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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Candida albicans — ein humanpathogener Pilz

C. albicans ist ein Hefepilz, der zur Klasse der Ascomyceten (Schlauchpilze) und der
Unterklasse der Saccharomycetidae gezdhlt wird. Neben den Hefepilzen gehoren auch
Schimmelpilze und einige essbare Pilze (z.B. Triiffel) zu den Schlauchpilzen. Ascomyceten
besitzen eine grofle Bedeutung fiir den Menschen, da sie zum einen fiir zahlreiche Infektionen
verantwortlich sind, zum anderen aber auch eine wichtige Rolle bei der Herstellung von
Lebensmittel wie Brot, Kéise, Bier und Wein spielen. Des Weiteren konnen sie bei der
Herstellung von Antibiotika und Impfstoffen eingesetzt werden. Im Gegensatz zu der Backerhefe
Saccharomyces cerevisiae ist der humanpathogene Pilz C. albicans ein opportunistischer
Krankheitserreger, der bei 30 % aller Menschen in den Schleimhéuten der Nase, des Darmtrakts
und des Genitalbereichs zu finden ist (McCullough et al, 1996; Sobel, 1997). Aber nur
immunsupprimierte Menschen entwickeln eine systemische Kandidose, welche zu
lebensbedrohlichen Organausfillen beim Patienten fiihren kann (Greenspan und Greenspan,
1996). Die Fahigkeit von C. albicans polymorph wachsen zu konnen, ist ein wichtiger Aspekt
fiir seine Virulenz. Dieser Pilz kann zum einen einzellig als Hefe (4-10 um rundlich-ovale
Zellen), zum anderen aber auch mehrzellig in filamentdser Form wachsen. Die filamentdsen
Formen werden zwischen den so genannