhiltnisse der Signalintensitit des
Experimentes dividiert durch die Signalintensitit der Referenz der sechs Einzelwerte wurden
fiir weitere Analysen gemittelt. Als reguliert wurden in allen Experimenten nur die Gene
bezeichnet, die eine mit Hilfe des Programms SAM ermittelte statistisch signifikante
Abweichung (mindestens 1,5-fach) von der Referenz zeigten. Die Gene, die im Anhang in
den Genlisten aufgefiihrt sind, beinhalten ebenfalls lediglich die Gene, die im Mittel eine
mindestens 1,5-fache Signalintensititsanderung zur Referenz zeigten.

Es sollte eine vergleichende Transkriptomanalyse der dom34A-Mutanten im genetischen
Hintergrund des Wildtyps und einer pmtlA-Mutante durchgefiihrt werden. Die Zellen wurden
in YPD-Vollmedium bei 30 °C bis zu einer ODggp nm von 0,5 angezogen. Nach einer
Normalisierung der Daten und einer statistischen Auswertung (siche 2.7.6) konnten in allen
drei Mutanten insgesamt 603 verschiedene, statistisch signifikant regulierte Gene mit einer
mindestens 1,5-fach abweichenden Expression identifiziert werden. Es wurden 347 stérker
exprimierte Gene und 256 schwicher exprimierte Gene im Vergleich zur Referenz festgestellt
(Tab. 3.5, Anhang - Tab. 8.1, Anhang - Tab. 8.2, Anhang - Tab. 8.3). Regulierte Gene wurden
in funktionelle Kategorien nach MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences:
http://mips.gsf.de/proj/yeast/CY GD/db; Mewes et al., 1997) eingeteilt.

Tab. 3.5: Anzahl der mindestens 1,5-fach signifikant regulierten Gene der Mutanten.

Expression erhoht (347 Gene) | erniedrigt (256 Gene) | insgesamt (X)
dom34A 152 86 238
pmtlA 186 61 247
dom34A pmtlA 9 109 118

Alle Gene der Stimme SK51, SPCa2 und SK53, die dieser Tabelle zu Grunde liegen, waren
mindestens 1,5-fach reguliert. Insgesamt wurden 603 verschiedene Gene gefunden, die
mindestens einmal in einer der Mutanten reguliert waren. Es wurden 347 stirker exprimierte
Gene und 256 schwicher exprimierte Gene festgestellt.
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Um Ahnlichkeiten, aber auch Unterschiede zwischen den Transkriptomprofilen der
verschiedenen dom34A-Mutanten und der pmtl1A-Mutante aufzuzeigen, wurden so genannte
Clusteranalysen (Eisen et al., 1995) durchgefiihrt. Hierbei werden Gruppen von Genen,
sogenannte Cluster, zusammengestellt, welche in den vorgegebenen Experimenten ein
dhnliches Expressionsniveau zeigen. Des Weiteren kann anhand eines Vergleichs der
Expressionsniveaus dieser Gene die Ahnlichkeit bzw. die Unterschiede verschiedener
Experimente gezeigt werden. In Abbildung 3.35 erkennt man eine zweidimensionale
Clusteranalyse aller 6039 Gene der getesteten Mutanten. Der Grad der Regulation ist in
verschiedenen Farben dargestellt; eine griine Farbe kennzeichnet eine verringerte Expression,
wohingegen eine rote Farbgebung fiir eine erhdhte Expression steht. Wenn im Vergleich zur
Referenz (Wildtyp CAF2-1) keine- oder kaum Verinderung der Expression festgestellt
wurde, dann wurde eine gelbe Farbe zur Darstellung gewihlt. Graue Bereiche bedeuten, dass
keine Daten fiir das Experiment zur Verfiigung standen. Das horizontale Dendogramm,
welches Ahnlichkeiten der Genexpressionsmuster aufzeigt, deutet an, dass die
Transkriptomprofile der dom34A- und pmtlA-Einzeldeletionsmutanten sehr viel dhnlicher
zueinander sind, als zur dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante (Abbildung
3.35). Das vertikale Dendogramm zeigt Ahnlichkeiten zwischen den verschiedenen
Experimenten an.
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Abb. 3.35: Zweidimensionale Clusteranalyse von Genexpressionsverhiltnissen. Es wurden
die Stimme SK51, SPCa2 und SK53 untersucht. Die Clusteranalyse wurde mit allen 6039 ORFs
durchgefiihrt. Die Verhéltnisse der Genexpression von Experiment und Referenz sind als Rot-
Griin-Skala dargestellt. Eine griine Farbe kennzeichnet eine verringerte Expression, wéhrend eine
rote Farbgebung fiir eine erhdhte Expression steht. Graue Felder bedeuten, dass keine Daten fiir
das Experiment zur Verfiigung standen. Ahnlichkeiten zwischen Genexpressionsmustern werden
durch das horizontale Dendogramm angezeigt. Das vertikale Dendogramm zeigt Gruppen von
gleich-regulierten Genen.

In Abbildung 3.36 sind alle 603 Gene, welche in zumindest einem der Experimente eine 1,5-
fache signifikante Abweichung zur Referenz CAF2-1 zeigten (Anhang - Tab. 8.1, Anhang -
Tab. 8.2, Anhang - Tab. 8.3), abgebildet. Auffillig ist, dass viele Gene der Doppeldeletions-
mutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA nur schwach reguliert sind und deshalb in der
Abbildung gelb, hellgriin oder hellorange erscheinen. Wie bereits oben angedeutet, sind in der
Doppeldeletion zwar 118 Gene der 6039 C. albicans-Gene insgesamt statistisch reguliert,
doch ist diese verdnderte Expression nur schwach in Relation zum Wildtyp (Anhang - Tab.
8.3). Von allen 109 schwicher exprimierten Genen dieser Mutante ist nur ein einziges Gen
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(IPF3192), dessen Funktion unbekannt ist, etwas starker als zweifach verandert reguliert. Alle
anderen 108 schwécher exprimierten Gene sind im Vergleich zum Wildtyp geringer als
zweifach reguliert.
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Abb. 3.36: Zweidimensionale Clusteranalyse von Genexpressionsverhiltnissen aller signifikant
regulierten Gene. Es wurden die Stimme SK51, SPCa2 und SK53 untersucht. Die Clusteranalyse wurde
mit 603 Genen durchgefiihrt, welche zumindest in einem der 3 Experimente eine 1,5-fache signifikante
Abweichung von der Referenz zeigten. Die Verhiltnisse der Genexpression von Experiment und Referenz
sind als Rot-Griin-Skala dargestellt. Eine griine Farbe kennzeichnet eine verringerte Expression, wéhrend
eine rote Farbgebung fiir eine erhohte Expression steht. Graue Felder bedeuten, dass keine Daten fiir das
Experiment zur Verfiigung standen. Ahnlichkeiten zwischen Genexpressionsmustern werden durch das
horizontale Dendogramm angezeigt. Das vertikale Dendogramm zeigt Gruppen von gleich-regulierten
Genen.

Um zu tiiberpriifen, wie die Gene, welche in einem der Experimente besonders stark oder
schwach reguliert wurden, in der anderen dom34A-Mutante oder der pmtlA-Mutante
reguliert sind, wurden diese Gene seperat in einem zweidimensionalen Cluster angeordnet
(Abbildung 3.37).

In Abbildung 3.37 und in der Tabelle 8.4 des Anhangs sind alle 126 Gene dargestellt, welche
in einem der 3 Experimente mindestens um den Faktor 2,0 in einer der Mutanten verstérkt
exprimiert waren oder eine mindestens um den Faktor 0,5 erniedrigte Expression im
Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Wie aus Abbildung 3.37 deutlich wird, ist die
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Mutante oftmals anders reguliert als die Einzeldeletions-
mutanten. So ist beispielsweise die Expression der Gene CDR1 und DDRA48, die nach MIPS
(http://mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db) in die funktionelle Kategorie ,,zellulire Uberlebens-
mechanismen® eingeteilt werden, in den Einzeldeletionsmutanten stark erhoht, wihrend sie in
der Doppeldeletionsmutante im Vergleich zur Referenz CAF2-1 nicht signifikant erhoht

exprimiert werden. Weitere Gene, die in den Einzeldeletionsmutanten #hnlich reguliert
werden und von der Regulation in der Doppeldeletionsmutante abweichen, sind
beispielsweise NOG1, ein G-Protein, oder auch das fiir einen Adhisionsfaktor kodierende
Gen ALS1. Auch die Gene ALS6, PLB3, PLB4.5F ALS5, ALS6 oder ALS11.3F sind
unterschiedlich im Verhdltnis zu den FEinzeldeletionsmutanten reguliert. Dennoch
unterscheiden sich die Genexpressionsprofile der Einzeldeletionsmutanten zum Teil doch
erheblich. Als Beispiel sei das fiir eine Untereinheit eines Proteins des
Translokationkomplexes kodierende SEC61-Gen genannt. In der pmt1A-Mutante wird es stark
erhoht exprimiert (Faktor 2,8), wihrend es in der dom34A-Mutante im Vergleich zur Referenz
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nicht signifikant reguliert wird (geringer als 1,5-fach) und in der Doppeldeletionsmutante
herunterreguliert vorliegt (Faktor 0,7). Auch Gene, wie beispielsweise HWP1, ALS4.3F oder
ALS1.3EOC sind in den Einzeldeletionsmutanten unterschiedlich reguliert.
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Abb. 3.37: Zweidimensionale Clusteranalyse von Genexpressionsverhéiltnissen aller signifikant >2.0-
und <0,5-fach regulierten Gene. Es wurden die Stimme SK51, SPCa2 und SK53 untersucht. Gezeigt ist
eine Clusteranalyse von Genen, welche in mindestens einem Experiment eine um den Faktor 2,0 verstérkte
Expression oder eine um den Faktor 0,5 niedrigere Expression als der Wildtyp aufweisen. Die Verhiltnisse
der Genexpression von Experiment und Referenz sind als Rot-Griin-Skala dargestellt. Eine griine Farbe
kennzeichnet eine verringerte Expression, wihrend eine rote Farbgebung fiir eine erhohte Expression steht.
Graue Felder bedeuten, dass keine Daten fiir das Experiment zur Verfiigung standen. Ahnlichkeiten
zwischen Genexpressionsmustern werden durch das horizontale Dendogramm angezeigt. Das vertikale
Dendogramm zeigt Gruppen von gleich-regulierten Genen. Die erhaltene Clusteranalyse wurde in vier
Gruppen (A. bis D.) eingeteilt (schwarze Trennstriche in der Abbildung), um die Regulation bestimmter
Gene der Mutanten besser miteinander vergleichen zu konnen. Eine genaue Auflistung aller hier gezeigten
Gene ist im Anhang dokumentiert (Tab. 8.4).

In Abbildung 3.38 sind so genannte Venn-Diagramme zur Darstellung gemeinsam regulierter
Gene abgebildet. Dabei zeigen die Schnittmengen zweier Mutanten die Anzahl der Gene,
welche in zwei der Mutanten gemeinsam reguliert sind. Gleiche Gene, die in mindestens drei
verschiedenen Mutanten reguliert werden, sind in der mittleren Schnittmenge der Venn-
Diagramme zu finden. Es konnte nur ein einziges schwécher exprimiertes Gen, IPF6518,
(Homologie zu S. cerevisiae YNRO18W; moglicherweise ein membranstidndiges Protein),
dessen Funktion nicht bekannt ist, in einer mittleren Schnittmenge gefunden werden. Bei dem
Gen, welches sowohl in der Doppeldeletionsmutante (Faktor 1,9), als auch in der dom34A-
Mutante (Faktor 3,7) stirker exprimiert wird, handelt es sich um IPF14682, bei dem es sich
um einen Transkriptionsfaktor handeln konnte. In der Gruppe der 39 stirker exprimierten
Gene, welche in den beiden Einzeldeletionsmutanten dom34A und pmtlA reguliert werden,
befinden sich beispielsweise Gene des Metabolismus und der Energiegewinnung (MXR1,
IFD5, IFD4, FRE30.53, FRE30.3, GFA1, GAL10, PHR1, PCK1) oder der Zellwandsynthese
(CHS2, ECM331, ECM22).
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starker exprimierte Gene: schwicher exprimierte Gene:

A dom34A pmt1A B dom34A pmt1A

pmtlA dom34A pmtlA dom34A

Abb. 3.38: Venn-Diagramme zur Darstellung gemeinsam regulierter
Gene. Es wurden die Stimme SKS51, SPCa2 und SK53 untersucht. In A.
erkennt man alle mindestens 1,5-fach stirker exprimierten Gene der Mutanten
in Relation zum Wildtyp CAF2-1. In B. sind alle mindestens 1,5-fach
schwicher regulierten Gene der Mutanten in Relation zum Wildtyp CAF2-1
dargestellt. Die Schnittmengen geben die Anzahl der gemeinsam regulierten
Gene der Mutanten an.

In der Gruppe der 4 schwicher exprimierten Gene, welche sowohl in der dom34A-Mutante,
als auch in der Doppeldeletionsmutante dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA reguliert werden,
befinden sich 3 unbekannte Gene und ein in den Transport bzw. die Transporterleichterung
involviertes Gen (IPF7686). In der Gruppe der 15 schwécher exprimierten Gene, welche in
beiden Einzeldeletionsmutanten (dom34A-Mutante und pmtlA-Mutante) reguliert werden,
befinden sich beispielsweise 3 Gene des Metabolismus (ERG6, ERG16, GDH3). Des
Weiteren finden sich ein Transkriptionsfaktor (IPF7289) und ein Gen fiir die Umwelt-
interaktion (CDR4).

Um weitere Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den Transkriptomprofilen der
verschiedenen dom34A-Mutanten und der pmtlA-Mutante aufzuzeigen, wurden Cluster-
analysen mit Gruppen von Genen durchgefiihrt, die in mindestens zwei der drei Mutanten
gleichartig reguliert wurden (Schnittmengen der Abb. 3.38). In Abbildung 3.39 wurde eine
Clusteranalyse aller 20 signifikant schwicher exprimierten Gene durchgefiihrt, welche in
mindestens zwei der drei Mutanten gleich reguliert wurden (Schnittmengen der Abbildung
3.38 B.). Auch hier ist die Doppeldeletionsmutante im Vergleich zu den Einzeldeletions-
mutanten fast vollstindig unterschiedlich reguliert. So ist die Genexpression von ERGG,
ERG16 oder CDR4 in den Einzeldeletionsmutanten erniedrigt, wéhrend sie in der
Doppeldeletion sogar leicht erhoht ist. Dies ist aber nicht grundsétzlich fiir alle Gene der Fall.
ERGL1 beispielsweise wird in allen Mutanten dhnlich, leicht reduziert, exprimiert (Abbildung
3.39).
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Abb. 3.39: Zweidimensionale Clusteranalyse ausgesuchter Gene. Es wurden die Stimme SKS51,
SPCa2 und SK53 untersucht. Gezeigt werden 20 signifikant regulierte, schwécher exprimierte Gene,
welche in mindestens zwei der drei Mutanten gleich reguliert wurden (Schnittmengen der Abbildung
3.38 B.). Die Verhiltnisse der Genexpression von Experiment und Referenz sind als Rot-Griin-Skala
dargestellt. Eine griine Farbe kennzeichnet eine verringerte Expression, wihrend eine rote Farbgebung
fiir erhdhte Expression steht. Ahnlichkeiten zwischen Genexpressionsmustern werden durch das
vertikale Dendogramm angezeigt. Das horizontale Dendogramm zeigt Gruppen von gleich-regulierten
Genen.

In Abbildung 3.40 wurde eine Clusteranalyse aller 40 signifikant stirker exprimierten Gene,
welche in mindestens zwei der drei Mutanten gleich reguliert wurden (Schnittmengen der
Abbildung 3.38 A.), durchgefiihrt. Bei verschiedenen Genen ist die Genexpression in den
Einzeldeletionsmutanten erhoht, wdhrend sie in der Doppeldeletion im Vergleich zum
Wildtyp CAF2-1 unveridndert oder leicht erniedrigt ist. Zu dieser Gruppe von Genen gehoren
beispielsweise MXR1, RTA3, PHR2, DDR48 oder auch ERK1 (Abbildung 3.40). Es gibt
allerdings auch tendentiell gleich regulierte Gene aller Mutanten, wie beispielsweise die
Eisenreduktasen FRE30.3 und FRE30.53 oder auch GAL10 oder ALS1.3EOC. Nach
Erstellung und Auswertung der zweidimensionalen Clusteranalysen bleibt festzuhalten, dass
die Doppeldeletionsmutante in Relation zu den Einzeldeletionsmutanten (dom34A- und
pmtlA-Mutante) hédufig unterschiedlich reguliert ist. Dies wird auch deutlich, wenn man
Abbildung 3.38 ndher betrachtet.
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Abb. 3.40: Zweidimensionale Clusteranalyse ausgesuchter Gene. Es wurden die Staimme SK51, SPCa2
und SK53 untersucht. Gezeigt werden 40 signifikant stirker exprimierte Gene, welche in mindestens zwei
der drei Mutanten gleich reguliert wurden (Schnittmengen der Abbildung 3.38 A.). Die Verhiltnisse der
Genexpression von Experiment und Referenz sind als Rot-Griin-Skala dargestellt. Eine griine Farbe
kennzeichnet eine verringerte Expression, wihrend eine rote Farbgebung fiir eine erhohte Expression steht.
Ahnlichkeiten zwischen Genexpressionsmustern werden durch das vertikale Dendogramm angezeigt. Das
horizontale Dendogramm zeigt Gruppen von gleich-regulierten Genen.

3.8.1 Einfluss der dom34A-Mutante auf das Transkriptom von C. albicans

In Abbildung 3.41 ist die Einteilung in funktionelle Kategorien nach MIPS fiir die 238
mindestens 1,5-fach regulierten Gene der dom34A-Mutante gezeigt. Dabei ist es durchaus
moglich, dass ein Protein in mehrere, meist verwandte Kategorien eingeteilt wird, da es
verschiedene Aufgaben in der Zelle erfiillt. Bei den 86 schwicher exprimierten Genen ist die
groBBte Gruppe mit 25 % die der Gene des Metabolismus; die zweitgroBte funktionelle
Kategorie mit 22 % ist die der zelluldren Bestimmung. 30 Gene, oder auch 18 % der
schwicher exprimierten Gene fallen in die Kategorie der unbekannten- und unklassifizierten
Proteine (Abbildung 3.41). Sehr stark herunterregulierte Gene der dom34A-Mutante sind zum
Beispiel ERG1 und ERG3 oder auch RHR2, Gene des Metabolismus. Bei den 152 stérker
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exprimierten Genen stellen die Gene der unbekannten- und unklassifizierten Proteine die
groBBte Gruppe mit 77 Genen oder auch 30 % (Abbildung 3.41). Die zweitgrofite Kategorie ist
die der zelluldren Bestimmung (17 %) und die drittgrofSte funktionelle Gruppe ist die des
Metabolismus (29 Gene, was 11 % entspricht). Stark hochregulierte Gene sind URAS,
DDR48, ECM331 oder auch RTA2. RTA2 zeigt eine sehr starke Regulation; allerdings gehort
es zu den unbekannten Proteinen, so dass keine genaue Aussage zur Funktion zu treffen ist.
URA3 aus der Kategorie des Metabolismus ist ebenfalls stark hochreguliert. An diesem
Beispiel wird ersichtlich, wie wichtig es ist, die Deletionsstimme zu rekonstituieren, so dass
keine Positionseffekte aufgrund der Genomlokalisation zu Stande kommen konnen (siehe
3.2.2). Bei DDR48 handelt es sich um ein Stressprotein; ECM331 ist in die Zellwand-
Synthese involviert (Anhang - Tab. 8.1).

dom34A/dom34A

@ Metabolismus

H Energie

O Zellzyklus und DNA- Prozessierung

O Transkription

B Proteinbiosynthese

O Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal)
B Zellularer Transport und Transportmechanismen

O Zelluldre Kommunikation/ Signaltransduktion

B Zellulire Uberlebensmechanismen

B Umweltinteraktion

O Zellschicksal

O Transponierbare Elemente

B Zelldifferenzierung

B Zellulire Bestimmung

W Proteinaktivitits-Regulation

B Proteine mit Bindefunktion/ Kofaktor- Voraussetzung
@ Transporterleichterung

O Virulenzeigenschaften

O Hyphenspezifische Gene

O Unklassifizierte- und unbekannte Proteine

starker exprimierte Gene (152)

Abb. 3.41: Funktionale Charakterisierung aller regulierten Gene der dom34A/dom34A-
Mutante (SKS51). Die funktionellen Kategorien basieren auf homologen Proteinen aus S.
cerevisiae der Datenbank “S. cerevisiae Comprehensive Yeast Genome Database und sind nach
MIPS (Munich Information Center for Protein Sequeces: http:/mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db)
eingeteilt. Angegeben sind Werte in Prozent.

3.8.2 Einfluss der pmtl1A-Mutante auf das Transkriptom von C. albicans

In Abbildung 3.42 ist die Einteilung in funktionelle Kategorien nach MIPS fiir die 247
mindestens 1,5-fach regulierten Gene der pmt1A-Mutante gezeigt. Sowohl bei den 186 stéarker
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exprimierten Genen, als auch bei den 61 schwicher exprimierten Genen, stellen die Gene der
zelluldren Bestimmung, des Metabolismus und die der unbekannten- und unklassifizierten
Proteine die drei grofiten Gruppen (Abbildung 3.42). In der Gruppe der stark hochregulierten
Gene finden sich PET9, ein ADP/ ATP-Transporter, PCK1, eine Phosphoenolpyruvat
Carboxykinase und SEC61, einer Untereinheit des Protein/ Endoplasmatisches Retikulum-
Translokationkomplexes. Ebenfalls stark exprimiert sind RPP2, ein saures, ribosomales
Protein und das Stressprotein DDR48, welches auch schon in der dom34A-Mutante
hochreguliert war (Anhang - Tab. 8.1, Anhang - Tab. 8.2). Die am stirksten negativ
regulierten Gene sind beispielsweise PMT1 und CDR4, welche unter anderem an der Abwehr
von verschiedenen Wirkstoffen und Chemikalien beteiligt sind (Anhang - Tab. 8.2).
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Abb. 3.42: Funktionale Charakterisierung aller regulierten Gene der pmtlA/pmtlA-
Mutante (SPCa2). Die funktionellen Kategorien basieren auf homologen Proteinen aus S.
cerevisiae der Datenbank “S. cerevisiae Comprehensive Yeast Genome Database* und sind nach
MIPS (Munich Information Center for Protein Sequeces: http://mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db)
eingeteilt. Angegeben sind Werte in Prozent.

Beim Vergleich der erzielten Ergebnisse der Transkriptomanalyse der pmt1A-Mutante dieser
Arbeit und der von Prill (2004) durchgefiihrten Analyse der Mutante konnen viele
Genregulationen bestitigt werden. So werden beispielsweise die Gene KAR2 und SSR1, die
nach MIPS in die funktionelle Katgorie ,zelluldire Bestimmung® eingeordnet werden in
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beiden Untersuchungen mit einem Faktor von 1,7- bis 2,0-fach hochreguliert identifiziert. Das
oben erwihnte Stressprotein DDR48 wird bei Prill (2004) mit einem Faktor von 1,8 und in
dieser Arbeit mit 8,8-facher verstirkter Regulation gefunden. Das CDR1-Gen wird von Prill
(2004) als 1,6-fach hochreguliert beschrieben; in dieser Arbeit wurde ein Faktor von 1,8
bestimmt. Auch das fiir das bei der Hyphenbildung involvierte Hwpl-Protein kodierende
HWP1-Gen wird in beiden Analysen als verstirkt exprimiert identifiziert.

Im Gegensatz zu Prill (2004), der feststellte, dass in einer pmtlA-Deletionsmutante die
Expression von Genen des Glyzerinstoffwechsels (GPD1, GPD2) betroffen sind (GPD1:
Faktor 0,41 und GPD2: Faktor 0,43), konnte dieses im Rahmen dieser Arbeit nicht bestdtigt
werden. Die Expression von GPD1 war mit dem Faktor 1,01 nahezu unverandert und die von
GPD2 war leicht erhoht (Faktor 1,27). Prill (2004) stellte die Hypothese auf, dass die
verminderte Expression der Gene des Glyzerinstoffwechsels ein Zeichen dafiir sein konnte,
dass eine pmtlA-Deletionsmutante einem zu hohen osmotischen Druck seitens des Mediums
ausgesetzt ist und aufgrund der geschwichten Zellwand den verstirkten Wassereinstrom des
Mediums nicht verhindern kann. Dagegen spricht, dass in der Doppeldeletion keine
signifikante Erhohung der Expression von Genen des Glyzerinstoffwechsels zu beobachten
ist, obwohl auch in dieser Mutante die Zellwand im Vergleich zum Wildtyp stark verdndert
vorliegt (Tab. 3.4). Insgesamt bleibt festzuhalten, dass sich die Resultate der
Transkriptomanalyse der pmtlA-Deletionsmutante von Prill (2004) und dieser Arbeit zum
Teil auch voneinander unterscheiden. Als Begriindung fiir die teilweise unterschiedlichen
Ergebnisse der Transkriptomanalyse der pmt1A-Mutante konnen beispielsweise Unterschiede
in Wachstum und in der Qualitdt der Hybridisierungen herangezogen werden. Eine Erh6hung
der Anzahl der Replikate eines einzelnen Experiments konnte die statistische Signifikanz
vieler Gene erhohen und zu einer grofleren Zahl regulierter Gene fithren. Auch wiirde es eine
hohere Anzahl der Replikate erlauben, die Daten einer schwécheren Hybridisierung zu
ersetzen.

3.8.3 Einfluss der dom34A pmtl1A-Mutante auf das Transkriptom von C. albicans

In Abbildung 3.43 ist die Einteilung in funktionelle Kategorien nach MIPS fiir die 118
mindestens 1,5-fach regulierten Gene der dom34A/dom34A pmt1A/pmtlA-Mutante gezeigt.
Zu erst einmal fdllt auf, dass in der Doppeldeletionsmutante im Vergleich zu den
Einzeldeletionsmutanten nur etwa halb so viele Gene in Relation zum Wildtyp signifikant
verdndert exprimiert werden. Auflerdem handelt es sich bei der Mutante um die einzige, in der
eine groBere Zahl Gene schwécher exprimiert werden (109); nur 9 Gene werden stirker
exprimiert. Die grofite Gruppe der stirker exprimierten Gene fillt in die Kategorie der
unbekannten- und unklassifizierten Proteine (Abbildung 3.43). Die nichstgroBeren
funktionellen Kategorien sind zelluldre Bestimmung und Metabolismus (Abbildung 3.43).
Wenn man sich den Grad der Regulation von sowohl stirker-, als auch schwicher
exprimierten Genen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 genauer anschaut, fillt auf, dass der
Grad der Regulation insgesamt sehr viel schwécher als bei den Einzeldeletionsmutanten
ausfillt (Anhang - Tab. 8.1, Anhang - Tab. 8.2, Anhang - Tab. 8.3). Das Transkriptom der
Doppeldeletionsmutante kommt, wie oben beschrieben, von allen Mutanten dem des Wildtyps
am ndchsten.
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Abb. 3.43: Funktionale Charakterisierung aller regulierten Gene der dom34A/dom34A
pmt1A/pmtl1A-Mutante (SK53). Die funktionellen Kategorien basieren auf homologen Proteinen
aus S. cerevisiae der Datenbank “S. cerevisiae Comprehensive Yeast Genome Database® und
sind nach MIPS (Munich Information Center for Protein Sequeces:
http://mips.gsf.de/proj/yeast/CY GD/db) eingeteilt. Angegeben sind Werte in Prozent.
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4. Diskussion

Durch die Entwicklung der Medizin und neue Therapien stiegen die Infektionsraten
opportunistischer Krankheitserreger in den letzen Jahren. Diese Entwicklung wird unter
anderem begiinstigt durch Immunsuppressiva bei Organverpflanzungen, langfristige
Therapien mit Antibiotika oder = Immunmangelsyndrome, wie AIDS und Leukdmie
(Matthews, 1994; Morschhauser et al., 1997). Dem humanpathogenen Pilz C. albicans kommt
dabei eine besondere Bedeutung zu (Pfaller et al., 1999). Das geschwichte oder defekte
Immunsystem begiinstigt die Verbreitung des Kommensalen C. albicans. Dieses kann in einer
oft todlich verlaufenden, systemischen Candidose resultieren. Bis zum heutigen Tage stehen
nur wenige wirksame Antimykotika, welche nur geringe Nebenwirkungen aufweisen, zur
Verfligung. Auch die Zunahme von Resistenzen erschwert die Therapie von Candidosen.

Der erste Schritt einer Candidose ist die Adhédsion des pathogenen Erregers an die
Wirtsoberflache. Diese Adhdsion wird unter anderem durch glykosylierte Oberflachen-
proteine vermittelt. Die fiir die initiale Reaktion der O-Glykosylierung verantwortlichen
Proteine sind die Protein-O-mannosyltransferasen. Es konnte gezeigt werden, dass
Glykosylierungsmutanten eine reduzierte Virulenz und verminderte Adhédsion aufweisen
(Timpel et al., 1998). In S. cerevisiae konnte ein Einfluss von DOM34 auf die O-
Glykosylierung verschiedener Proteine nachgewiesen werden (Finck et al., 1996; Wickert,
1998). Weiterhin zeigte Wickert (1998), dass ein synthetischer Phianotyp zwischen dom34A-
und pmtlA-Mutationen in einer Doppeldeletionsmutante auftrat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des DOM34-Genprodukts des humanpathogenen
Pilzes C. albicans auf die O-Glykosylierung, das Wachstum und die Sensitivitit gegeniiber
Zellwand-destabilisierenden Substanzen charakterisiert. Ferner wurde iiberpriift, ob in der
pathogenen Hefe C. albicans, dhnlich wie in der apathogenen Hefe S. cerevisiae, ein
synthetischer Phénotyp der Deletionen von PMT1 und DOM34 existiert. Des Weiteren
wurden mittels einer Transkriptomanalyse die verschiedenen dom34A-Mutanten untersucht,
um ein besseres Verstdndnis der molekularen Prozesse und der vermuteten Interaktion der
DOM34- und PMT1-Genprodukte zu erlangen.

4.1 Die Deletion von DOM34 verursacht diverse Phianotypen

Nach der erfolgten Disruption des DOM34-Gens im CAI4- und im pmt1A-Stammhintergrund
wurden die Auswirkungen des Genverlustes auf den Phénotypen der betroffenen Stdmme
untersucht. Dabei wurde unter anderem der Einfluss auf das Wachstum, die Morphologie und
die Sensitivitét der Zellen charakterisiert.

4.1.1 Suppression des Wachstumsdefekts einer pmt1A-Mutante durch dom34A

In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass bei S. cerevisiae ein synthetischer
Phénotyp der pmtlA- und dom34A-Deletionen auftritt. In dieser Arbeit wurde liberpriift, ob
dieser synthetische Phianotyp auch in dem pathogenen Pilzes C. albicans aufzufinden ist. Bei
frilheren Wachstumsuntersuchungen wurde festgestellt, dass die pmtlA-Mutante ein
verlangsamtes Wachstum in C. albicans zeigte (Timpel et al., 1998). Von Davis und
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Engbrecht (1998) konnte zudem gezeigt werden, dass ecine Scdom34A-Mutante einen
Wachstumsdefekt bei 30 °C aufweist, der bei einer verringerten Temperatur von 15 °C noch
verstirkt wird. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht festgestellt werden, dass die
Cadom34A-Deletionsmutante einen Wachstumsdefekt bei 30 °C und 15 °C aufweist. Bei
stark erhohter Temperatur von 42 °C konnte die dom34A-Mutante jedoch nicht wachsen.

Bei der generierten dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante konnte, anders
als bei S. cerevisiae (Wickert, 1998), kein synthetischer Phénotyp gefunden werden, da eine
Suppression des Wachstumsdefekts der pmtlA-Mutante in der Doppeldeletionsmutante
beobachtet wurde. Auch die Sensitivitit der dom34A-Mutante gegen eine erhéhte Temperatur
von 42 °C wurde in einer Doppeldeletionsmutante supprimiert. Im Gegensatz zu S. cerevisiae,
wo ein synthetischer Phanotyp der pmt1A- und dom34A-Mutationen auftrat, konnten wir bei
C. albicans einen antagonistischen Phéanotyp identifizieren.

4.1.2 Sensitivititen einer dom34A-Mutante

Die Deletion des DOM34-Gens supprimiert den Wachstumsdefekt einer pmt1A-Deletion. Da
fir C. albicans gezeigt wurde, dass eine pmtlA-Deletionsmutante unterschiedliche
Sensitivitdten gegeniiber verschiedenen Aminoglykosiden und Zellwand-destabilisierenden
Agenzien aufweist (Timpel et al., 1998), sollte dieses auch bei dom34A-Mutanten untersucht
werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Sensitivitdt der dom34A-Mutante gegen SDS,
Aluminiumsalze, gegen Azole, Congo Red, Hygromycin B und G418 bei -einer
Wachstumstemperatur von 37 °C festgestellt werden.

Eine zentrale Komponente des Signaltransduktionsweges, welcher die Expression von
Zellwandkomponenten kontrolliert, ist die Proteinkinase C (PKC) (Banuett, 1998). Von S.
cerevisiae ist bekannt, dass viele Mutanten des PKC-Weges sensitiv gegeniiber niedrigen
Konzentrationen von SDS sind. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass Mutanten des PKC-
Signaltransduktionsweges eine erhohte Sensitivitit gegeniiber Aluminium zeigen (Schott und
Gardner, 1997). Azole inhibieren die Synthese des Ergosterols. Hierbei wird das zu dem
Cytochrom P450 gehorende Enzym Ergl1p, welches durch Demethylierung von Lanosterol
das Ergosterol bildet, inhibiert. Dies fiihrt zu einer Anhdufung toxischer Sterolderivate in der
Zellmembran (Tuite, 1992). Die festgestellten Sensitivitdten der dom34A-Deletionsmutante
deuten darauf hin, dass die Zelloberfldche in einer dom34A-Mutante verandert ist.

Die Aminoglykoside Hygromycin B und G418 binden an die kleine Untereinheit des
Ribosoms und stéren dort den Prozess der Translokation (Recht et al., 1999). Der
Mechanismus, der zu erhohter Sensitivitit in verschiedenen N-Glykosylierungsmutanten in S.
cerevisiae fiihrt, ist unbekannt (Dean, 1995). Hanna et al. (2003) erkliaren durch
Translationsinhibitoren hervorgerufenen Sensitivitidten in S. cerevisiae-Wildtypzellen durch
eine Zunahme falsch gefalteter Proteine, einhergehend mit einer Uberlastung des
proteasomalen Abbaus. Diese Sensitivititen konnen laut Hanna et al. (2003) durch eine
Uberexpression von Ubiquitin aufgehoben werden. Dies gelang allerdings nicht bei der
pmtlA-Mutante (Prill, 2004). Daher ist davon auszugehen, dass es sich in C. albicans bei den
Deletionsmutanten um einen anderen Mechanismus handelt. Von ScDom34p wird
angenommen, dass es in die Translation involviert ist (Schmid et al., 2002). Prill (2004)
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stellte die Hypothese auf, dass Dom34p unter anderem eine Funktion bei der Rekrutierung
von Pmt-Proteinen besitzt und mit Proteinmannosyltransferasen in einem Komplex an der
kleinen Untereinheit der Ribosomen gebunden vorliegt. Wie schon bei der Wachstums-
analyse, konnte auch bei den Sensitivitdtstests bei allen getesteten Substanzen eine
Suppression der Sensitivititen der dom34A- oder pmtlA-Einzeldeletionsmutante in der
dom34A/dom34A pmt1lA/pmtlA-Doppelmutante gezeigt werden.

4.1.3 FEinfluss der dom34-Deletionen auf die Hyphenmorphogenese und
Chlamydosporenbildung

Die Bildung von Hyphen wird bei C. albicans durch verschiedene Stimuli ausgelost und tragt
zur Virulenz von C. albicans bei. Umweltreize werden vermutlich mittels Sensoren registriert
und an Signaltransduktionswege weitergegeben, welche die Transkription von Genen, die zur
Entwicklung von Hyphen benétigt werden, regulieren. Es ist bekannt, dass bei C. albicans die
Hyphenbildung unter Hungerbedingungen von zwei Signaltransduktionswegen reguliert wird.
Einer der Wege enthilt die MAP-Kinase Cekl1p und den Transkriptionsfaktor Cphlp und der
zweite Hauptweg enthélt die Proteinkinase A-Isoformen (Tpklp und Tpk2p in C. albicans)
und den Transkriptionsfaktor Efglp (Ernst, 2000).

Die Ergebnisse von Timpel et al. (1998) zeigten, dass pmtlA-Mutanten nur noch
eingeschrinkt in der Lage sind, Hyphen auszubilden. Diese Ergebnisse konnten bestdtigt
werden, da sowohl auf festen, als auch in fliissigen Medien die Hyphenbildung der Mutante
stark beeintrdchtigt war. Die Hyphenbildung der pmt1A-Mutante ist, abhéngig vom Stimulus,
unterschiedlich stark eingeschridnkt. So kann die Mutante in bestimmtem Fliissigmedium
(Serum- und Spidermedium) noch Hyphen ausbilden. Thre Induktion erfolgt jedoch zeitlich
verzogert und erreicht maximal 20 % des Wildtypwerts. Eine mogliche Erklarung fiir die
zeitliche Verzogerung in der Hyphenbildung der Mutante kdnnte eine erhdhte Anforderung an
die Chitinsynthese sein, da der Chitingehalt der Zellwand der pmt1A-Mutante erhoht ist. Da in
der Zellwand von Hyphen bis zu dreimal mehr Chitin eingelagert wird (Braun und Calderone,
1978), konnte die Chitinsynthese der limitierende Schritt in der Hyphenbildung sein. DNA-
Mikroarrays konnten diese Annahme aber nicht bestitigen, da keine erhohte Transkription der
Chitinsynthase-Gene gefunden wurde.

Timpel et al. (2000) zeigten, dass der Hyphendefekt einer pmt6A-Mutante durch eine
Uberexpression von Komponenten der beiden Signaltransduktionswege supprimiert werden
kann. Es wurde vermutet, dass eine glykosylierte Sensorkomponente der beiden
Signaltransduktionswege, die sich in der Zellwand oder der Plasmamembran befindet, durch
mangelnde O-Glykosylierung in der pmt6A-Mutante funktionslos wird. Pmt6p scheint eine
spezielle Funktion zu haben, da der Defekt in der pmtlA-Mutante nicht in gleicher Weise
supprimiert werden konnte. Die dom34A-Deletionsmutante hatte keine Defekte in der
Hyphenbildung. In der dom34A/dom34A pmt1A/pmtlA-Doppeldeletionsmutante erfolgte aber
eine Suppression des pmtlA-Phédnotyps auf Wildtyp-Niveau, was den Ergebnissen der
Sensitivitétstests entspricht.

Neben der Hefe- und Hyphen-Form ist C. albicans in der Lage, weitere morphologische
Wachstumsformen, wie Pseudohyphen und die Opaque-Form auszubilden (Ernst, 2000). Eine
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andere Form, die Chlamydospore, wird als Uberdauerungsstadium diskutiert (Joshi et al.,
1993). Lediglich die pmtlA-Mutante zeigte verdnderte Chlamydosporen, die kiirzer und
gedrungener als die des Wildtyps erscheinen, wihrend die dom34A-Mutante und die
Doppeldeletionsmutante keinen Defekt bei der Chlamydosporenbildung aufwiesen. Auch hier
konnte, wie schon bei der Wachstumsanalyse, der Hyphenmorphogenese und den
Sensitivitétstests, eine antagonistische Wirkung beider Einzeldeletionen in der C. albicans-
Doppeldeletion festgestellt werden.

4.1.4 Die Uberexpression von DOM34 verursacht elongierte Zellen und eine verstiirkte
Pseudohypheninduktion

Die Deletion des DOM34-Gens hatte im C. albicans Wildtyp keinen Einfluss auf die
Morphogenese der Hyphen- oder die Chlamydosporenbildung. Von Davis und Engbrecht
(1998) wurde gezeigt, dass S. cerevisiae dom34A-Mutanten nur noch eingeschrénkt bis gar
nicht mehr in der Lage sind, Pseudohyphen auszubilden.

Es wurde untersucht, wie sich die Uberexpression des DOM34-Gens auf die Hyphen- und
Pseudohyphenbildung auswirkt. Bei moderater Uberexpression von DOM34 durch ein drittes
Allel zeigten sich elongierte Zellen und zum Teil auch Pseudohyphen. In der pmt1A-Mutante
erfolgte durch die Uberexpression eine verstirkte Pseudohypheninduktion, welche die
generelle Tendenz dieser Mutante, Pseudohyphen zu formen und Aggregate auszubilden,
verstarkt.

4.2 Einfluss einer dom34A-Mutation auf die Zelloberfliche

Die Zellwandanalyse der verschiedenen Mutanten ergab, dass die pmtlA-Einzeldeletions-
mutante, sowie die Doppeldeletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp eine verdnderte
Zusammensetzung der Zellwand aufweisen. Es wird deutlich, dass eine reduzierte O-
Glykosylierung in den Mutanten einen deutlichen Einfluss auf die Zusammensetzung der
Zellwand ausiibt.

In der Doppeldeletionsmutante konnte keine vollstindige Suppression der Zellwand-
zusammensetzung beobachtet werden, wie es von der Suppression der Wachstumsphénotypen
erwartet werden konnte. Die drastische Reduktion der Mannoproteine der pmt1A-Mutante auf
nur 1,6 pg/ mg Zellwand Trockengewicht im Vergleich zu 21,4 pg/ mg des Wildtyps steigt in
der Doppeldeletionsmutante lediglich auf 3,8 pg/ mg. Der Glukananteil der Doppel-
deletionsmutante ist im Vergleich zum Wildtyp kaum verdndert und es erfolgt eine
Suppression des pmtlA-Zellwanddefekts beziiglich des Glukananteils.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass die Zellwand der dom34A-Deletionsmutante kaum
verdndert ist, wohingegen die pmtlA-Mutante eine drastische Verdnderung der Zellwand
aufweist, die in der dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante teilweise, aber
nicht vollstindig aufgehoben wird. Dennoch scheint die Teilsuppression in der Doppel-
deletionsmutante ausreichend zu sein, um Sensitivititsphdnotypen der pmtlA-Mutante
supprimieren zu konnen. Die stark hydrophilen Eigenschaften der Zelloberfliche der pmt1A-
Mutante durch den Verlust an Mannoproteinen werden in der Doppeldeletionsmutante
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reduziert. In diesem Zusammenhang wére es von Interesse, die Virulenz der Doppeldeletions-
mutante im Vergleich zu den Einzeldeletionsmutanten im Tiermodell ndher zu analysieren.

Stamme mit Mutationen in Genen flir Protein-Mannosyltransferasen zeigen verschieden stark
ausgepragte Tendenzen zur Zellaggregation (Timpel et al., 1998; Prill, 2000; Klinkert, 2002).
Zellaggregate konnen durch eine verdnderte Zelloberfliche verursacht werden. Die
pmtlA/pmtlA-Mutante aggregiert sehr stark. Ein Grund dafiir konnte eine eingeschrankte
Funktion der Chitinase sein, welche fiir eine korrekte Zelltrennung unabdingbar ist. Bei C.
albicans wurden in pmtlA-Mutanten eine verminderte Chitinaseaktivitit an der
Zelloberfliche und eine erhohte Aktivitit im Mediumiiberstand im Vergleich zum Wildtyp
gemessen (Timpel et al., 1998).

Bei C. albicans existieren vier fiir Chitinsynthasen kodierende Gene. Es handelt sich um
CHS1, CHS2, CHS3 und CHS8, wovon sich einzig die Disruption von CHS1 als essentiell
erwies. Interessanterweise sind Chs2p und Chs8p zusammen fiir etwa 95 % der
Synthaseaktivitdt in vitro verantwortlich (Selvaggini et al., 2004; Munro et al., 2003). Bei S.
cerevisiae existieren drei Chitinsynthase-Gene CHS1, CHS2 und CHS3, von denen nur die
gleichzeitige Disruption von CHS2 und CHS3 letal ist (Cabib et al., 2001). Bei der hier
durchgefiihrten Transkriptomanalyse konnte eine moderate Erhohung der Expression der
Chitinase CHS2 in pmtlA-Mutanten um den Faktor 1,5 festgestellt werden, andere
Chitinsynthase-Gene zeigten keine verdnderte Expression im Vergleich zum Wildtyp. Da
auch in der dom34A-Mutante eine moderate Erhohung der Expression der Chitinase um den
Faktor 1,6 festgestellt wurde, obwohl die Mutante im Vergleich zum Wildtyp keine Tendenz
zur Zellaggregation aufweist, scheint diese Hypothese allerdings eher unwahrscheinlich. Auch
wenn der Wirkmechanismus nicht bekannt ist, erfolgt in der Doppeldeletionsmutante eine
Suppression des Flokkulationsphinotyps einer pmt1A-Mutante.

4.3 Substrate von Pmtlp zeigen in der Doppeldeletionsmutante eine
verianderte O-Glykosylierung

Es konnte von Prill (2004) gezeigt werden, dass verschiedene C. albicans Proteine, wie Pirlp
oder Alslp in einer pmtlA-Mutante eine verdnderte O-Glykosylierung aufweisen, wie auch
aus dem elektrophoretischen Laufverhalten ersichtlich ist.

Mit einem Antiserum gegen das ScPir-Protein lassen sich verschiedene Formen des Pirl-
Proteins in C. albicans detektieren (Kandasamy et al., 2000). Die grofite Form des Proteins
lauft bei einer Grofe von ca. 140-200 kDa und ist als nicht scharf abgegrenzte Bande
erkennbar. Bei den Banden geringerer molekularer Masse handelt es sich entweder um
Abbauprodukte, unreife Vorstufen von Pirlp oder um eine Kreuzreaktion des Antiserums mit
anderen Proteinen. Kapteyn et al. (2000) berichten dass das Anti-Pir2-Serum in S. cerevisiae
in geringem Maf3e mit ScPirlp reagiert. Kandasamy et al. (2000) konnten in C. albicans zwei
Formen mit dem ScPir2p/ HSP150-Antiserum detektieren, welche eine Gréfle von 150 kDa
und 66 kDa haben. In der pmtl1A-Mutante ist das Laufverhalten von CaPirlp verdndert. Die
Hauptform hat eine Groe von 55-70 kDa, daneben wird eine 110 kDa-Form beobachtet. In
der dom34A-Mutante und der Doppeldeletionsmutante ldsst sich ein dem Wildtyp
entsprechendes Bandenmuster von CaPirlp detektieren. Damit wird der Glykosylierungs-
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defekt, der durch die pmtlA-Mutation ausgelost wird in der Doppeldeletionsmutante
supprimiert.

Fiir Als1p wurde bereits eine Pmt1p-vermittelte O-Glykosylierung festgestellt (Kapteyn et al.,
2000; Timpel et al., 1998). Mittels des Alslp-Antiserums wurden mehrere Banden
verschiedener Grofle detektiert. Die grofite, sichtbare Bande des Wildtypextrakts und der
dom34A-Mutante entspricht der von Kapteyn et al. (2000) berichteten Grofle von mehr als
250 kDa fiir Alslp. Das Laufverhalten dieser Alslp-Bande ist in der pmt1A-Mutante um ca.
60 kDa verdndert. Bei der auf einer Hohe von etwa 155 kDa laufenden Bande ist das
Laufverhalten in der pmtl1A-Mutante nur wenig reduziert. Es konnte sich bei dieser von dem
Als-Antiserum erkannten Form um ein anderes Protein der aus wenigstens acht Mitgliedern
bestehenden Als-Proteinfamilie handeln (Hoyer, 2001; Sheppard et al., 2004). Die kleinste
Form, vermutlich ein Abbauprodukt, ist in der pmtl1A-Mutante kaum zu detektieren.

Bei der Analyse von Rbt51p fallen in der Immunoblot-Analyse zwei Doppelbanden bei etwa
50 kDa und 67 kDa auf. Diese Banden sind bei allen Stimmen, wenn auch mit unterschiedlich
starker Intensitidt, zu beobachten. Bei den Doppelbanden von ca. 67 kDa treten keine
Verdnderungen unter den Mutanten auf. Doch sowohl in der dom34A-Mutante, als auch in der
pmtlA-Mutante sind die Banden in unterschiedlicher Intensitit vertreten, wobei die langsamer
laufende, grofere Form stirker als beim Wildtyp auftritt. Teilweise sind die Doppelbanden
wegen der starken Synthese der groferen Form kaum noch zu erkennen. In der
Doppeldeletionsmutante ldsst sich eine Intensitdtsverteilung der 50 kDa-Doppelbande wie
beim Wildtyp erkennen. Auch bei Rbt51p wird somit der pmtlA-Phénotyp in der
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Doppeldeletionsmutante supprimiert. Die Suppression des
verdnderten Laufverhaltens im Immunoblot von Pirlp und Rbt51p einer pmtlA-Mutation in
der Doppeldeletionsmutante konnte durch die Expression des DOM34-Gens mittels pSK2
wieder aufgehoben werden; es wurde der pmt1A-Phénotyp wiederhergestellt.

Wickert (1998) zeigte, dass bei S. cerevisiae in der dom34A-Mutante ein O-Glykosylierungs-
defekt verschiedener sekretierter Proteine, wie hIGF-1, Chitinase oder a-Agglutinin auftritt.
Er konnte auch zeigen, dass in der dom34A pmtlA-Deletionsmutante die Glykosylierung von
hIGF-1 wieder hergestellt ist. Es erfolgte in Bezug auf die Glykosylierung von hIGF-1
offensichtlich eine Suppression des Glykosylierungsdefektes der Einzeldeletionsmutanten in
der Doppeldeletion. Dieses Ergebnis zeigt eine antagonistische Interaktion der pmtlA- und
dom34A-Mutation, im Gegensatz zu weiteren synthetischen Phianotypen.

4.4 Dom34p ist phosphoryliert

Die mit S. cerevisiae und C. albicans erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass Dom34p in
unterschiedliche zelluldre Prozesse, direkt oder indirekt, involviert ist. Dies konnte bedeuten,
dass die Aktivitdt des Proteins, abhdngig von den Umweltbedingungen, reguliert werden
muss, z.B. durch Proteinphosphorylierung. Durch diese posttranslationale Modifikation der
Proteine wird es Zellen ermdglicht, auf verdnderte Umweltbedingungen, wie beispielsweise
Nihrstoffmangel (Dean und Cartee, 2000) oder oxidativen Stress (Kishi et al., 2001) zu
reagieren. Wie gezeigt, besitzt CaDom34p diverse putative Phosphorylierungsstellen. Mittels
einer alkalischen Phosphatase-Behandlung des Zellextrakts verschiedener Stamme konnte
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erstmalig fir ein Dom34-Protein gezeigt werden, dass das CaDom34p teilweise
phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung ist unabhingig von der Proteinkinase A (PKA),
denn bei zwei C. albicans-Mutanten mit Mutationen in den Isoformen der PKA konnte keine
Verdanderung der Verteilung von phosphoryliertem und dephosphoryliertem Dom34p
festgestellt werden. Bei den Mutanten handelte es sich um die tpk1A/tpk1A-Mutante und die
tpk2A/tpk2A-Mutante, in denen jeweils eine der beiden katalytischen Einheiten der C.
albicans-PKA deletiert wurde.

Bei der weiteren Analyse des Phosphorylierungsstatus des Dom34p unter -einigen
Stressbedingungen, wie einem osmotisch verdndertem Medium oder einer schrittweise
erhohten Wachstumstemperatur, wurde ermittelt, dass ab einer Wachstumstemperatur von 35
°C sich das Phosphorylierungsmuster zu Gunsten des dephosphorylierten Dom34p verschiebt.
Da dom34A-Mutanten bei 42 °C nicht lebensfdhig sind, konnte daraus abgeleitet werden, dass
die phosphorylierte Form von Dom34p die funktionell aktive Form darstellt. Weitere
Versuche, bei denen der Phosphorylierungsstatus von Dom34p unter anderen Stress-
bedingungen getestet wird oder auch gezielte Aminosdureaustausche der potentiellen
Phosphorylierungsstellen, miissen allerdings noch erfolgen.

4.5 Der Einfluss der dom34A-Mutation auf das Transkriptom von C.
albicans

Dom34p ist in viele unterschiedliche zelluldre Prozesse involviert, die in der Mutante defekt
sind und vermutlich spezifische Anderungen der Genexpression anderer Gene hervorrufen. Es
wurde mit der Mikroarray-Technik eine vergleichende Transkriptomanalyse der Mutanten
mit dem Wildtyp durchgefiihrt. Die Clusteranalyse aller regulierten Gene beweist, dass sich
das Expressionsprofil der Doppeldeletionsmutante deutlich von denen der Einzeldeletions-
mutanten unterscheidet.

Bei der Analyse der DNA-Mikroarrays der Einzeldeletionsmutanten fillt auf, dass die
Expression von mehr Genen erhoht als erniedrigt ist. Dabei konnte es sich um einen
Kompensationsmechanismus der Zelle handeln. Die Deletion von pmtlA oder dom34A
resultiert in einer Stresssituation der Zelle, die durch eine reduzierte- oder fehlende O-
Mannosylierung hervorgerufen wird. Es werden vermutlich viele falsch gefaltete, instabile
und in ihrer Funktion eingeschriankte Proteine, unter denen sich wahrscheinlich auch Sensoren
der Zelloberflache und Zellwandproteine befinden, erzeugt.

Nach einer Normalisierung der Daten und einer statistischen Auswertung konnten in allen
drei Mutanten insgesamt 603 statistisch signifikant regulierte Gene mit einer mindestens 1,5-
fach abweichenden Expression identifiziert werden. Es wurden 347 stirker exprimierte Gene
und 256 schwicher exprimierte Gene festgestellt. In den Einzeldeletionsmutanten sind mehr
Gene (338) im Vergleich zum Wildtyp stirker exprimiert und nur 147 Gene sind insgesamt
schwicher exprimiert. In der Doppeldeletion ist die Situation gidnzlich verschieden. Man
findet nur 9 Gene, die im Vergleich zum Wildtyp stirker exprimiert werden. Allerdings sind
109 Gene schwicher exprimiert, wobei ihr Grad der Regulation schwécher als bei den
Einzeldeletionsmutanten ausfillt. Das Transkriptom der Doppeldeletionsmutante kommt von
allen Mutanten dem des Wildtyps am ndchsten. Auch die Venn-Diagramme deuten an, dass
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sich das Transkriptom der Doppeldeletion von denen der Einzeldeletionen unterscheidet. Es
werden viel mehr Gene der Einzeldeletionsmutanten dhnlich reguliert, als dass der Fall bei der
Doppeldeletion und einer der Einzeldeletionen ist. Dieses Ergebnis ist nicht sehr erstaunlich,
da bei fast allen Versuchen eine Suppression der Phianotypen der Einzeldeletionsmutanten in
der Doppeldeletionsmutante erfolgte.

Bei den Einzeldeletionsmutanten werden Gene, die in der Zellwand-Biogenese involviert
sind, stirker exprimiert. Dabei handelt es sich beispielsweise um ECM331 oder auch ECM22
(ECM331: dom34A - 3,6-fach, pmtlA - 2,0-fach; ECM22: dom34A - 1,6-fach, pmtlA - 1,9-
fach). Aber auch Gene, die eine Rolle bei der Ausschleusung von Antibiotika oder
Antimykotika aus der Zelle besitzen, wic CDR1 (dom34A - 2,3-fach, pmt1A - 1,8-fach), sind
starker exprimiert. Bei der dom34A-Deletionsmutante fallt auf, dass verstarkt Transkriptions-
faktoren und Gene, die an der Proteinbiosynthese beteiligt sind, stirker exprimiert werden. Es
ist daher auch hier davon auszugehen, dass es sich um einen Kompensationsmechanismus der
Zelle gegeniiber der durch die Deletion verursachten Stresssituation handelt.

Grundsitzlich bleibt anzumerken, dass mittels der Transkriptomanalysen bei Standard-
wachstumsbedingungen in YPD-Vollmedium nur ein Teilbereich der Umweltbedingungen
analysiert wurde. Es ist bekannt, dass die Expression vieler Gene von den Wachstums-
bedingungen abhingt und hierbei insbesondere von der Wahl des Mediums. In einer
vergleichenden Transkriptomanalyse von S. cerevisiae in SD-Minimalmedium, bzw. YPD-
Vollmedium, wurden mehr als 10 % aller Gene differentiell exprimiert (Wodicka et al.,
1997). Weiterhin konnte dariiber spekuliert werden, wie sich das Transkriptom beispielsweise
bei einer erhdhten Wachstumstemperatur verdndern wiirde, da bei den Mutanten zum Teil
doch erhebliche Sensitivititen auftraten. Weitere Transkriptomanalysen unter verdnderten
Bedingungen, wie zum Beispiel bei Osmostress oder bei erhohter Wachstumstemperatur von
42 °C konnen weitere Hinweise auf die Funktion von Dom34p bei der Regulation der Pmt-
Isoformen liefern.

4.6 Wirkung von dom34A auf heterozygote pmt-Mutationen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in C. albicans eine Suppression des
pmt1A-Phénotyps durch die Einfiihrung einer Deletion des DOM34-Gens erzielt wird. Dieses
war unerwartet, da in S. cerevisiae ein synthetischer Phénotypeffekt der beiden
Einzeldeletionen pmt1A und dom34A zu beobachten war. Dieses Ergebnis wirft die Frage auf,
ob DOM34 nicht nur mit PMT1, sondern auch mit anderen PMT-Isoformen genetische
Interaktionen zeigt. Daher wurden verschiedene einzelne PMT-Allele im dom34A/dom34A-
Stammbhintergrund disruptiert und néher untersucht.

Aufgrund ihrer Aminosduresequenz ldsst sich die Pmt-Proteinfamilie in eine Pmtl-, Pmt2-
und eine Pmt4-Subfamilie einteilen (Ernst und Prill, 2001). In héheren Organismen existieren
nur Mitglieder der Pmt2- und Pmt4-Subfamilien (Willer et al., 2003). Zur Pmt1-Familie von
S. cerevisiae und C. albicans gehéren Pmtlp und Pmt5p und im Falle von S. cerevisiae auch
Pmt7p. Es ist zu vermuten, dass, aufgrund der Substratspezifitidt von Pmt-Proteinen (Gentzsch
und Tanner, 1996; Prill et al., 2005), die Aktivitdt der einzelnen Mitglieder einer Pmt-Gruppe
in der Zelle reguliert sein muss. So ist es denkbar, dass die Aktivitdt von Pmt5p reduziert oder
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gar reprimiert wird, wenn Pmtlp ein Protein mannosyliert. Ahnliche Regulationen konnten
auch fiir die anderen Pmt-Proteinfamilien gelten.

Durch die Deletion einzelner Allele fiir Protein-O-mannosyltransferasen in einem
dom34A/dom34A-Stammhintergrund ergeben sich gegensitzliche Effekte. So zeigt
beispielsweise die dom34A/dom34A pmt5A/PMT5-Mutante eine sehr starke Sensitivitét
gegeniiber Hygromycin B, wihrend die Einzelmutationen dom34A/dom34A, pmt5A/pmt5A
und pmtSA/PMTS5 nicht sensitiv sind. In diesem Fall ergibt sich ein additiver oder sogar
synergistischer Phiinotyp aus der Kombination der Einzelmutationen. Ahnlich wie in S.
cerevisiae, zeigt die Doppelmutante also einen synthetischen Phénotyp beziiglich einer
Hygromycin B-Sensitivitidt. Auch bei der Hypheninduktion der Mutante auf Lee’s-Medium
kann dieser Effekt beobachtet werden. Wihrend die Deletionsmutanten dom34A/dom34A,
pmtSA/pmtSA und pmtSA/PMTS keinen Defekt der Hypheninduktion zeigen, ist es der
dom34A/dom34A pmt5A/PMT5-Mutante nicht moglich, Hyphen auszubilden. Anders verhélt
es sich bei der pmtlA-Mutante. Widhrend die Deletionsmutanten pmt1A/pmtlA und
pmt1A/PMT1 nicht mehr in der Lage sind, Hyphen zu bilden, sind vereinzelt bereits Hyphen
in der dom34A/dom34A pmt1A/PMT1-Mutante zu erkennen. Somit wird der durch die pmt1A-
Mutation verursachte Phinotyp durch Mutation von DOM34 teilweise aufgehoben. Auch bei
den anderen untersuchten Kombinationen von dom34A- und pmtA-Mutationen konnten
teilweise synthetische Effekte gefunden werden. Interessant ist die Tatsache, dass es nicht
moglich war, pmt2A/PMT2-Transformanten in einer dom34A/dom34A-Mutante zu erhalten.
Prill (2004) konnte zeigen, dass bereits die Deletion eines der beiden PMT2-Allele im CAl4-
Stammhintergrund einen relativ starken Phénotyp hervorruft und aufgrund eines synthetischen
Phinotyps homozygote pmt2A-Mutanten nicht konstruiert werden konnten, da die Deletion
beider Allele des PMT2-Gens letal flir die Zelle ist. Moglicherweise ist die Disruption eines
der beiden PMT2-Allele im dom34A/dom34A-Stammhintergrund bereits letal fiir die Zelle.
Auch dieses Ergebnis spricht fiir die Hypothese, dass Dom34p eine Regulationsfunktion bei
der Funktion der Isoformen der Protein-O-mannosyltransferase von C. albicans hat. Dass
diese Regulation der Proteinmannosyltransferasen durch Dom34p wahrscheinlich nicht auf
der Ebene der PMT-Transkription erfolgt, konnte mittels einer ,,Real-Time*“-PCR-Analyse
gezeigt werden (Subanovic, 2005).

Auch eine direkte Interaktion von Dom34p mit den unterschiedlichen Pmt-Isoformen konnte
mit einem fiir membranstindige Proteine angepassten 2-Hybrid-System (Split-Ubiquitin-
System) bis heute nicht festgestellt werden (I. Schmidt, personliche Mitteilung). Weitere
Analysen von homozygoten pmtA-Mutanten der Stammbhintergriinde CAI4 und
dom34A/dom34A konnten hilfreich sein, um die Regulationshypothese zu unterstiitzen.
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4.7 Modell

Wickert (1998) zeigte, dass bei einer Deletion des DOM34- und PMT1-Gens in S. cerevisiae
eine Verstirkung der pmtlA-Phéinotypen in der Doppeldeletionsmutante erfolgte. In der
Abbildung 4.1 ist ein Modell zur mdoglichen Regulationsfunktion von Dom34p fiir die
Aktivitit der Isoformen der Protein-O-mannosyltransferase dargestellt. Uber eine aktivierende
Wirkung von Dom34p (rote Pfeile in Abb. 4.1) auf Pmtlp oder die anderen Pmt-Isoformen
(PmtXp in der Abbildung) ist nichts bekannt (siche Fragezeichen in Abb. 4.1). Einen Einfluss
von Dom34p auf Pmtlp konnte mittels des von Weston et al. (1993) vorgestellten und von
Timpel et al. (1998) adaptierten in vitro Peptid-Tests zur Uberpriifung der Pmt1p-Aktivitit
analysiert werden. Sofern Dom34p eine aktivierende Wirkung auf Pmtlp ausiibt, miisste in
einer dom34A-Mutante die Aktivitdt verringert sein. Dieser in vitro Peptid-Test zur
Uberpriifung der Mannosylierungsaktivitit kann nur zur Aktivititsbestimmung von Pmtlp
und nicht zur Aktivitidtsbestimmung der anderen Pmt-Isoformen eingesetzt werden. Ein
Enzymtest zur Uberpriifung der Aktivitit der anderen Pmt-Isoformen existiert nicht. Ein
Protein X wird von Pmtlp glykosyliert, was in der Abbildung durch den dicken, schwarzen
Pfeil und die Mannoseketten des Proteins nach erfolgter Glykosylierung dargestellt wird.
Welchen Einfluss die anderen Isoformen der Proteinmannosyltransferasen auf die
Glykosylierung des Protein X besitzen, ist unbekannt. Symbolisiert wird dieses durch den
unterbrochenen, schwarzen Pfeil. In einer dom34A-Deletionsmutante ist der mdgliche
Aktivierungseffekt von Dom34p auf Pmtlp nicht mehr vorhanden. Dieser resultiert in einer
verminderten Glykosylierung des Protein X. In einer pmt1A-Deletionsmutante ergibt sich eine

, Mannpose
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nicht glykosyliert - » glykosyliert

Abbildung 4.1: Modell zur méglichen Regulationsfunktion
von Dom34p bei den Isoformen der Protein-O-mannosyl-
transferase. Details siche Text.
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verminderte Glykosylierung des Protein X. Eventuell konnen andere Pmt-Isoformen den
Glykosylierungsdefekt teilweise supprimieren, so dass lediglich ein unterglykosyliertes- und
kein unglykosyliertes Protein X entsteht. In einer dom34A pmtlA-Doppeldeletionsmutante
wird der Phinotyp der Einzeldeletionsmutanten verstdrkt. Dieses resultiert in einer stark
verminderten Glykosylierung des Protein X.

Wickert (1998) konnte bei der Charakterisierung der Sekretion von hIGF-1 in der Hefe S.
cerevisiae auch zeigen, dass in der dom34A pmtlA-Doppeldeletionsmutante der pmtlA-
Phinotyp abgeschwicht wird und wildtypdhnliche Zustéinde auftreten. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass C. albicans pmt1A-Phanotypen durch die Deletion
des DOM34-Gens supprimiert werden. Bei der Analyse von heterozygoten pmtA-Mutationen
in einem dom34A/dom34A-Stammbhintergrund zeigte sich, dass genetische Interaktionen nicht
nur zwischen DOM34 und PMT1, sondern auch zwischen DOM34 und Genen fiir andere Pmt-
Isoformen auftreten. Im Gegensatz zu pmtl-Mutationen erfolgt keine Aufhebung der
Phénotypen, sondern eine Verstarkung von pmt5-Phénotypen durch eine dom34-Mutation. In
der Abbildung 4.2 ist ein weiteres Modell zur moglichen Regulationsfunktion von Dom34p
fiir die Aktivitdt der Isoformen der Protein-O-mannosyltransferase dargestellt. Carr-Schmid et
al. (2002) postulierten, dass Dom34p durch die Bindung von 3’-Bereichen bestimmter
mRNAs die Regulation der Translation dieser mRNAs beeinflusst. Es ist denkbar, dass
Dom34p erkennt, um welches Protein oder RNA es sich handelt, verdeutlicht durch die
gebogenen Doppelpfeile, und darauthin ganz gezielt Pmtlp stimuliert oder die anderen Pmt-
Isoformen teilweise oder vollstindig inhibiert. Dom34p reguliert die Aktivitit der Pmt-
Proteine also proteinspezifisch. Das zu glykosylierende Protein X oder die mRNA des
Proteins steuert die Funktion von Dom34p in Bezug auf die Regulation fiir die Aktivitét der
Pmt-Isoformen. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit konnte Dom34p einen reprimierenden
Effekt auf die anderen Pmt-Proteine (PmtXp) besitzen. Dieses wird durch das rote Symbol
dargestellt. Die Ebene der mdglichen Repression ist unbekannt. Auch eine aktivierende
Wirkung auf Pmtlp ist denkbar, was durch den roten Pfeil angezeigt wird. Uber die Wirkung
von Dom34p auf andere Proteine, die einen Einfluss auf die Pmt-Isoformen ausiiben konnten,
ist nichts bekannt (siche schwarzen Pfeil und Fragezeichen in der Abbildung). Ein Protein X
wird von Pmtlp glykosyliert, was in der Abbildung durch den dicken, schwarzen Pfeil und
die Mannoseketten des Proteins nach erfolgter Glykosylierung dargestellt wird. Welchen
Einfluss die anderen Pmt-Isoformen auf die Glykosylierung des Protein X besitzen, ist nicht
bekannt. Dieses wird durch den unterbrochenen, schwarzen Pfeil symbolisiert. In einer
pmtlA-Deletionsmutante ergibt sich eine verminderte Glykosylierung des Protein X. In einer
dom34A-Deletionsmutante wird die blockierende Wirkung von Dom34p auf die anderen Pmt-
Isoformen aufgehoben. Die anderen Pmt-Proteine konnten einen Einfluss auf die
Glykosylierung des Protein X besitzen. Dieser Effekt auf den Glykosylierungsstatus des
Protein X kann jedoch nicht festgestellt werden, da das Protein X weiterhin vollstdndig durch
Pmtlp glykosyliert wird. In einer Doppeldeletionsmutante wird der Phénotyp der
Einzeldeletionsmutanten aufgehoben. Da die reprimierende Wirkung von Dom34p auf die
anderen Pmt-Isoformen durch die Deletion des DOM34-Gens aufgehoben wurde, konnten die
anderen Pmt-Proteine moglicherweise die Aufgaben von Pmtlp bei der Glykosylierung des
Protein X zumindest teilweise iibernehmen. Das Protein X wird vollstidndig glykosyliert und
die Einzeldeletionsdefekte werden supprimiert.
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Abbildung 4.2: Modell zur moglichen Regulationsfunktion von Dom34p bei den Isoformen der
Protein-O-mannosyltransferase. Details siche Text.

Festzuhalten bleibt, dass in S. cerevisiae in der dom34A pmtlA-Mutante beziehungsweise in
der dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Deletionsmutante in C. albicans ein unterschiedlicher
Effekt auftritt; in S. cerevisiae erfolgt ein synthetischer Phanotyp und in C. albicans wird ein
antagonistischer Phinotyp beobachtet.
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5. Zusammenfassung

Das Dom34-Protein ist ein in Eukaryoten und in Archaebakterien konserviertes Protein, das in
verschiedene zelluldre Prozesse involviert ist. In der Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte
eine Beteiligung von Dom34p an Translation, Filamentbildung und der O-Glykosylierung
nachgewiesen werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung des DOM34-
Genproduktes des humanpathogenen Pilzes Candida albicans auf die Wachstums-
eigenschaften und O-Glykosylierung zu charakterisieren. Insbesondere sollte das funktionelle
Verhéltnis von Dom34p zu der Proteinmannosyl-Transferase-1 (Pmtlp) charakterisiert
werden.

Nach der Disruption des DOM34-Gens in verschiedenen Stammhintergriinden konnte bei der
Charakterisierung der Mutanten festgestellt werden, dass eine dom34A/dom34A-Mutante
Wachstumsdefekte bei einer Temperatur von 42 °C zeigt. Bei 37 °C ist die Deletionsmutante
besonders sensitiv gegeniiber Zellwand-destabilisierenden Substanzen, Azol-Antimykotika
und Hygromycin B. Auch das Glykosylierungsmuster des sekretorischen Proteins Rbt51p ist
in der dom34A/dom34A-Mutante verdndert. Eine Phosphorylierung des Dom34-Proteins
konnte bei 37 °C, nicht aber bei einer Temperatur von 42 °C nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu S. cerevisiae, wo sich synthetische Phanotypen der pmtlA- und dom34A-
Deletionen zeigten, konnte bei C. albicans eine Suppression von pmtl1A-Phéanotypen durch
eine Deletion des DOM34-Gens erzielt werden. Verschiedene Defekte einer pmt1A/pmtlA-
Mutante, wie Sensitivititen gegeniiber Zellwand-destabilisierenden Substanzen und AlCl;,
aber auch Defekte der Flokkulation, der Zelloberflichenhydrophobizitit und der
Morphogenese der Einzeldeletionsmutante wurden in einer Dopppeldeletionsmutante
aufgehoben. Es erfolgte eine Teilsuppression der verdnderten Zellwandzusammensetzung
einer pmtlA-Mutante. Weiterhin wurden O-Glykosylierungsdefekte verschiedener Zellwand-
proteine, die in einer pmt1A/pmt1A-Mutante auftreten, supprimiert. Um zu untersuchen, ob
eine dom34-Mutation auch Mutationen anderer PMT-Gene beeinflussen kann, wurden
heterozygote pmtA-Mutationen in einem dom34A/dom34A-Stammhintergrund generiert und
charakterisiert. Es zeigte sich, dass genetische Interaktionen nicht nur zwischen DOM34 und
PMT1, sondern auch zwischen DOM34 und Genen fiir andere Pmt-Isoformen, besonders
PMTS5, auftreten. Anders als im Fall von pmtl-Mutationen, verstirkt eine dom34-Mutation die
pmt5-Phénotypen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass Dom34p Pmt-Funktionen
blockieren, aber auch aktivieren kann.

Eine vergleichende Transkriptomanalyse der Mutanten ergab, dass bei den dom34A- und
pmtlA-Einzeldeletionsmutanten Gene, die in die Zellwand-Biogenese involviert sind, starker
exprimiert werden. Auch Gene, die eine Rolle bei der Ausschleusung von Antimykotika aus
der Zelle besitzen, sind stirker exprimiert. Das Transkriptom der Doppeldeletionsmutante
kam von allen Mutanten dem des Wildtyps am néchsten. Somit bestitigen die
Transkriptomdaten die Suppression der pmtlA-Phénotypen durch die Deletion von DOM34.
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass dem Dom34-Protein eine positive oder negative
Regulationsfunktion fiir die Aktivitét der fiinf Isoformen der Protein-O-Mannosyltransferase
von C. albicans zukommt, wobei die Ebene der Regulation noch offen bleibt.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

alkal. alkalische

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumperoxidsulfat
ARS autonomous replication site
Asn Asparagin

ATP Adenosintriphosphat

BMFZ Biologisch medizinisches Forschungszentrum, Diisseldorf
bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

Ca Candida albicans

ca. circa

cDNA komplementidre DNA

Cys Cystein

Cwp cell wall protein

Da Dalton

dH,O destilliertes Wasser

Dm Drosophila melanogaster
DNA Desoxyribonucleinsidure

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP desoxy-Nukleosidtriphosphate
Dol-P-Man  Dolichol-Phospho-Mannose
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum
FOA 5-Fluoro-Orotic Acid

G Guanin

GalNAc N-Acetylgalaktosamin

GDP Guanosindiphosphat

GMP Guanosinmonophosphat

Glc Glukose

G418 Geneticin 418

GPI glycosyl-phospahtidylinositol anchor
GIcNAc N-Acetylglukosamin

h Stunde

HEPES 2-[4-(2Hydroxyethyl)-1piperazinyl]-ethansulfonsdure
HMW High molekular weightmarker
H,O Wasser

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

lat. lateinisch
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ODg00 nm
ORF

p. a.
PBS
PCR
PEG

Pir
PMSF
PKA
RNA
RNAse A
RT
RT-PCR
S

Sc

SDS
SDS-PAGE
sec

Ser

S.0.

Sp

S.U.

T
TEMED
Tris
Tab.

Thr
Upm
UTR

UDP

liquid

Lura Bertami-Medium

Molar

Milliampere

Mannose

mitogen activated protein
Methionin

Minuten

Munich Information Center for Protein Sequences
Milliliter

Millimolar

Mangan

messenger Ribonucleinsdure
4-Nitrotetrazolium Chloridblau
Nanometer

optische Dichte bei 600 nm
open reading frame (offenes Leseraster)
per analysis

Phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol

negativer dekadischer Logarithmus der H -Ionenkonzentration

proteins with internal repeats
Phenylmethylsulfonylfluorid
Proteinkinase A

Ribonucleinsiure

Ribonuclease A

Raumtemperatur

Reverse Transkription-PCR
Svedberg

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylgelelektrophorese
Sekunde

Serin

siche oben

Schizosaccharomyces pombe

siche unten

Thymin
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminoethansulfonsdure
Tabelle

Threonin

Umdrehungen pro Minute
"untranslated region" (untranslatierte Region)
Unit

Uridindiphosphat
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ultraviolettes Licht

Wildtyp

yeast nitrogen base

zum Beispiel

bei einer Wachstumstemperatur von
Resistenzgen

Durchmesser

Summe
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8. Anhang

CAT4 (5K1)
ura3A::imm434 ura3A::.imm434

SK5 (1)
ura3A::.imm434 ura3A::.imm434
dom34A:: FRT-URA3-FRT DOM34

SK20 (2)
ura3A::imm434 ura3A::.imm434
dom34A:: FRT-URA3-FRT DOM34

1

l

SK7 (1-3)
ura3A:.imm434 ura3A::.imm434
dom34A::FRT DOM34

SK9 (2-2)
ura3A::imm434 ura3A:.imm434
dom34A::FRT DOM34

l

|

SK25 (1-3: 1)
ura3A::imm434 ura3A::.imm434
dom34A:: FRT dom34A:: FRT-URA3-FRT

SKbB9 (2-2; 1)
ura3A::.imm434 ura3A::.imm434
dom34A:: FRT dom34A:: FRT-URA3-FRT

l

|

SK47 (1-3; 1-5)
ura3A::imm434 ura3A::imm434
dom34A:: FRT dom34A:: FRT

SK48 (2-2; 1-9)
ura3A::.imm434 ura3A::imm434
dom34A::FRT dom34A:: FRT

1

l

SK51 (1-3; 1-5)
ura3A::imm434 ura3A::imm434A:: URA3
dom34A:: FRT dom34A:: FRT

SK62 (2-2; 1-9)
ura3A::imm434 ura3A:: imm434A:: URAS3
dom34A: FRT dom34A: FRT

Abb. 8.1: ,,Stammbaum* der dom34A-Mutanten im Stammbhintergrund CAI4
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CAP1-3121 (SK2)
ura3A::.imm434 ura3A::imm434
pmtiIA:hisG pmtiIA:hisG

SKé6 (8)
ura3A::imm434 ura3A::imm434
pmtiA:hisG pmtiA::hisG
dom34A:: FRT-URA3-FRT DOM34

SK19 (7)
ura3A::imm434 ura3A::imm434
pmtiA:hisG pmtiA::hisG
dom34A:: FRT-URA3-FRT DOM34

l

l

SK8 (8-3)
ura3A::imm434 ura3A::imm434
pmtiA::hisG pmtiIA:hisG
dom34A:.:FRT DOM34

SK10 (7-1)
ura3A::imm434 ura3A:.imm434
pmtiA::hisG pmtiIA:hisG
dom34A::FRT DOM34

l

l

SKbB2 (8-3: 1)
ura3A:.imm434 ura3A::.imm434
pmtiIA::hisG pmtiIA:hisG
dom34A:: FRT dom34A:: FRT-URA3-FRT

SK18 (7-1; 1)
ura3A::imm434 ura3A::.imm434
pmtiIA:hisG pmtIA: hisG
dom34A:: FRT dom34A:: FRT-URA3-FRT

l

l

SKbB8 (8-3; 1-4)
ura3A::imm434 ura3A::.imm434
pmtiIA::hisG pmtiIA: hisG
dom34A:: FRT dom34A:: FRT

SK24 (7-1; 1-6)
ura3A:.imm434 ura3A::.imm434
pmtiIA:hisG pmtIA: hisG
dom34A:: FRT dom34A:FRT

l

l

SK61 (8-3; 1-4)
ura3A::imm434 ura3A::imm434A:: URAS3
pmtiA:hisG pmtiA::hisG
dom34A::FRT dom34A:: FRT

SKb53 (7-1; 1-6)
ura3A::imm434 ura3A:: imm434A:: URA3
pmtiA:hisG pmtIA: hisG
dom34A: FRT dom34A:: FRT

Abb. 8.2: ,,Stammbaum“ der dom34A-Mutanten im Stammhintergrund CAP1-3121
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Tab. 8.1: Regulierte Gene in der dom34A/dom34A-Mutante im Vergleich zum Wildtyp-Stamm
CAF2-1. Die Zellen wurden auf eine ODgy ,m von 0,5 in YPD-Medium bei 30 °C
angezogen. Die Einteilung in die unten aufgefithrten funktionellen Kategorien erfolgte
nach MIPS (http:/mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db/index.html).

Gen- Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation

Starker exprimierte Gene:
dom34A/dom34A — Wildtyp (152 Gene):

Metabolismus (29 Gene):

URA3 CA2801 C. albicans orotidine-5-monophosphate decarboxylase 3,69
IFD4 CA2416 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 3,35
PHR2 CA3867 pH-regulated protein 2 2,51
PHR1 CA4857 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 2,47
GFAl CA4016 glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase 2,38
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 2,29
IPF13407 | CA1926 unknown function 2,22
RNH1 CA0277 ribonuclease H (by homology) 2,16
ALS4.3F CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,95
IPF15604 | CA0457 transcription factor (by homology) 1,86
IPF8746 CA1548 putative alpha-1,3-mannosyltransferase (by homology) 1,83
IFD5 CA0924 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 1,81
MXR1 CA0123 methionine sulfoxide reductase 1,78
DPP3 CA3668 diacylglycerol pyrophosphate phosphatase by homology 1,77
GRP2 CA2644 reductase (by homology) 1,76
IFD1 CA0840 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 1,75
CDR2 CA6099 C. albicans drug resistance protein 2 1,71
GUT1 CA0929 glycerol kinase (by homology) 1,69
TYE7 CA3707 basic helix-loop-helix transcription factor by homology 1,62
ECM22 CA0471 putative protein involved in cell wall biogenesis (by homology) 1,62
HIP1 CA3708 histidine permease (by homology) 1,61
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,60
IPF7414 CA2243 putative transcription factor (by homology) 1,59
CHS3.3F | CA3711 chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 3, 5-prime end 1,57
IPF11897 | CA3733 unknown function 1,57
IPF907 CA5985 unknown function 1,56
PCK1 CA5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1,54
GAL10 CA4041 UDP-glucose 4-epimerase by homology 1,51
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,51
Energie (4 Gene):

IFD4 CA2416 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 3,35
IFD5 CA0924 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 1,81
IFD1 CA0840 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 1,75
PCK1 CAS5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1,54
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Zellzyklus und DNA- Prozessierung (7 Gene):

ECM331 CA2181 involved in cell wall biogenesis and architecture (by homology) 3,59
IPF5009 CA4089 unknown function 2,04
DPP3 CA3668 diacylglycerol pyrophosphate phosphatase by homology 1,77
MAK16 CA2670 nuclear viral propagation protein (by homology) 1,70
PWP2 CA5466 periodic tryptophan protein (by homology) 1,61
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,60
ROT1 CA1583 suppressor of TOR2 mutations (by homology) 1,59
Transkription (18 Gene):
IPF14682 | CA5657 putative transcription factor (by homology) 3,72
PLC3 CA3159 phosphatidylinositol phospholipase C 2,40
RPB5 CA3494 DNA-directed RNA polymerase I, I, III (by homology) 2,39
BRR2 CA4411 RNA helicase-related protein (by homology) 2,28
DRS1 CA6029 ATP dependent RNA helicase (by homology) 1,96
RRP3.3 RNA-dependent ATPase, helicase, required for maturation of 35S
EOC CA5957 primary transcript, 3-prime end (by homology) 1,87
component of the U3 small nucleolar ribonucleoprotein (by
MPP10 CA0813 homology) 1,86
IPF15604 | CA0457 transcription factor (by homology) 1,86
nvolved in processing rRNA precursor species to mature rRNAs
RRP1 CA5882 (by homology) 1,81
SPB1 CA0443 putative methyltransferase by homology 1,79
IPF4776 CA1443 unknown function 1,72
DNA-directed RNA polymerase I, 135 KD subunit (by
RPA135 CA5633 homology) 1,65
IPF1568 CA5414 unknown function 1,63
ECM22 CA0471 putative protein involved in cell wall biogenesis (by homology) 1,62
TYE7 CA3707 basic helix-loop-helix transcription factor by homology 1,62
similar to S. cerevisiae Bur6p functional homolog of human
IPF9169 CA2696 NC2alpha (by homology) 1,59
IPF7414 CA2243 putative transcription factor (by homology) 1,59
IPF907 CA5985 unknown function 1,56
Proteinbiosynthese (5 Gene):
IPF61 CA6098 unknown function 1,98
SPB1 CA0443 putative methyltransferase by homology 1,79
PPQ1 CA3829 phosphoprotein phosphatase (by homology) 1,57
TIF5 CA0667 translation initiation factor elF5 (by homology) 1,56
translation initiation factor eIF3 RNA-binding subunit (by
GCD10 CA4506 homology) 1,52
Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal) (7 Gene):
SAP9 CA4700 aspartyl proteinase 9 (by homology) 2,79
IPF10278 | CA0945 DNA-J- like protein (by homology) 2,33
IPF13407 | CA1926 unknown function 2,22
DRS1 CA6029 ATP dependent RNA helicase (by homology) 1,96
IPF8746 CA1548 putative alpha-1,3-mannosyltransferase (by homology) 1,83
SMF12 CA1879 manganese transporter (by homology) 1,59
MAP1 CA4387 methionine aminopeptidase, isoform 1 (by homology) 1,55
Zelluldrer Transport und Transportmechanismen (7 Gene):
RAD4 CA2881 exzision repair protein (by homology) 1,71
similar to S. cerevisiae Chs7p involved in control of protein
IPF7475 CA1921 export from the ER (by homology) 1,65
PMC1 CA1645 Ca”'-transporting P-type ATPase (by homology) 1,62
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HIP1 CA3708 histidine permease (by homology) 1,61
actin filament bundling protein, fimbrin, 5-prime end (by
SAC6.5F CA0408 homology) 1,60
SMF12 CA1879 manganese transporter (by homology) 1,59
ALR1 CA0796 divalent cation transporter (by homology) 1,53

Zellulare Kommunikation/ Signaltransduktion (1 Gen):

IPF15604 | CA0457 | transcription factor (by homology) | 1,86

Zellulire Uberlebensmechanismen (9 Gene):

DDR48 CA4336 stress protein (by homology) 7,63
IPF1222 CA4836 similar to superoxide dismutase (by homology) 7,36
IPF14682 | CA5657 putative transcription factor (by homology) 3,72
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 2,29
MXR1 CA0123 methionine sulfoxide reductase 1,78
IPF11548 | CA3094 serine/ threonine protein kinase (by homology) 1,71
CDR2 CA6099 C. albicans drug resistance protein 2 1,71
ALR1 CA0796 divalent cation transporter (by homology) 1,53
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,51

Umweltinteraktion (15 Gene):

IPF14682 | CA5657 putative transcription factor (by homology) 3,72
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 2,29
strong similarity to ferric reductase, internal fragment (by
FRE30.53 | CA3415 homology) 2,11
strong similarity to ferric reductase Fre2p, 3-prime end (by
FRE30.3 CA3416 homology) 2,07
AKR1 CA1102 ankyrin repeat-containing protein by homology 1,83
ENA21.3 CA4425 P-type ATPase, 3-prime end (by homology) 1,78
CCH1 CA4608 calcium channel protein (by homology) 1,75
CDR2 CA6099 C. albicans drug resistance protein 2 1,71
ERK1 CA0722 mitogen-activated protein kinase (FUS3 homolog) 1,64
PMC1 CA1645 Ca’"transporting P-type ATPase (by homology) 1,62
HIP1 CA3708 histidine permease (by homology) 1,61
SMF12 CA1879 manganese transporter (by homology) 1,59
FRE7 CA5621 ferric reductase transmembrane component (by homology) 1,59
ALR1 CA0796 divalent cation transporter (by homology) 1,53
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,51

Zellschicksal (13 Gene):

ECM331 CA2181 involved in cell wall biogenesis and architecture (by homology) 3,59
GFAl CA4016 glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase 2,38
MCDA4 CA5003 sporulation protein (by homology) 1,94
AKR1 CA1102 ankyrin repeat-containing protein by homology 1,83
RBT4 CA0104 repressed by Tupl protein 1,82
DPP3 CA3668 diacylglycerol Pyrophosphate Phosphatase by homology 1,77
CCH1 CA4608 calcium channel protein (by homology) 1,75
ERK1 CA0722 mitogen-activated protein kinase (FUS3 homolog) 1,64
similar to S. cerevisiae AxI2p required for axial pattern of
AXL2 CA2164 budding (by homology) 1,62
PWP2 CAS5466 periodic tryptophan protein (by homology) 1,61
actin filament bundling protein, fimbrin, 5-prime end (by
SAC6.5F CA0408 homology) 1,60
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,60
CHS3.3F CA3711 chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 3, 5-prime end 1,57
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Zelluldre Bestimmung (45 Gene):

IPF1222 CA4836 similar to superoxide dismutase (by homology) 7,36
SAP9 CA4700 aspartyl proteinase 9 (by homology) 2,79
PHR2 CA3867 pH-regulated protein 2 2,51
PHR1 CA4857 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 2,47
PLC3 CA3159 phosphatidylinositol phospholipase C 2,40
RPB5 CA3494 DNA-directed RNA polymerase I, 11, III (by homology) 2,39
GFA1l CA4016 glutamine: fructose-6-phosphate amidotransferase 2,38
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 2,29
BRR2 CA4411 RNA helicase-related protein (by homology) 2,28
IPF5009 CA4089 unknown function 2,04
DRS1 CA6029 ATP dependent RNA helicase (by homology) 1,96
ALS4.3F CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,95
RRP3.3 RNA-dependent ATPase, helicase,required for maturation of 35S
EOC CAS5957 primary transcript, 3-prime end (by homology) 1,87
component of the U3 small nucleolar ribonucleoprotein (by
MPP10 CAO0813 homology) 1,86
IPF15604 | CA0457 transcription factor (by homology) 1,86
IPF8746 CA1548 putative alpha-1,3-mannosyltransferase (by homology) 1,83
SPB1 CA0443 putative methyltransferase by homology 1,79
CRH11 CAO0375 probable membrane protein (by homology) 1,72
CDR2 CA6099 C. albicans drug resistance protein 2 1,71
MAK16 CA2670 nuclear viral propagation protein (by homology) 1,70
DNA-directed RNA polymerase I, 135 KD subunit (by
RPA135 CA5633 homology) 1,65
similar to S. cerevisiae Chs7p involved in control of protein
IPF7475 CA1921 export from the ER (by homology) 1,65
ERK1 CA0722 mitogen-activated protein kinase (FUS3 homolog) 1,64
IPF1568 CA5414 unknown function 1,63
PMC1 CA1645 Ca’'-transporting P-type ATPase (by homology) 1,62
TYE7 CA3707 basic helix-loop-helix transcription factor by homology 1,62
similar to S. cerevisiae AxI2p required for axial pattern of
AXL2 CA2164 budding (by homology) 1,62
PWP2 CAS5466 periodic tryptophan protein (by homology) 1,61
HIP1 CA3708 histidine permease (by homology) 1,61
actin filament bundling protein, fimbrin, 5-prime end (by
SAC6.5F CA0408 homology) 1,60
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,60
similar to S. cerevisiae Bur6p functional homolog of human
IPF9169 CA2696 NC2alpha (by homology) 1,59
SMF12 CA1879 manganese transporter (by homology) 1,59
ALS1.3
EOC CA0316 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,58
IPF11897 | CA3733 unknown function 1,57
CHS3.3F | CA3711 chitin-UDP acetyl-glucosaminyl transferase 3, 5-prime end 1,57
KRR1 CA4096 involved in cell division and spore germination 1,56
TIF5 CA0667 translation initiation factor elF5 (by homology) 1,56
IPF907 CA5985 unknown function 1,56
MAP1 CA4387 methionine aminopeptidase, isoform 1 (by homology) 1,55
PCK1 CAS5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1,54
ALR1 CA0796 divalent cation transporter (by homology) 1,53
translation initiation factor eIlF3 RNA-binding subunit (by
GCD10 CA4506 homology) 1,52
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,51
GAL10 CA4041 UDP-glucose 4-epimerase by homology 1,51
Transporterleichterung (9 Gene):
| CDR1 | CA6066 | multidrug resistance protein (by homology) 2,29
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ENA21.3 CA4425 P-type ATPase, 3-prime end (by homology) 1,78
CCH1 CA4608 calcium channel protein (by homology) 1,75
CDR2 CA6099 C. albicans drug resistance protein 2 1,71
PMC1 CA1645 Ca”'-transporting P-type ATPase (by homology) 1,62
HIP1 CA3708 Histidine permease (by homology) 1,61
SMF12 CA1879 manganese transporter (by homology) 1,59
ALR1 CA0796 divalent cation transporter (by homology) 1,53
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,51
Virulenzeigenschaften (6 Gene):
SAP9 CA4700 aspartyl proteinase 9 (by homology) 2,79
strong similarity to ferric reductase, internal fragment (by
FRE30.53 | CA3415 homology) 2,11
strong similarity to ferric reductase Fre2p, 3-prime end (by
FRE30.3 CA3416 homology) 2,07
ALS4.3F CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,95
FRE7 CA5621 ferric reductase transmembrane component (by homology) 1,59
ALS1.3
EOC CAO0316 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,58
Unklassifizierte- und unbekannte Proteine (77 Gene):
RTA2 CA3607 unknown function 18,09
DDR48 CA4336 stress protein (by homology) 7,63
IPF4724 CA3253 unknown function 5,83
IPF3964 CA4111 unknown function 4,79
IPF7459 CA3657 unknown function 3,76
protein involved in 7-aminocholesterol resistance (by
RTA4 CA3835 homology) 3,54
IPF15442 | CA0188 unknown function 3,17
IPF4119 CA0125 unknown function 3,04
IPF17186 | CA0828 unknown function 2,92
IPF10429 | CA0721 unknown function 2,80
IPF20026 | CAS113 unknown function 2,71
IPF17574 | CA0485 unknown function 2,59
IPF19142 | CA0184 unknown function 2,44
IPF18732 | CA1234 histidine-rich glycoprotein precursor (by homology) 2,37
BRR2 CA4411 RNA helicase-related protein (by homology) 2,28
IPF8661 CA4718 unknown function 2,27
IPF11849 | CA1365 unknown function 2,26
IPF10153 | CA3747 membrane transporter by homology 2,17
RTA3 CA3606 unknown function 2,16
IPF10911 | CA2629 unknown function 2,14
IPF16253 | CA0782 unknown function 2,13
IPF18641.
EXON1 CA1639 unknown function, exon 1 2,07
IPF19801 | CA4566 unknown function 2,04
IPF12811 | CA2348 putative serine/ threonine kinase 2,00
IPF12148 | CA3007 unknown function 2,00
IPF20152 | CA3975 unknown function 1,97
IPF300 CA5470 unknown function 1,96
MCDA4 CA5003 sporulation protein (by homology) 1,94
IPF17652.
3 CA0037 reverse transcriptase, 3-prime end (by homology) 1,93
IPF13756.
5F CA2413 unknown function 1,89
IPF3618 CA4339 unknown function 1,89
IPF14362 | CA4400 unknown function 1,89
DBP9 CA0715 dead box helicase 1,86
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IPF4257 CA4003 unknown function 1,85
IPF4443 CA0051 unknown function 1,83
IPF14119 | CA0689 unknown function 1,83
IPF6665 CA4289 unknown function 1,83
IPF525 CA5613 unknown function 1,80
IPF13717 | CA0712 unknown function 1,80
IPF4119.5 | CA4174 unknown function, 5-prime end 1,79
IPF630 CA6016 unknown function 1,78
IPF18641.

EXON2 CA1640 unknown function, exon 2 1,77
IPF18447 | CA2592 putative zinc-finger protein (by homology) 1,75
NOG1 CA5682 nucleolar G-protein (by homology) 1,74
IPF8108 CA2046 unknown function 1,73
IPF3709 CA5051 unknown function 1,72
IPF18034 | CA0283 unknown function 1,70
IPF13202 | CA3033 unknown function 1,68
IPF11615 | CA1047 RNA-binding proteins (by homology) 1,67
IPF16479 | CA0098 unknown function 1,67
IPF14019 | CA1950 unknown function 1,66
IPF4999 CA2874 unknown function 1,63
IPF13116 | CA2030 unknown function 1,63
IPF7819 CA3563 unknown function 1,62
PMC1 CA1645 Ca’'-transporting P-type ATPase (by homology) 1,62
IPF15870 | CA2769 unknown function 1,61
IPF3767 CA0057 unknown function 1,60
IPF4012 CA1039 unknown function 1,59
IPF10262 | CA1160 unknown function 1,59
IPF522 CA5614 unknown function 1,58
IPF20058 | CA0500 unknown function 1,58
IPF12606.

5EOC CA0693 unknown function, 5-prime end 1,58
IPF15015 | CA0276 unknown function 1,55
IPF20118 | CA2868 unknown function 1,55
IPF893 CAS5336 unknown function 1,55
IPF1341 CAS112 similarity to mucin proteins (by homology) 1,54
TCI1 CA1370 protein phosphatase Two C-Interacting protein (by homology) 1,54
RRP6 CA2593 involved in 5.8S rRNA processing (by homology) 1,54
IPF407 CAS5848 unknown function 1,54
IPF5607 CA2814 unknown function 1,53
IPF1136 CA5787 unknown function 1,52
IPF19908 | CA1242 unknown function 1,51
IPF19026 | CA0349 unknown function 1,51
IPF9525 CA1822 unknown function 1,51
IPF6424 CA2394 unknown function 1,51
IPF14911 | CA2547 unknown function 1,51
IPF12084 | CA3104 unknown function 1,51
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Gen- Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation

Schwicher exprimierte Gene:
dom34A/dom34A — Wildtyp (86 Gene):

Metabolismus (41 Gene):

IFE2 CA2075 unknown function 0,38
RHR2 CAS5788 DL-glycerol phosphatase 0,38
ERG1 CA1353 squalene epoxidase 0,38
ERG3 CA1956 C5,6 desaturase 0,43
GDH3 CA1579 NADP-glutamate dehydrogenase (by homology) 0,44
similar to S. cerevisiae Glg2p self-glucosylating initiator of
IPF8321 CA2938 glycogen synthesis (by homology) 0,44
similar to S. cerevisiae Upc2p RNA polymerase II transcription
IPF7289 CA3878 factor 0,44
RNR22 CA4492 ribonucleoside-diphosphate reductase (by homology) 0,45
GLK1 CA0263 aldohexose specific glucokinase (by homology) 0,47
DAK2.3
EOC CA0311 dihydroxyacetone kinase, 3-prime end (by homology) 0,51
CDR4 CA3895 Multidrug resistance protein 0,52
ERG16 CA1387 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 0,52
IPF7686 CA3169 putative mitochondrial phosphate carrier protein (by homology) 0,52
PDX3 CA4261 pyridoxamine-phosphate oxidase (by homology) 0,54
hydroxylation of C-4 of the sphingoid moiety of ceramide by
SUR2 CA2225 homology 0,56
TPS2 CA5066 threalose-6-phosphate phosphatase (by homology) 0,57
HXT61 CA1070 sugar transporter 0,57
COX15 CA1688 cytochrome oxidase assembly factor (by homology) 0,58
IPF2400 CA5891 putative aldehyde reductase (by homology) 0,58
IPF4959 CA6057 D-xylulose reductase (by homology) 0,58
POT14 CA0290 acetyl-CoA acetyltransferase (by homology) 0,58
PFK2 CA3112 6-phosphofructokinase, beta subunit 0,59
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase, regulatory subunit, 3-
TPS3.3 CAS5505 prime end (by homology) 0,59
HXT5.3F CA1069 sugar transporter, 3-prime end 0,60
ubiquinol-cytochrome-c  reductase  assembly factor (by
CBP4 CA3877 homology) 0,62
IPF1509 CA4639 putative alanine transaminase (by homology) 0,62
ERG24 CA0300 C-14 sterol reductase (by homology) 0,62
PHO11 CA0616 Secreted acid phosphatase 0,62
IPF1798 CAS5264 unknown function 0,64
GPM2 CA2855 phosphoglycerate mutase (by homology) 0,64
UDP glucose-starch glucosyltransferase, glycogen synthase (by
GSY1 CA5467 homology) 0,64
IPF9550 CA4570 similar to S. cerevisiae Osmlp osmotic growth protein 0,65
IPF16795 | CA0821 glycerate/ formate-dehydrogenase (by homology) 0,65
FAS2.5F CA6105 fatty-acyl-CoA synthase, alpha chain, 5-prime end 0,65
IPF6464 CA4480 putative triacylglycerol lipase (by homology) 0,66
HXK2.3F | CA0127 hexokinase II, 3-prime end (by homology) 0,66
TPI1 CA5950 triose phosphate isomerase 0,66
NCP1 CA3327 NADPH-cytochrome P450 reductase 0,66
ERG6 CA4005 sterol transmethylase 0,66
ILV3 CA4802 dihydroxyacid dehydratase (by homology) 0,67
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| NTH1 | CA5824 | Neutral trehalase 0,67
Energie (13 Gene):
similar to S. cerevisiae Glg2p self-glucosylating initiator of
IPF8321 CA2938 glycogen synthesis (by homology) 0,44
GLK1 CA0263 aldohexose specific glucokinase (by homology) 0,47
TPS2 CAS5066 threalose-6-phosphate phosphatase (by homology) 0,57
COX15 CA1688 cytochrome oxidase assembly factor (by homology) 0,58
alpha, alpha-trehalose-phosphate synthase, regulatory subunit, 3-
TPS3.3 CA5505 prime end (by homology) 0,59
PFK2 CA3112 6-phosphofructokinase, beta subunit 0,59
ubiquinol-cytochrome-c ~ reductase  assembly factor (by
CBP4 CA3877 homology) 0,62
UDP glucose-starch glucosyltransferase, glycogen synthase (by
GSY1 CA5467 homology) 0,64
GPM2 CA2855 phosphoglycerate mutase (by homology) 0,64
IPF9550 CA4570 similar to S. cerevisiae Osmlp osmotic growth protein 0,65
TPI1 CA5950 triose phosphate isomerase 0,66
HXK2.3F | CA0127 hexokinase II, 3-prime end (by homology) 0,66
NTH1 CA5824 neutral trehalase 0,67
Zellzyklus und DNA- Prozessierung (3 Gene):
RNR22 CA4492 ribonucleoside-diphosphate reductase (by homology) 0,45
probable involvement in meiotic and mitotic divisions (by
DOM34 CA3043 homology) 0,61
MSH2 CA4413 DNA mismatch repair protein (by homology) 0,64
Transkription (4 Gene):
similar to S. cerevisiae Upc2p RNA polymerase 11 Transcription
IPF7289 CA3878 factor 0,44
PFES2 CA3310 polyadenylation Factor I subunit (by homology) 0,57
CAF16 CA3880 ABC ATPase (by homology) 0,62
IPF1798 CAS5264 unknown function 0,64
Proteinbiosynthese (2 Gene):
probable involvement in meiotic and mitotic divisions (by
DOM34 CA3043 homology) 0,61
ribosomal protein of the large subunit (L14), mitochondrial, by
MRPL38 CA2607 homology 0,66
Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal) (6 Gene):
COX15 CA1688 cytochrome oxidase assembly factor (by homology) 0,58
STF2 CA2738 ATP synthase regulatory factor (by homology) 0,60
ubiquinol-cytochrome-c  reductase  assembly factor (by
CBP4 CA3877 homology) 0,62
similar to S. cerevisiae Autlp essential for autophagocytosis (by
AUT1 CA2148 homology) 0,62
QRI8 CAS5565 E2 ubiquitin-conjugation enzyme (by homology) 0,63
FAS2.5F CA6105 fatty-acyl-CoA synthase, alpha chain, 5-prime end 0,65
Zellulédrer Transport und Transportmechanismen (7 Gene):
GLK1 CA0263 aldohexose specific glucokinase (by homology) 0,47
IPF7686 CA3169 putative mitochondrial phosphate carrier protein (by homology) 0,52
HXT61 CA1070 sugar transporter 0,57
IPF4991 CA1075 putative membrane protein 0,58
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HXT5.3F CA1069 sugar transporter, 3-prime end 0,60
similar to S. cerevisiae Autlp essential for autophagocytosis (by
AUT1 CA2148 homology) 0,62
PTR21 CA4707 peptide transporter 0,67
Zelluldre Kommunikation/ Signaltransduktion (1 Gen):
Ca”’/ calmodulin-dependent ser/ thr protein kinase (by
CMK1 CA6135 homology) 0,56
Zellulire Uberlebensmechanismen (9 Gene):
DAK2.3
EOC CA0311 dihydroxyacetone kinase, 3-prime end (by homology) 0,51
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,52
ERG16 CA1387 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 0,52
TPS2 CA5066 threalose-6-phosphate phosphatase (by homology) 0,57
IPF6629 CA4127 unknown function 0,57
QDR1 CA4501 putative antibiotic resistance proteins (by homology) 0,62
QRI8 CAS5565 E2 ubiquitin-conjugation enzyme (by homology) 0,63
IPF9550 CA4570 similar to S. cerevisiae Osmlp osmotic growth protein 0,65
NCP1 CA3327 NADPH-cytochrome P450 reductase 0,66
Umweltinteraktion (2 Gene):
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,52
IPF6629 CA4127 unknown function 0,57
Zellschicksal (3 Gene):
OPT1 CA1902 oligopeptide transporter 0,44
Ca”’/ calmodulin-dependent ser/ thr protein kinase (by
CMK1 CA6135 homology) 0,56
QRI8 CAS5565 E2 ubiquitin-conjugation enzyme (by homology) 0,63
Zelluldre Bestimmung (36 Gene):
ERG1 CA1353 squalene epoxidase 0,38
ERG3 CA1956 C5,6 desaturase 0,43
GDH3 CA1579 NADP-glutamate dehydrogenase (by homology) 0,44
RNR22 CA4492 ribonucleoside-diphosphate reductase (by homology) 0,45
GLK1 CA0263 aldohexose specific glucokinase (by homology) 0,47
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,52
ERG16 CA1387 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 0,52
hydroxylation of C-4 of the sphingoid moiety of ceramide by
SUR2 CA2225 homology 0,56
IPF14545 | CA2314 unknown function 0,56
Ca®*"/ calmodulin-dependent ser/ thr protein kinase (by
CMK1 CA6135 homology) 0,56
TPS2 CAS5066 threalose-6-phosphate phosphatase (by homology) 0,57
HXT61 CA1070 sugar transporter 0,57
IPF6629 CA4127 unknown function 0,57
COX15 CA1688 cytochrome oxidase assembly factor (by homology) 0,58
POT14 CA0290 acetyl-CoA acetyltransferase (by homology) 0,58
IPF4991 CA1075 putative membrane protein 0,58
PFK2 CA3112 6-phosphofructokinase, beta subunit 0,59
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase, regulatory subunit, 3-
TPS3.3 CA5505 prime end (by homology) 0,59
HXT5.3F | CA1069 sugar transporter, 3-prime end 0,60
ubiquinol-cytochrome-c  reductase  assembly factor (by
CBP4 CA3877 homology) 0,62
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PHO11 CA0616 secreted acid phosphatase 0,62
QRI8 CAS5565 E2 ubiquitin-conjugation enzyme (by homology) 0,63
GPM2 CA2855 phosphoglycerate mutase (by homology) 0,64
UDP glucose-starch glucosyltransferase, glycogen synthase (by
GSY1 CAS5467 homology) 0,64
MSH?2 CA4413 DNA mismatch repair protein (by homology) 0,64
IPF1798 CA5264 unknown function 0,64
IPF9550 CA4570 similar to S. cerevisiae Osmlp osmotic growth protein 0,65
FAS2.5F CA6105 fatty-acyl-CoA synthase, alpha chain, 5-prime end 0,65
HXK2.3F | CA0127 hexokinase 11, 3-prime end (by homology) 0,66
TPI1 CA5950 triose phosphate isomerase 0,66
NCP1 CA3327 NADPH-cytochrome P450 reductase 0,66
ERG6 CA4005 sterol transmethylase 0,66
ribosomal protein of the large subunit (L14), mitochondrial, by
MRPL38 CA2607 homology 0,66
ILV3 CA4802 dihydroxyacid dehydratase (by homology) 0,67
NTH1 CA5824 neutral trehalase 0,67
PTR21 CA4707 peptide transporter 0,67

Transporterleichterung (7 Gene):

OPT1 CA1902 oligopeptide transporter 0,44
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,52
IPF7686 CA3169 putative mitochondrial phosphate carrier protein (by homology) 0,52
HXT61 CA1070 sugar transporter 0,57
HXT5.3F CA1069 sugar transporter, 3-prime end 0,60
QDR1 CA4501 putative antibiotic resistance proteins (by homology) 0,62
PTR21 CA4707 peptide transporter 0,67

Unklassifizierte- und unbekannte Proteine (30 Gene):

IPF6518 CA2302 unknown function 0,16
IPF6235 CA2216 C. albicans Tca2 retrotransposon 0,24
IPF18207 | CA4516 unknown function 0,33
IPF6238 CA2752 GAG protein of retrotransposon pCal 0,38
IPF14109 | CA0380 unknown function 0,40
IPF20169 | CA4381 unknown function 0,42
POLO CA2217 pol polyprotein, reverse transcripase 0,43
IPF4905 CA0899 unknown function 0,45
IPF17510 | CA2038 unknown function 0,46
IPF6298 CA2947 unknown function 0,48
IPF2857 CA5526 unknown function 0,49
RBT5 CA2558 repressed by Tupl protein 5 0,53
IPF3352 CA4780 unknown function 0,54
IPF11363 | CA2802 unknown function 0,55
IPF9255 CA3637 unknown function 0,56
IPF17283 | CA2021 unknown function 0,57
IPF1674 CA4874 putative transcription initiation factor (by homology) 0,57
IPF8043 CA4557 unknown function 0,59
IPF4065 CA0386 unknown function 0,60
IPF6156 CA1625 similar to C. elegans LIM homeobox protein 0,60
IPF15301 | CA5076 unknown function 0,60
IPF6881 CA2186 putative phosphatidyl synthase 0,61
IPF14550 | CA2822 unknown function 0,61
IPF15297 | CA5078 unknown function 0,62
similar to S. cerevisiae Pcl7p cyclin like protein interacting with
IPF11915 | CA3014 Pho85p (by homology) 0,63
IPF14282 | CA0446 similar to mucin proteins (by homology) 0,64
putative cobalamin-dependent homocysteine S-methyltransferase
IPF7279 CA3882 (by homology) 0,64




8. Anhang 122
IPF4328 CA0210 unknown function 0,65
IPF6730 CA1121 unknown function 0,65
IPF4671 CA3368 unknown Function 0,66
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Tab. 8.2: Regulierte Gene in der pmtl1A/pmtlA-Mutante im Vergleich zum Wildtyp-Stamm CAF2-
1. Die Zellen wurden auf eine ODgg ,,,, von 0,5 in YPD-Medium bei 30 °C angezogen. Die
Einteilung in die unten aufgefiihrten funktionellen Kategorien erfolgte nach MIPS
(http://mips.gsf.de/proj/yveast/CYGD/db/index.html).

Gen- Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache

Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation

Starker exprimierte Gene:
pmt1IA/pmtlA — Wildtyp (186 Gene):

Metabolismus (51 Gene):

PET9 CAS5388 ADP/ ATP carrier protein (by homology) 4,94
IPF11335 CA0926 member of the phosphate permease family (by homology) 3,25
ALS4.3F CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 3,17
HWP1 CA2825 hyphal wall protein 2,99
GRP2 CA2644 reductase (by homology) 2,78
RNH35 CA4876 RNase H (by homology) 2,71
MXR1 CAO0123 methionine sulfoxide reductase 2,44
PHR1 CA4857 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 2,44
PCK1 CA5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,36
IPF11589 CA3177 similar to S. cerevisiae Phol3p 4-nitrophenyl-phosphatase 2,31
RGT1 CA1172 regulator of glucose-induced genes (by homology) 2,26
UGP1 CA0435 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase (by homology) 2,25
PHO11 CA0616 Secreted acid phosphatase 2,18
similar to S. cerevisiae Mct1p malonyl-CoA:ACP transferase (by
IPF5013 CA4087 homology) 2,15
UDP-glucose-hexose-1-phosphate uridylyltransferase (by
GAL7 CA4044 homology) 2,15
IFA2 CA0335 unknown function 2,10
GFAl CA4016 glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase 2,10
HSP12 CA0627 heat shock protein (by homology) 2,03
EXG1 CA0822 glucan 1,3-beta-glucosidase 2,03
IFD4 CA2416 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 2,02
protein involved in regulation of carbon metabolism (by
IPF13744 | CA2114 homology) 1,99
mannosyltransferase involved in n-linked and o-linked
MNT1 CA3469 glycosylation 1,99
ALP1 CA3334 amino-acid permease (by homology) 1,93
ECM22 CA0471 putative protein involved in cell wall biogenesis (by homology) 1,91
ADH5 CA2391 probable alcohol dehydrogenase (by homology) 1,91
mannose-6-phosphate isomerase (phosphomannose isomerase)
PMI40 CA0988 (pmi) (phosphohexomutase) 1,89
DPM1 CA3899 dolichol-phosphate (beta-D) mannosyltransferase 1 by homology | 1,81
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 1,80
MET15 CA2565 O-acetylhomoserine O-acetylserine sulphydrylase 1,79
IFD5 CA0924 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 1,73
IPF11713 CA1330 unknown function 1,72
similar to S. cerevisiae Mnnlp alpha-1,3-mannosyltransferase
IPF8854 CA0854 (by homology) 1,70
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UGALL
EXON1 CA0773 4-aminobutyrate aminotransferase, exon 1 (by homology) 1,68
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,64
PHR2 CA3867 pH-regulated protein 2 1,62
GAL1 CA4040 galactokinase 1,62
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 1,61
IPF13166.3
EOC CA0953 unknown function, 3-prime end 1,61
BGL21 CA1541 endo-beta-1,3-glucanase (by homology) 1,57
DLD1 CA4905 D-lactate ferricytochrome C oxidoreductase (by homology) 1,56
IPF907 CA5985 unknown function 1,55
GAL10 CA4041 UDP-glucose 4-epimerase by homology 1,55
TYE7 CA3707 basic helix-loop-helix transcription factor by homology 1,54
CHS2 CA5537 chitin synthase 1,53
PSD2.5F CA1012 phosphatidylserine decarboxylase 2, 5-prime end (by homology) | 1,52
CDC11 CA2610 septin by homology 1,52
Energie (11 Gene):
PCK1 CAS5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,36
UGP1 CA0435 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase (by homology) 2,25
ATP4 CA3479 F1F0-ATPase complex, FO subunit B (by homology) 2,20
similar to S. cerevisiae Mctlp malonyl-CoA:ACP transferase (by
IPF5013 CA4087 homology) 2,15
IFD4 CA2416 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 2,02
ADH5 CA2391 probable alcohol dehydrogenase (by homology) 1,91
IFD5 CA0924 putative aryl-alcohol dehydrogenase (by homology) 1,73
ARDS8 CA3288 D-arabinitol dehydrogenase 1,68
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
IPF15672 | CA2392 unknown function 1,57
DLD1 CA4905 D-lactate ferricytochrome C oxidoreductase (by homology) 1,56
Zellzyklus und DNA- Prozessierung (18 Gene):
similar to S. cerevisiae Apclp subunit of anaphase-promoting
IPF1445 CA4908 complex 4,69
CDC22.3
EOC CA1828 DNA Polymerase 111, 3-prime end 3,37
IRR1.3F CAS5355 cohesin complex subunit, 3-prime end (by homology) 3,11
IPF6748 CA3393 unknown function 2,76
MEC1 CA2364 cell cycle checkpoint protein (by homology) 2,40
similar to S. cerevisiae Ptp3p protein tyrosine phosphatase (by
IPF643 CA6009 homology) 2,29
IFA2 CAO0335 unknown function 2,10
HSP12 CA0627 heat shock protein (by homology) 2,03
ECM331 CA2181 involved in cell wall biogenesis and architecture (by homology) 2,03
DOC1 CA0002 component of the anaphase promoting complex (by homology) 1,79
KAR2 CA0915 dnaK-type molecular chaperone (by homology) 1,79
TRF4 CA4054 topoisomerase I-related protein 1,71
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
CDC5 CA2986 cell-cycle protein kinase (by homology) 1,65
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 1,61
similar to S. cerevisiae Tfblp transcription initiation factor (by
IPF19753 | CA2159 homology) 1,56
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,53
CDC11 CA2610 septin by homology 1,52

Transkription (14 Gene):
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RGT1 CA1172 regulator of glucose-induced genes (by homology) 2,26
MTR2.3 CAS5501 mRNA transport protein, 3-prime end (by homology) 2,07
IPF5866 CA2133 unknown function 1,93
YOX1 CAS5202 similar to homoeodomain protein (by homology) 1,93
ECM22 CA0471 putative protein involved in cell wall biogenesis (by homology) 1,91
IPF20135 | CA3523 unknown function 1,86
MRF1 CA1333 mitochondrial respiratory function protein (by homology) 1,71
PRP31 CA0224 pre-mRNA splicing protein (by homology) 1,65
GAL1 CA4040 galactokinase 1,62
similar to S. cerevisiae Tfblp transcription initiation factor (by
IPF19753 | CA2159 homology) 1,56
IPF907 CA5985 unknown function 1,55
similar to S. cerevisiae Bur6p functional homolog of human
IPF9169 CA2696 NC2alpha (by homology) 1,55
TYE7 CA3707 basic helix-loop-helix transcription factor by homology 1,54
putative transcription factor with a Cys4-zinc finger (by
IPF763 CAS5502 homology) 1,54
Proteinbiosynthese (2 Gene):
RPP2 CAS5125 acidic ribosomal protein by homology 7,32
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal) (14 Gene):
similar to S. cerevisiae Apclp subunit of anaphase-promoting
IPF1445 CA4908 complex 4,69
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 2,76
UGP1 CA0435 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase (by homology) 2,25
mannosyltransferase involved in n-linked and o-linked
MNT1 CA3469 glycosylation 1,99
LAP42 CA4274 aminopeptidase yscl precursor, vacuolar (by homology) 1,98
SPC3 CA3600 signal peptidase subunit (by homology) 1,82
DOC1 CA0002 component of the anaphase promoting complex (by homology) 1,79
KAR?2 CA0915 dnaK-type molecular chaperone (by homology) 1,79
YKE2.3 CA3842 gim complex component, 3-prime end (by homology) 1,78
cyclophilin  (peptidylprolyl isomerase), mitochondrial (by
CPR3 CA3978 homology) 1,73
IPF11713 | CA1330 unknown function 1,72
similar to S. cerevisiae Mnn1p alpha-1,3-mannosyltransferase (by
IPF8854 CA0854 homology) 1,70
IPF11900 | CA3730 unknown function 1,56
similar to S. cerevisiae Sec63p ER protein-translocation complex
IPF20016 | CA4514 subunit (by homology) 1,53
Zelluldrer Transport und Transportmechanismen (19 Gene):
PET9 CAS5388 ADP/ ATP carrier protein (by homology) 4,94
NUP2.3 nucleoporine involved in nuclear protein export, 3-prime end (by
EOC CA3476 homology) 3,28
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 2,76
ATP4 CA3479 F1F0-ATPase complex, FO subunit B (by homology) 2,20
MTR2.3 CAS5501 mRNA transport protein, 3-prime end (by homology) 2,07
ALP1 CA3334 amino-acid permease (by homology) 1,93
KAR?2 CA0915 dnaK-type molecular chaperone (by homology) 1,79
SEC13 CA3392 protein transport protein 1,65
MYQO2 CAS5247 myosin heavy chain (by homology) 1,64
SEC18.5F | CA5270 vesicular fusion protein by homology, 5-prime end 1,58
SEC24 CA0958 component of COPII coat of ER-Golgi vesicles(by homology) 1,57
IPF11900 | CA3730 unknown function 1,56
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IPF2485 CA5827 unknown function 1,54
FET34.3
EOC CA1431 iron transport multicopper oxidase, 3-prime end (by homology) 1,54
similar to S. cerevisiae Sec63p ER protein-translocation complex
IPF20016 | CA4514 subunit (by homology) 1,53
small GTP-binding protein essential for Golgi function (by
YPT32 CA0470 homology) 1,52
IPF4991 CA1075 putative membrane protein 1,52
ERV25 CA5707 component of COPII-coated vesicles (by homology) 1,51
GOG5 CA2980 GDP-mannose transporter (by homology) 1,51
Zellulare Kommunikation/ Signaltransduktion (3 Gene):
IFA2 CAO0335 unknown function 2,10
similar to S. cerevisiae Ste3p pheromone a-factor receptor (by
IPF9230 CA3810 homology) 1,86
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 1,61
Zellulire Uberlebensmechanismen (9 Gene):
DDR48 CA4336 stress protein (by homology) 8,77
GSH1.
EXON2 CAO0583 gamma-glutamylcysteine synthetase, exon 2 (by homology) 5,00
IPF1222 CA4836 similar to superoxide dismutase (by homology) 2,80
MXR1 CAO0123 methionine sulfoxide reductase 2,44
SNG2 CA2618 drug transporter (by homology) 2,14
HSP12 CA0627 heat shock protein (by homology) 2,03
SOD22.3F | CA5588 superoxide dismutase, 3-prime end (by homology) 1,95
member of major facilitator superfamily multidrug-resistance
HOL3 CA0459 protein subfamily 1 (by homology) 1,92
IPF4055 CA4493 unknown function 1,88
similar to S. cerevisiae Dtrlp dityrosine transporter (by
IPF16273 | CA0793 homology) 1,86
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 1,80
MAP kinase kinase kinase of the high osmolarity
SSK2 CA1205 signal transduction pathway (by homology) 1,70
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,64
QDR1 CA4501 putative antibiotic resistance proteins (by homology) 1,62
GPX2 CA0558 glutathione peroxidase (by homology) 1,55
ser/ thr phosphatase required for normal osmoregulation (by
PPZ1 CA3683 homology) 1,55
Umweltinteraktion (14 Gene):
IPF11335 | CA0926 member of the phosphate permease family (by homology) 3,25
strong similarity to ferric reductase Fre2p, 3-prime end (by
FRE30.3 CA3416 homology) 3,14
strong similarity to ferric reductase, internal fragment (by
FRE30.53 | CA3415 homology) 2,93
IPF6748 CA3393 unknown function 2,76
ATP4 CA3479 F1F0-ATPase complex, FO subunit B (by homology) 2,20
IFA2 CA0335 unknown function 2,10
HSP12 CA0627 heat shock protein (by homology) 2,03
similar to S. cerevisiae Ste3p pheromone a-factor receptor (by
IPF9230 CA3810 homology) 1,86
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 1,80
MAP kinase kinase kinase of the high osmolarity
SSK2 CA1205 signal transduction pathway (by homology) 1,70
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,64
ERK1 CA0722 mitogen-activated protein kinase (FUS3 homolog) 1,63
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FET34.3
EOC CA1431 iron transport multicopper oxidase, 3-prime end (by homology) 1,54
putative transcription factor with a Cys4-zinc finger (by
IPF763 CA5502 homology) 1,54
Zellschicksal (17 Gene):
IPF6748 CA3393 unknown function 2,76
similar to S. cerevisiae Ptp3p protein tyrosine phosphatase (by
IPF643 CA6009 homology) 2,29
GFA1l CA4016 glutamine: fructose-6-phosphate amidotransferase 2,10
IFA2 CAO0335 unknown function 2,10
EXG1 CA0822 glucan 1,3-beta-glucosidase 2,03
ECM331 CA2181 involved in cell wall biogenesis and architecture (by homology) 2,03
similar to S. cerevisiae Ste3p pheromone a-factor receptor (by
IPF9230 CA3810 homology) 1,86
RBT4 CA0104 repressed by Tupl protein 1,79
IPF6796 CA2505 unknown function 1,73
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
MYO2 CAS5247 Myosin heavy chain (by homology) 1,64
ERK1 CA0722 mitogen-activated protein kinase (FUS3 homolog) 1,63
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 1,61
similar to S. cerevisiae Msb2p multicopy suppressor of a CDC24
IPF6003 CA1345 bud emergence defect (by homology) 1,60
putative transcription factor with a Cys4- zinc finger (by
IPF763 CAS5502 homology) 1,54
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,53
CDC11 CA2610 septin by homology 1,52
Zelldifferenzierung (9 Gene):
PHR1 CA4857 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 2,44
IPF10919 | CA2625 similar to Flolp (by homology) 1,96
YKE2.3 CA3842 gim complex component, 3-prime end (by homology) 1,78
MAP kinase kinase kinase of the high osmolarity
SSK2 CA1205 signal transduction pathway (by homology) 1,70
MYO2 CAS5247 myosin heavy chain (by homology) 1,64
PHR2 CA3867 pH-regulated protein 2 1,62
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 1,61
involved in cell wall biogenesis and architecture, 3-prime end (by
ECM41.3 | CA2386 homology) 1,55
IPF2485 CAS5827 unknown function 1,54
Zelluldare Bestimmung (77 Gene):
RPP2 CAS5125 acidic ribosomal protein by homology 7,32
PET9 CAS5388 ADP/ ATP carrier protein (by homology) 4,94
similar to S. cerevisiae Apclp subunit of anaphase-promoting
IPF1445 CA4908 complex 4,69
ALS1.3
EOC CA0316 agglutinin-like protein, 3-prime end 3,52
CDC22.3
EOC CA1828 DNA Polymerase III, 3-prime end 3,37
NUP2.3 nucleoporine involved in nuclear protein export, 3-prime end (by
EOC CA3476 homology) 3,28
ALS4.3F CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 3,17
IRR1.3F CAS5355 cohesin complex subunit, 3-prime end (by homology) 3,11
HWP1 CA2825 hyphal wall protein 2,99
IPF1222 CA4836 similar to superoxide dismutase (by homology) 2,80
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 2,76




8. Anhang 128
PHR1 CA4857 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 2,44
PCK1 CAS5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,36
IPF11589 | CA3177 similar to S. cerevisiae Phol3p 4-nitrophenyl-phosphatase 2,31
RGT1 CA1172 regulator of glucose-induced genes (by homology) 2,26
ATP4 CA3479 F1F0-ATPase complex, FO subunit B (by homology) 2,20
PHO11 CA0616 secreted acid phosphatase 2,18
UDP-glucose-hexose-1-phosphate uridylyltransferase (by
GAL7 CA4044 homology) 2,15
GFAl CA4016 glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase 2,10
IFA2 CA0335 unknown function 2,10
MTR2.3 CA5501 mRNA transport protein, 3-prime end (by homology) 2,07
EXG1 CA0822 glucan 1,3-beta-glucosidase 2,03
mannosyltransferase involved in n-linked and o-linked
MNT1 CA3469 glycosylation 1,99
LAP42 CA4274 aminopeptidase yscl precursor, vacuolar (by homology) 1,98
SOD22.3F | CA5588 superoxide dismutase, 3-prime end (by homology) 1,95
similar to S. cerevisiae Cstl3p involved in chromosome stability
IPF17676 | CA0411 (by homology) 1,95
ALP1 CA3334 amino-acid permease (by homology) 1,93
IPF5866 CA2133 unknown function 1,93
YOX1 CAS5202 similar to homoeodomain protein (by homology) 1,93
ADH5 CA2391 probable alcohol dehydrogenase (by homology) 1,91
mannose-6-phosphate isomerase (phosphomannose isomerase)
PMI40 CA0988 (pmi) (phosphohexomutase) 1,89
IPF4055 CA4493 unknown function 1,88
similar to S. cerevisiae Ste3p pheromone a-factor receptor (by
IPF9230 CA3810 homology) 1,86
IPF20135 | CA3523 unknown function 1,86
CRH11 CAO0375 probable membrane protein (by homology) 1,85
SPC3 CA3600 signal peptidase subunit (by homology) 1,82
DPM1 CA3899 dolichol-phosphate (beta-D) mannosyltransferase 1 by homology | 1,81
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 1,80
MET15 CA2565 O-acetylhomoserine O-acetylserine sulphydrylase 1,79
KAR?2 CA0915 dnaK-type molecular chaperone (by homology) 1,79
YKE2.3 CA3842 gim complex component, 3-prime end (by homology) 1,78
IPF6796 CA2505 unknown function 1,73
cyclophilin  (peptidylprolyl isomerase), mitochondrial (by
CPR3 CA3978 homology) 1,73
IPF11713 | CA1330 unknown function 1,72
TRF4 CA4054 topoisomerase I-related protein 1,71
MRF1 CA1333 mitochondrial respiratory function protein (by homology) 1,71
similar to S. cerevisiae Mnnlp alpha-1,3-mannosyltransferase (by
IPF8854 CA0854 homology) 1,70
ARDS CA3288 D-arabinitol dehydrogenase 1,68
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
CDC5 CA2986 cell-cycle protein kinase (by homology) 1,65
SEC13 CA3392 protein transport protein 1,65
PRP31 CA0224 pre-mRNA splicing protein (by homology) 1,65
MYQO2 CAS5247 myosin heavy chain (by homology) 1,64
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,64
ERK1 CA0722 mitogen-activated protein kinase (FUS3 homolog) 1,63
PHR2 CA3867 pH-regulated protein 2 1,62
similar to S. cerevisiae Msb2p multicopy suppressor of a CDC24
IPF6003 CA1345 bud emergence defect (by homology) 1,60
SEC18.5F | CA5270 vesicular fusion protein by homology, 5-prime end 1,58
BGL21 CA1541 endo-beta-1,3-glucanase (by homology) 1,57
SEC24 CA0958 component of COPII coat of ER-Golgi vesicles(by homology) 1,57
DLD1 CA4905 D-lactate ferricytochrome C oxidoreductase (by homology) 1,56
IPF19753 | CA2159 similar to S. cerevisiae Tfblp transcription initiation factor (by | 1,56
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homology)
IPF11900 | CA3730 unknown function 1,56
GAL10 CA4041 UDP-glucose 4-epimerase by homology 1,55
IPF907 CA5985 unknown function 1,55
similar to S. cerevisiae Bur6p functional homolog of human
IPF9169 CA2696 NC2alpha (by homology) 1,55
TYE7 CA3707 basic helix-loop-helix transcription factor by homology 1,54
FET34.3
EOC CA1431 iron transport multicopper oxidase, 3-prime end (by homology) 1,54
putative transcription factor with a Cys4-zinc finger (by
IPF763 CAS5502 homology) 1,54
CHS2 CAS5537 chitin synthase 1,53
similar to S. cerevisiae Sec63p ER protein-translocation complex
IPF20016 | CA4514 subunit (by homology) 1,53
CDC11 CA2610 septin by homology 1,52
small GTP-binding protein essential for Golgi function (by
YPT32 CA0470 homology) 1,52
IPF4991 CA1075 putative membrane protein 1,52
PSD2.5F CA1012 phosphatidylserine decarboxylase 2, 5-prime end (by homology) | 1,52
ERV25 CAS5707 component of COPII-coated vesicles (by homology) 1,51
GOG5 CA2980 GDP-mannose transporter (by homology) 1,51
Transporterleichterung (18 Gene):
PET9 CAS5388 ADP/ ATP carrier protein (by homology) 4,94
IPF11335 CA0926 member of the phosphate permease family (by homology) 3,25
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 2,76
IFC4 CA0442 unknown function 2,25
ATP4 CA3479 F1F0-ATPase complex, FO subunit B (by homology) 2,20
SNG2 CA2618 drug transporter (by homology) 2,14
ALP1 CA3334 amino-acid permease (by homology) 1,93
member of major facilitator superfamily multidrug-resistance
HOL3 CA0459 protein subfamily 1 (by homology) 1,92
similar to S. cerevisiae Dtrlp dityrosine transporter (by
IPF16273 CA0793 homology) 1,86
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 1,80
KAR?2 CA0915 dnaK-type molecular chaperone (by homology) 1,79
SNQ2 CA3828 multidrug resistance protein (by homology) 1,64
QDR1 CA4501 putative antibiotic resistance proteins (by homology) 1,62
IPF11900 CA3730 unknown function 1,56
IPF13485 CA1019 unknown function 1,56
FET34.3EOC | CA1431 iron transport multicopper oxidase, 3-prime end (by homology) | 1,54
similar to S. cerevisiae Sec63p ER protein-translocation
IPF20016 CA4514 complex subunit (by homology) 1,53
GOG5 CA2980 GDP-mannose transporter (by homology) 1,51
Virulenzeigenschaften (5 Gene):
ALS1.3
EOC CA0316 agglutinin-like protein, 3-prime end 3,52
ALS4.3F CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 3,17
strong similarity to ferric reductase Fre2p, 3-prime end (by
FRE30.3 CA3416 homology) 3,14
strong similarity to ferric reductase, internal fragment (by
FRE30.53 | CA3415 homology) 2,93
ALS12.3F | CA0413 agglutinin-like protein, 3-prime end 2,80
Unklassifizierte- und unbekannte Proteine (72 Gene):
| DDR48 | CA4336 | stress protein (by homology) | 8,77
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IPF7666 CA1120 unknown function 6,28
IPF5131 CAS5134 unknown function 6,20
IPF10564 CA3328 unknown function 5,11
NOG1 CA5682 nucleolar G-protein (by homology) 4,35
IPF1252 CA5664 conserved hypothetical protein 3,94
IPF1341 CAS112 similarity to mucin proteins (by homology) 3,88
IPF10510 CA1265 unknown function 3,78
IPF6755 CA3388 unknown function 3,59
IPF3229 CA3477 unknown function 3,49
IPF1387 CA5094 unknown function 3,45
IPF17186 CA0828 unknown function 2,96
IPF4782 CA2327 probable membrane protein (by homology) 2,92
IPF13508 CA1305 unknown function 2,79
RTA2 CA3607 unknown function 2,70
IPF7109 CA5650 unknown function 2,63
IPF8535 CA2156 unknown function 2,55
IPF16253 CA0782 unknown function 2,52
IPF7726 CA4735 unknown function 2,44
IPF5015 CA4085 unknown function 2,44
ECE1l CA1402 cell elongation protein 2,44
IPF8495 CA5061 unknown function 2,41
IPF2532 CA0356 unknown function 2,37
IPF2535 CAO0355 unknown function 2,34
RBT1 CA2830 repressed by Tupl protein 1 2,25
IPF652 CA6006 unknown function 2,11
IPF2275 CA4262 unknown function 2,09
IPF300 CA5470 unknown function 2,07
IPF15870 CA2769 unknown function 2,07
SSR1 CA5213 secretory stress response protein 1 (by homology) 2,03
IPF3506 CA5953 unknown function 2,00
IPF10055 CAl1624 unknown function 1,97
IPF9211.5F | CA3142 unknown function, 3-prime end 1,94
POX18 CA1711 lipid-transfer protein (by homology) 1,88
KRE1 CA2589 secretory pathway protein 1,81
IPF4724 CA3253 unknown function 1,79
CRN1.3F CA4940 actin-binding protein, 3-prime end (by homology) 1,79
IPF10662 CA3827 unknown function 1,77
IPF3964 CA4111 unknown function 1,77
IPF1631 CA4888 unknown function 1,77
IPF8038 CA4560 unknown function 1,76
IPF19568 CA4870 unknown function 1,76
IPF2690.5F | CA5811 unknown function, 5-prime end 1,76
IPF230 CA5444 unknown function 1,74
IPF19749 CA1988 unknown function 1,73
RTA3 CA3606 unknown function 1,72
IPF14510 CA1779 unknown function 1,70
IPF5556 CA1363 acid phosphatase (by homology) 1,70
IPF17652.3 | CA0037 reverse transcriptase, 3-prime end (by homology) 1,69
IPF2690.3F | CA5812 unknown function, 3-prime end 1,68
GLC7 CA3224 ser/ thr phosphoprotein phosphatase 1 (by homology) 1,65
IPF14618 CA0286 unknown function 1,65
IPF19801 CA4566 unknown function 1,65
IPF677 CA5994 unknown function 1,65
IPF946 CA5968 unknown function 1,64
IPF17289 CA3422 unknown function 1,63
IPF1566 CA5412 unknown function 1,61
IPF5806 CA4216 unknown function 1,60
IPF5981 CA5547 similar to S. cerevisiae Gin3p (by homology) 1,59
IPF351 CA5868 unknown function 1,58
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IPF618 CA6022 GPI-anchored cell surface protein (by homology) 1,57
IPF5795 CA4213 unknown function 1,56
IPF9116 CA299%4 unknown function 1,56
IPF4213 CA4702 unknown function 1,55
IPF564 CAS5596 unknown function 1,55
IPF918 CAS5980 unknown function 1,55
IPF5918 CA0669 unknown function 1,54
IPF16901 CA2020 unknown function 1,54
IPF3342 CA4775 unknown function 1,52
IFA12 CA2755 unknown function 1,52
ERC4 CA6037 ethionine resistance protein (by homology) 1,51
subunit NUHM of NADH: ubiquinone oxidoreductase (by
IPF1164 CA4810 homology) 1,51
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Gen- Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation

Schwécher exprimierte Gene:
pmt1IA/pmtlA — Wildtyp (61 Gene):

Metabolismus (26 Gene):

PMT1 CA4424 mannosyltransferase; 0,11
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,37

similar to S. cerevisiae Upc2p RNA polymerase Il transcription
IPF7289 CA3878 factor 0,41
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 1 (by

HMG1 CA1628 homology) 0,48
IPF7602 CA1761 oxidoreductase (by homology) 0,48
LYS4 CA4869 homoaconitate hydratase 0,49
PHO84 CA0083 high-affinity inorganic phosphate/ H" symporter by homology 0,49
ERG1 CA1353 squalene epoxidase 0,51
APT1 CA4551 adenine phosphoribosyltransferase 0,53
GDH3 CA1579 NADP-glutamate dehydrogenase (by homology) 0,54
IPF19766 CA2746 unknown function 0,54
ERG16 CA1387 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 0,55
ERG9 CA1676 farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 0,55
IFE2 CA2075 unknown function 0,55
IPF4553 CA2167 unknown function 0,56
URA6 CA1763 uridine-monophosphate kinase(by homology) 0,58
ERG6 CA4005 sterol transmethylase 0,59
ERG3 CA1956 C5,6 desaturase 0,61
PLB4.5F CAO0185 phospholipase, 5-prime end (by homology) 0,62
PHO84.3E

oC CA1782 inorganic phosphate transport protein, 3-prime end (by homology) | 0,63
GPM2 CA2855 phosphoglycerate mutase (by homology) 0,64
ERG251 CAO0875 C-4 sterol methyl oxidase (by homology) 0,65
PLB4.3F CA0186 phospholipase, 3-prime end (by homology) 0,65
SDH12 CA2470 succinate dehydrogenase (by homology) 0,65
PMT1 CA4424 mannosyltransferase 0,11
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,37

Energie (3 Gene):

GPM2 CA2855 phosphoglycerate mutase (by homology) 0,64
CYT1 CA0864 cytochrome-cl (by homology) 0,64
SDH12 CA2470 succinate dehydrogenase (by homology) 0,65

Zellzyklus und DNA- Prozessierung (5 Gene):

TPD3 CA5896 ser/ thr protein phosphatase (by homology) 0,52
IPF3121 CA4651 unknown function 0,58
IPF9057 CA2649 unknown function 0,65
CDC54 CA2176 cell division control protein (by homology) 0,66
IPF4291 CA4251 unknown function 0,66

Transkription (8 Gene):

| IPF7289 | CA3878 | similar to S. cerevisiae Upc2p RNA polymerase II transcription | 0,41
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TPD3 CA5896 ser/ thr protein phosphatase (by homology) 0,52
GAR1 CA1789 nucleolar rRNA processing protein (by homology) 0,55
IPF4553 CA2167 unknown function 0,56
IPF3121 CA4651 unknown function 0,58
RPC11 CAS5513 RNA polymerase III C11 subunit (by homology) 0,60
HSH49 CA3579 C. albicans spliceosome-associated essential protein 0,65
IPF4253 CA4006 unknown function 0,66
Proteinbiosynthese (4 Gene):
MRPL16 CA0910 ribosomal protein 0,54
similar to S. cerevisiae Rsm24p mitochondrial ribosomal protein
IPF3698 CA5056 (S24) (by homology) 0,65
RPL39.3 CA4225 ribosomal protein L39, 3-prime end 0,65
similar to S. cerevisiae Mrpl24p ribosomal protein of the large
IPF8752 CA4226 subunit, mitochondrial (by homology) 0,66
Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal) (4 Gene):
PMT1 CA4424 mannosyltransferase 0,11
ANP1 CA0528 golgi mannosyltransferase (by homology) 0,55
CBP3 CA2518 involved in cytochrome-c reductase assembly (by homology) 0,62
PET117 CA3013 cytochrome ¢ oxidase assembly factor (by homology) 0,63
Zelluldrer Transport und Transportmechanismen (2 Gene):
PHO84 CA0083 high-affinity inorganic phosphate/H+ symporter by homology 0,49
PHOB84.3E
oC CA1782 inorganic phosphate transport protein, 3-prime end (by homology) | 0,63
Zellulire Uberlebensmechanismen (2 Gene):
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,37
ERG16 CA1387 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 0,55
Umweltinteraktion (3 Gene):
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,37
PHO84 CA0083 high-affinity inorganic phosphate/ H" symporter by homology 0,49
PHO84.3 inorganic phosphate transport protein, 3-prime end (by
EOC CA1782 homology) 0,63
Zellschicksal (1 Gen):
| TPD3 | CA5896 | ser/ thr protein phosphatase (by homology) 0,52
Zelldifferenzierung (1 Gen):
| IPF19766 | CA2746 | unknown function 0,54
Zelluldare Bestimmung (29 Gene):
PMT1 CA4424 mannosyltransferase 0,11
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,37
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 1 (by
HMG1 CA1628 homology) 0,48
LYS4 CA4869 homoaconitate hydratase 0,49
PHO84 CA0083 high-affinity inorganic phosphate/ H' symporter by homology 0,49
ERG1 CA1353 squalene epoxidase 0,51
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GDH3 CA1579 NADP-glutamate dehydrogenase (by homology) 0,54
MRPL16 CA0910 ribosomal protein 0,54
ERG16 CA1387 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 0,55
ERG9 CA1676 farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 0,55
ANP1 CA0528 golgi mannosyltransferase (by homology) 0,55
GAR1 CA1789 nucleolar rRNA processing protein (by homology) 0,55
IPF3121 CA4651 unknown function 0,58
URAG CA1763 uridine-monophosphate kinase(by homology) 0,58
ERG6 CA4005 sterol transmethylase 0,59
ERG3 CA1956 C5,6 desaturase 0,61
CBP3 CA2518 involved in cytochrome-c reductase assembly (by homology) 0,62
PHO84.3 inorganic phosphate transport protein, 3-prime end (by
EOC CA1782 homology) 0,63
PET117 CA3013 cytochrome c oxidase assembly factor (by homology) 0,63
GPM2 CA2855 phosphoglycerate mutase (by homology) 0,64
CYT1 CA0864 cytochrome-c1 (by homology) 0,64
SDH12 CA2470 succinate dehydrogenase (by homology) 0,65
IPF9057 CA2649 unknown function 0,65
ERG251 CAO0875 C-4 sterol methyl oxidase (by homology) 0,65
RPL39.3 CA4225 ribosomal protein 139, 3-prime end 0,65
HSH49 CA3579 C. albicans spliceosome-associated essential protein 0,65
CDC54 CA2176 cell division control protein (by homology) 0,66
IPF4291 CA4251 unknown function 0,66
similar to S. cerevisiae Mrpl24p ribosomal protein of the large
IPF8752 CA4226 subunit, mitochondrial (by homology) 0,66
Transporterleichterung (3 Gene):
CDR4 CA3895 multidrug resistance protein 0,37
PHO84 CA0083 high-affinity inorganic phosphate/ H" symporter by homology 0,49
PHO84.3 inorganic phosphate transport protein, 3-prime end (by
EOC CA1782 homology) 0,63
Virulenzeigenschaften (2 Gene):
PLB4.5F CA0185 phospholipase, 5-prime end (by homology) 0,62
PLB4.3F CA0186 phospholipase, 3-prime end (by homology) 0,65
Unklassifizierte- und unbekannte Proteine (20 Gene):
IPF14109 CA0380 unknown function 0,31
IPF6518 CA2302 unknown function 0,31
IPF17840 CA0059 unknown function 0,35
IPF20169 CA4381 unknown function 0,49
RBT5 CA2558 repressed by Tupl protein 5 0,52
IPF20163 CA4135 unknown function 0,53
IPF14850 CA0046 hypothetical protein 0,59
IPF4247 CA4009 unknown function 0,62
IPF635 CA6013 unknown function 0,62
IPF10493.5
EOC CA0831 unknown function 0,63
IPF13755 CA2412 unknown function 0,63
IPF7525 CA4188 unknown function 0,63
POLO CA2217 pol polyprotein, reverse transcripase 0,63
IPF4905 CA0899 unknown function 0,65
IFQ3 CA2597 unknown function 0,65
IPF6298 CA2947 unknown function 0,65
IPF7400 CA0984 unknown function 0,65
URA1 CA4745 dihydroorotate dehydrogenase 0,66
VTC4 CA0697 putative polyphosphate synthetase (by homology) 0,66
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| IPF7403 | CA2710 | unknown function | 0,66
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Tab. 8.3: Regulierte Gene in der dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp-Stamm CAF2-1. Die Zellen wurden auf eine ODgg n, Vvon 0,5 in YPD-Medium
bei 30 °C angezogen. Die Einteilung in die unten aufgefiihrten funktionellen Kategorien
erfolgte nach MIPS (http://mips.gsf.de/proj/yeast/CYGD/db/index.html).

Gen- Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache

Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation

Starker exprimierte Gene:

dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA — Wildtyp (9 Gene):

Metabolismus (1 Gen):

glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase, 3-prime end

FDH11.3 | CA6000 (by homology) 1,57

Energie (1 Gen):

ATP1.

EXON2 CA4456 F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit, exon 2 2,26

Zellzyklus und DNA- Prozessierung (2 Gene):

CDC16 CA2462 subunit of anaphase-promoting complex (by homology) 1,72

IPF8741.3F | CA1551 unknown function, 3-prime end 1,59

Transkription (3 Gene):

IPF14682 CA5657 putative transcription factor (by homology) 1,87

IPF16051 CA0577 unknown function 1,84

IPF8741.3F | CA1551 unknown function, 3-prime end 1,59

Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal) (1 Gene):

| CDC16 | CA2462 | subunit of anaphase-promoting complex (by homology) | 1,72

Zelluldrer Transport und Transportmechanismen (1 Gen):

ATP1.

EXON2 CA4456 F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit, exon 2 2,26

Zellulire Uberlebensmechanismen (2 Gene):

IPF14682 | CA5657 putative transcription factor (by homology) 1,87

glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase, 3-prime end

FDH11.3 | CA6000 (by homology) 1,57

Umweltinteraktion (2 Gene):

ATP1.

EXON2 CA4456 F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit, exon 2 2,26

IPF14682 | CA5657 putative transcription factor (by homology) 1,87
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Zelluldare Bestimmung (4 Gene):

ATPL.
EXON2 CA4456 F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit, exon 2 2,26
CDC16 CA2462 subunit of anaphase-promoting complex (by homology) 1,72
IPF17402 CA1488 unknown function 1,59
IPF8741.3F | CA1551 unknown function, 3-prime end 1,59
Transporterleichterung (1 Gen):
ATP1.
EXON2 CA4456 F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit, exon 2 2,26
Unklassifizierte- und unbekannte Proteine (3 Gene):

similar to S. cerevisiae Rsm23p involved in mitochondrial
IPF17681 | CA2899 function (by homology) 1,73
IPF17402 | CA1488 unknown function 1,59
IPF14990 | CA3049 unknown function 1,50
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Gen- Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation

Schwicher exprimierte Gene:
dom34A/dom34A pmtlA/pmtlA — Wildtyp (109 Gene):

Metabolismus (19 Gene):

TRR1 CA3059 thioredoxin reductase (by homology) 0,55
IPF4536 CA4670 unknown function 0,56

transcription factor involved in lysine biosynthesis (by
LYS14 CA0404 homology) 0,56
ALGS CA3463 glucosyltransferase (by homology) 0,57
IPF7686 CA3169 putative mitochondrial phosphate carrier protein (by homology) | 0,57
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 0,58
IPF2965 CA3061 unknown function 0,59
APA2 CA2765 ATP adenylyltransferase II (by homology) 0,59
CDC8 CA0569 dTMP kinase (by homology) 0,59
RGT1 CA1172 regulator of glucose-induced genes (by homology) 0,60
MIG1 CA1593 transcriptional regulator 0,60
IPF13176.3 | CA2964 ornithine carbamoyltransferase, 3-prime end (by homology) 0,61
GRP6 CA0672 putative reductase (by homology) 0,61
OCH1 CA5690 Alpha-1,6-mannosyltransferase (by homology) 0,62
BTS1 CA4277 geranylgeranyl diphosphate synthase (by homology) 0,64
mannosyltransferase involved in n-linked and o-linked

MNT1 CA3469 glycosylation 0,65
URA5 CA2056 orotate phosphoribosyltransferase (by homology) 0,65
IPF11777 CA0777 unknown function 0,66

Energie (1 Gen):

IPF17050 [ CA0925 [ unknown function | 0,63

Zellzyklus und DNA- Prozessierung (12 Gene):

IPF4972 CA0461 unknown function 0,54
RFC1 CA4578 DNA replication factor C (by homology) 0,54
similar to S. cerevisiae Ctf4p DNA-directed DNA polymerase
IPF9141 CA0964 alpha-binding protein (by homology) 0,55
DOC1 CA0002 component of the anaphase promoting complex (by homology) 0,56
RPT1 CA4064 26S protease regulatory subunit 7 (by homology) 0,57
similar to S. cerevisiae Ndclp nuclear envelope protein (by
IPF7841 CA2931 homology) 0,57
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 0,58
SUNA42 CAS5232 putative cell wall beta-glucosidase (by homology) 0,63
IPF112 CAG6115 unknown function 0,64
MEC3 CA2321 G2-specific checkpoint protein (by homology) 0,65
TFB2 CA2877 transcription/ repair factor (by homology) 0,65
PAT1 CA1523 topoisomerase Il-associated protein (by homology) 0,66

Transkription (15 Gene):

MEDS CA2328 transcriptional regulation mediator (by homology); 0,51

NCB2 CA3794 transcriptional repressor by homology 0,52

LYS14 CA0404 transcription factor involved in lysine biosynthesis (by | 0,56
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homology)
BRF1 CA4090 TFIIIB subunit 0,58
IPF11215 | CA3790 unknown function 0,59
RGT1 CA1172 regulator of glucose-induced genes (by homology) 0,60
MIG1 CA1593 transcriptional regulator 0,60
IPF6231 CA4602 unknown function 0,60
IPF7575 CA1097 putative endo-exonuclease (by homology) 0,63
YOX1 CAS5202 similar to homoeodomain protein (by homology) 0,63
TPK1 CA2355 cAMP-dependent protein kinase 2 (by homology) 0,64
TFB2 CA2877 transcription/repair factor (by homology) 0,65
IPF11777 | CA0777 unknown function 0,66
PAT1 CA1523 topoisomerase II-associated protein (by homology) 0,66
MTR2.3 CA5501 mRNA transport protein, 3-prime end (by homology) 0,66
Proteinbiosynthese (3 Gene):
MRPL19 CA3009 ribosomal protein (by homology) 0,59
RPS15.3 CA6123 40S ribosomal protein S15, 3-prime end (by homology) 0,61
IPF10558 | CA3239 unknown function 0,64
Proteinbestimmung (Faltung, Modifikation, Schicksal) (7 Gene):
DOC1 CA0002 component of the anaphase promoting complex (by homology) 0,56
ALGS8 CA3463 glucosyltransferase (by homology) 0,57
RPT1 CA4064 26S protease regulatory subunit 7 (by homology) 0,57
SNC2.
EXON2 CAS5257 strong similarity to synaptobrevin, exon 2 (by homology) 0,59
similar to S. cerevisiae Erdlp required for retention of luminal
IPF15606 | CA0535 ER proteins 0,59
OCH1 CA5690 Alpha-1,6-mannosyltransferase (by homology) 0,62
VPS35 CA4565 protein-sorting protein, vacuolar (by homology) 0,62
SPC3 CA3600 signal peptidase subunit (by homology) 0,62
IPF10558 | CA3239 unknown function 0,64
mannosyltransferase involved in n-linked and o-linked
MNT1 CA3469 glycosylation 0,65
IPF1428 CA4914 similar to ubiquitination protein Bullp (by homology) 0,65
UBP2 CA0476 ubiquitin-specific proteinase (by homology) 0,65
IPF12403 | CA3805 unknown function 0,66
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 0,66
Zelluldrer Transport und Transportmechanismen (7 Gene):
IPF7686 CA3169 putative mitochondrial phosphate carrier protein (by homology) 0,57
targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles by
TRS23 CA4042 homology 0,58
SNC2.
EXON2 CAS5257 strong similarity to synaptobrevin, exon 2 (by homology) 0,59
IPF2485 CA5827 unknown function 0,61
VPS35 CA4565 protein-sorting protein, vacuolar (by homology) 0,62
MYO2 CAS5247 myosin heavy chain (by homology) 0,63
SEC24 CA0958 component of COPII coat of ER-Golgi vesicles(by homology) 0,63
SYS1 CAS5279 similar to ypt6 suppressor in S. cerevisae (by homology) 0,65
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 0,66
MTR2.3 CA5501 mRNA transport protein, 3-prime end (by homology) 0,66
similar to S. cerevisiae Swa2p clathrin-binding protein required
for normal clathrin function and for uncoating of clathrin-coated
IPF11873 | CA3425 vesicles (by homology) 0,67

Zelluldre Kommunikation/ Signaltransduktion (1 Gen):
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| PLC1 | CA2448 | 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 0,58
Zellulire Uberlebensmechanismen (2 Gene):
similar to S. cerevisiae Dtrlp dityrosine transporter (by
IPF16273 | CA0793 homology) 0,60
IPF1126 CA5781 unknown function 0,61
Umweltinteraktion (5 Gene):
IPF20009 | CA4130 unknown function 0,59
CCC2 CA1655 putative copper-transporting ATPase (by homology) 0,60
IPF1126 CA5781 unknown function 0,61
IPF4322 CA2524 unknown function 0,64
TPK1 CA2355 cAMP-dependent protein kinase 2 (by homology) 0,64
Zellschicksal (4 Gene):
PLC1 CA2448 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase 0,58
SUN42 CAS5232 putative cell wall beta-glucosidase (by homology) 0,63
SVL3 CA0570 involved in vacuole function (by homology) 0,63
MYO2 CAS5247 myosin heavy chain (by homology) 0,63
Zelluldare Bestimmung (43 Gene):
MEDS CA2328 transcriptional regulation mediator (by homology) 0,51
NCB2 CA3794 transcriptional repressor by homology 0,52
IPF4972 CA0461 unknown function 0,54
RFC1 CA4578 DNA replication factor C (by homology) 0,54
similar to S.s cerevisiae Ctf4p DNA-directed DNA polymerase
IPF9141 CA0964 alpha-binding protein (by homology) 0,55
IPF4536 CA4670 unknown function 0,56
transcription factor involved in lysine biosynthesis (by
LYS14 CA0404 homology) 0,56
ALGS CA3463 glucosyltransferase (by homology) 0,57
RPT1 CA4064 26S protease regulatory subunit 7 (by homology) 0,57
similar to S. cerevisiae Ndclp nuclear envelope protein (by
IPF7841 CA2931 homology) 0,57
targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles by
TRS23 CA4042 homology 0,58
BRF1 CA4090 TFIIB subunit 0,58
CDC8 CA0569 dTMP kinase (by homology) 0,59
SNC2.
EXON2 CAS5257 strong similarity to synaptobrevin, exon 2 (by homology) 0,59
similar to S. cerevisiae Erd1p required for retention of luminal
IPF15606 CAO0535 ER proteins 0,59
MRPL19 CA3009 ribosomal protein (by homology) 0,59
IPF11215 CA3790 unknown function 0,59
RGT1 CA1172 regulator of glucose-induced genes (by homology) 0,60
MIG1 CA1593 transcriptional regulator 0,60
CCC2 CA1655 putative copper-transporting ATPase (by homology) 0,60
IPF13176.3 | CA2964 ornithine carbamoyltransferase, 3-prime end (by homology) 0,61
IPF1126 CA5781 unknown function 0,61
RPS15.3 CA6123 40S ribosomal protein S15, 3-prime end (by homology) 0,61
IPF4160 CA5804 unknown function 0,61
OCH1 CA5690 Alpha-1,6-mannosyltransferase (by homology) 0,62
VPS35 CA4565 protein-sorting protein, vacuolar (by homology) 0,62
SPC3 CA3600 signal peptidase subunit (by homology) 0,62
IPF14545 CA2314 unknown function 0,62
MYO?2 CAS5247 myosin heavy chain (by homology) 0,63
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SEC24 CA0958 component of COPII coat of ER-Golgi vesicles(by homology) 0,63
IPF7575 CA1097 putative endo-exonuclease (by homology) 0,63
YOX1 CAS5202 similar to homoeodomain protein (by homology) 0,63
IPF112 CAG6115 unknown function 0,64
IPF10558 CA3239 unknown function 0,64
ARP8 CAl1164 actin-related protein (by homology) 0,64
mannosyltransferase involved in n-linked and o-linked
MNT1 CA3469 glycosylation 0,65
TFB2 CA2877 transcription/ repair factor (by homology) 0,65
UBP2 CA0476 ubiquitin-specific proteinase (by homology) 0,65
PEX11 CA0310 peroxisomal membrane protein - peroxin by homology 0,65
IPF11777 CA0777 unknown function 0,66
PAT1 CA1523 topoisomerase II-associated protein (by homology) 0,66
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 0,66
MTR2.3 CA5501 mRNA transport protein, 3-prime end (by homology) 0,66
Transporterleichterung (5 Gene):
IPF7686 CA3169 putative mitochondrial phosphate carrier protein (by homology) 0,57
similar to S. cerevisiae Dtrlp dityrosine transporter (by
IPF16273 | CA0793 homology) 0,60
CCC2 CA1655 putative copper-transporting ATPase (by homology) 0,60
IPF4322 CA2524 unknown function 0,64
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 0,66
Unklassifizierte- und unbekannte Proteine (46 Gene):
IPF3192 CA3490 unknown function 0,47
IPF4305 CA4244 unknown function 0,52
IPF16652 CA4515 unknown function 0,53
IPF13506.3 CA1307 unknown function 0,54
IPF12498.3F | CA0834 unknown function 0,55
IPF3539 CA2617 unknown function 0,55
IPF5500 CA2436 unknown function 0,56
transcription factor involved in lysine biosynthesis (by
LYS14 CA0404 homology) 0,56
chaperonin of the TCP1 ring complex,cytosolic (by homology
CCT2 CA3174 to S. cerevisiae) 0,57
IPF14861 CA0755 unknown function 0,57
IPF14603 CA0785 unknown function 0,58
IPF10668 CA2044 unknown function 0,58
IPF4325 CA0212 unknown function 0,58
IPF6878 CA4129 unknown function 0,58
IPF13508 CA1305 unknown function 0,59
IPF5369 CA2286 unknown function 0,59
IPF10435 CA3776 unknown function 0,59
IPF3364 CA4787 unknown function 0,59
IPF12501 CA0833 unknown function 0,60
IPF6518 CA2302 unknown function 0,60
IPF12233 CA2458 unknown function 0,60
IPF14487 CA3500 unknown function 0,60
IPF15220 CA0326 unknown function 0,60
IPF3701 CAS5055 unknown function 0,61
IPF18586 CA1933 unknown function 0,61
IPF12272 CA1686 unknown function 0,62
IPF12383 CA0887 unknown function 0,63
IPF8069 CA1399 unknown function 0,63
LOC1 CA3997 putative double-stranded RNA-binding protein (by homology) 0,63
IPF18207 CA4516 unknown function 0,63
IPF14663 CA1591 unknown function 0,64
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IPF3342 CA4775 unknown function 0,64
IPF19775 CA3065 unknown function 0,64
IPF2527 CA4079 unknown function 0,64
ACF3 CA5091 endo-1,3-beta-glucanase 0,64
IPF3340 CA4773 unknown function 0,65
IPF1072 CA5760 unknown function 0,65
IPF2804 CAS5933 unknown function 0,65
IPF2280 CA4264 unknown function 0,65
IPF4328 CA0210 unknown function 0,66
IPF7353 CA2716 unknown function 0,66
IPF2275 CA4262 unknown function 0,66
IPF1531 CA4632 unknown function 0,66
CRN1.3F CA4940 actin-binding protein, 3-prime end (by homology) 0,66
IPF11777 CA0777 unknown function 0,66

similar to S. cerevisiae Swa2p clathrin-binding protein required

for normal clathrin function and for uncoating of clathrin-
IPF11873 CA3425 coated vesicles (by homology) 0,67
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Tab. 8.4: Alle Gene, welche in mindestens einer der Mutanten eine statistisch signifikante
Regulation von >2,0 oder <0,5 aufwiesen. Die Gruppen der Einteilung wurden anhand
des von GeneSpring 7.2 (Silicon Genetics) vorgeschlagenen vertikalen Dendogramms von
links nach rechts (A. bis D.) gewihlt (Abb. 3.37). Wurden keine Daten erhalten, ist dieses
in der Tabelle vermerkt.

Gen- Beschreibung (nach CandidaDB: -fache Regulation
Gen-Name Nummer | http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/)
dom34A
dom34A | pmtlA | pmtlA
CDR1 CA6066 multidrug resistance protein (by homology) 2,29 1,80 0,97
RTA3 CA3606 unknown function 2,16 1,72 0,98
similar to superoxide dismutase (by
PGA3 CA4836 | homology) 7,36 2,80 1,19
PHR2 CA3867 pH-regulated protein 2 2,51 1,62 1,05
involved in cell wall biogenesis and
ECM331 CA2181 architecture (by homology) 3,59 2,03 1,09
IPF300 CA5470 unknown function 1,96 2,07 1,05
GPI-anchored pH responsive glycosyl
PHR1 CA4857 transferase 2,47 2,44 1,00
DDR48 CA4336 | stress protein (by homology) 7,63 8,77 0,79
IPF19801 CA4566 unknown function 2,04 1,65 1,29
putative aryl-alcohol dehydrogenase (by
IFD4 CA2416 | homology) 3,35 2,02 1,35
glutamine:fructose-6-
GFAl CA4016 phosphateamidotransferase 2,38 2,10 1,25
IPF17186 CA0828 unknown function 2,92 2,96 1,56
PCK1 CAS5857 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1,54 2,36 1,47
ALSA4.3f CA1528 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,95 3,17 1,71
ferric reductase, 5 prime end fragment (by
FRE30.3f CA3416 | homology) 2,07 3,14 1,53
ferric reductase, internal fragment (by
FRE30.53f CA3415 homology) 2,11 2,93 1,90
IPF14682 CAS5657 putative transcription factor (by homology) 3,72 1,28 1,87
keine
BRR2 CA4411 RNA helicase-related protein (by homology) 2,28 1,15 | Daten
IPF19142 CA0184 unknown function 2,44 1,16 1,59
IPF5009 CA4089 unknown function 2,04 1,17 1,54
DNA-directed RNA polymerase I, II, I1I (by keine
RPB5 CA349%4 homology) 2,39 1,21 | Daten
IPF18641.5f CA1639 unknown function, 5-prime end 2,07 1,17 1,71
IPF10153 CA3747 membrane transporter by homology 2,17 1,24 2,31
keine
IPF4119 CAO0125 unknown function 3,04 1,36 | Daten
keine
IPF20026 CAS5113 unknown function 2,71 0,90 | Daten
keine
IPF10911 CA2629 unknown function 2,14 0,94 | Daten
C. albicans orotidine-5-monophosphate
URA3 CA2801 decarboxylase 3,69 0,81 1,41
IPF7459 CA3657 unknown function 3,76 0,99 1,13
IPF10429 CA0721 unknown function 2,80 1,12 1,16
IPF11849 CA1365 unknown function 2,26 1,05 0,99
protein involved in 7-aminocholesterol
RTA4 CA3835 resistance (by homology) 3,54 1,25 1,49
histidine-rich glycoprotein precursor (by
IPF18732 CA1234 | homology) 2,37 1,08 1,51
UTR2 CA0605 1,3-1,4-beta-glucanase (by homology) 2,03 1,07 1,36
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IPF10278 CA0945 DNA-J-like protein (by homology) 2,33 1,04 1,32
IPF8661 CA4718 unknown function 2,27 1,22 1,02
IPF12148 CA3007 | unknown function 2,00 1,20 1,05
PGA23 CA3253 unknown function 5,83 1,79 0,87
PGA52 CA0188 unknown function 3,17 1,46 0,89
IPF12811 CA2348 putative serine/ threonine kinase 2,00 1,32 1,02

keine
IPF17574 CA0485 unknown function 2,59 1,46 | Daten
PLC3 CA3159 phosphatidylinositol phospholipase C 2,40 1,26 1,16
IPF3964 CA4111 unknown function 4,79 1,77 1,82
RTA2 CA3607 unknown function 18,09 2,70 1,75
RNH1 CA0277 | ribonuclease H (by homology) 2,16 1,43 1,24
SAP9 CA4700 | aspartyl proteinase 9 (by homology) 2,79 1,16 0,83
IPF13407 CA1926 unknown function 2,22 1,15 0,85
ATP1 CA4456 F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit 1,11 1,09 2,26
similar to S. cerevisiae Ptp3p protein tyrosine
IPF643 CA6009 phosphatase (by homology) 0,87 2,29 0,81
IPF652 CA6006 | unknown function 1,03 2,11 0,83
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase
UGP1 CA0435 (by homology) 1,02 2,25 0,79
IPF1387 CA5094 | unknown function 0,94 3,45 0,69
IPF6748 CA3393 unknown function 0,97 2,76 0,75
IPF10510 CA1265 unknown function 0,96 3,78 0,68
CDC22.3EOC CA1828 DNA Polymerase III, 3-prime end 0,94 3,37 0,73
MEC1 CA2364 cell cycle checkpoint protein (by homology) 0,96 2,40 0,85
gamma-glutamylcysteine synthetase, 3 prime
GSHL1.3f CA0583 end (by homology) 0,88 5,00 0,71
mRNA transport protein, 3-prime end (by
MTR2.3f CA5501 homology) 0,97 2,07 0,66
IPF13508.3f CA1305 unknown function 0,94 2,79 0,60
IPF2275.5e0c CA4262 unknown function 0,88 2,09 0,66
IFC4 CA0442 unknown function 0,84 2,25 0,65
F1F0-ATPase complex, FO subunit B (by
ATP4 CA3479 | homology) 0,95 2,20 0,74
member of the phosphate permease family
IPF11335 CA0926 (by homology) 0,86 3,25 0,66
IPF2532 CA0356 unknown function 0,89 2,37 0,68
SEC61 CA3197 ER protein-translocation complex subunit 1,08 2,76 0,66
RBT1 CA2830 | repressed by Tupl protein 1 1,13 2,25 0,75
similar to S. cerevisiae Phol3p 4-
IPF11589 CA3177 nitrophenylphosphatase 1,10 2,31 0,67
regulator of glucose-induced genes (by
RGT1 CA1172 | homology) 1,16 2,26 0,60
NOG1 CA5682 nucleolar G-protein (by homology) 1,74 4,35 0,88
IPF7109 CA5650 | unknown function 1,46 2,63 0,99
secretory stress response protein 1 (by
SSR1 CA5213 homology) 1,36 2,03 1,00
PGA13 CAS5112 similarity to mucin proteins 1,54 3,88 0,83
EXG1 CA0822 glucan 1,3-beta-glucosidase 1,21 2,03 0,96
GRP2 CA2644 reductase (by homology) 1,76 2,78 0,89
PGA5K4 CA2769 unknown function 1,61 2,07 0,80
MXR1 CA0123 methionine sulfoxide reductase 1,78 2,44 0,73
IPF16253 CA0782 unknown function 2,13 2,52 0,55
IPF1252 CA5664 conserved hypothetical protein 1,19 3,94 0,73
MNT4 CA2618 putative mannosyltransferase 1,10 2,14 0,84
RNH35 CA4876 RNase H (by homology) 1,06 2,71 0,88
IPF3229 CA3477 unknown function 1,15 3,49 0,83
PET9 CA5388 | ADP/ ATP carrier protein (by homology) 0,97 4,94 0,83
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RPP2 CA5125 acidic ribosomal protein by homology 1,02 7,32 0,82
IPF6755 CA3388 unknown function 0,99 3,59 0,90

similar to S. cerevisiae Apclp subunit of
IPF1445 CA4908 anaphase-promoting complex 0,96 4,69 0,79
Ran-GTPase-binding protein involved in
YRB2.3e0c CA3476 nuclear export, 3-prime end (by homology) 1,00 3,28 0,84
IPF8495 CA5061 unknown function 0,95 2,41 0,97
IML2 CA5355 unknown function 1,02 3,11 1,05
IPF5131 CA5134 | unknown function 1,11 6,20 1,18
IPF5015 CA4085 unknown function 1,08 2,44 1,05
IPF10564 CA3328 unknown function 1,17 5,11 1,10
similar to S. cerevisiae Mctlp malonyl-
IPF5013 CA4087 CoA:ACP transferase (by homology) 1,15 2,15 1,03
IPF4782 CA2327 probable membrane protein (by homology) 1,13 2,92 1,00
IPF7666 CA1120 unknown function 1,29 6,28 0,89
IPF7726 CA4735 unknown function 0,92 2,44 1,07
HSP12 CA0627 heat shock protein (by homology) 0,86 2,03 1,05
UDP-glucose-hexose-1-phosphate
GAL7 CA4044 uridylyltransferase (by homology) 1,25 2,15 1,14
ALS12.3f CA0413 agglutinin-like protein, 3-prime end 1,46 2,80 1,15
ALS1 CAO0316 agglutinin-like protein 1,58 3,52 1,50
HWP1 CA2825 hyphal wall protein 1,15 2,99 1,42
PGA31 CA2156 unknown function 1,16 2,55 1,25
ECE1l CA1402 cell elongation protein 0,93 2,44 1,47
PHO11 CA0616 secreted acid phosphatase 0,62 2,18 0,98
IPF2535 CAO0355 unknown function 0,67 2,34 0,84
IPF3192 CA3490 unknown function 0,93 1,28 0,47
RHR2 CA5788 DL-glycerol phosphatase 0,38 0,80 0,73
IPF6235 CA2216 C. albicans Tca2 retrotransposon 0,24 0,68 0,85
keine
IPF17510 CA2038 unknown function 0,16 0,94 | Daten
aldohexose specific glucokinase (by
GLK1 CA0263 homology) 0,47 0,93 1,02
IPF2857 CA5526 unknown function 0,49 0,98 0,71
IPF18207 CA4516 unknown function 0,33 1,86 0,63
IPF8321 similar to S. cerevisiae Glg2p self-
glucosylating initiator of glycogen synthesis
CA2938 (by homology) 0,44 1,25 1,11
OPT1 CA1902 oligopeptide transporter 0,44 1,29 0,95
ribonucleoside-diphosphate reductase (by
RNR22 CA4492 homology) 0,45 0,71 0,79
keine
IPF6238 CA2752 GAG protein of retrotransposon pCal 0,38 0,65 | Daten
IPF6518 CA2302 unknown function 0,16 0,31 0,60
ERG1 CA1353 squalene epoxidase 0,38 0,51 0,62
IPF6298 CA2947 unknown function 0,48 0,65 1,04
POLO CA2217 pol polyprotein, reverse transcripase 0,43 0,63 1,00
IPF4905 CA0899 unknown function 0,45 0,65 1,01
ERG3 CA1956 C5,6 desaturase 0,43 0,61 0,96
PGA10 CA4381 unknown function 0,42 0,49 1,23
NADP-glutamate dehydrogenase (by
GDH3 CA1579 | homology) 0,44 0,54 1,16
similar to S. cerevisiae Upc2p RNA
IPF7289 CA3878 polymerase II transcription factor 0,44 0,41 1,17
PGA45 CA0380 unknown function 0,40 0,31 1,28
IFE2 CA2075 unknown function 0,38 0,55 1,51
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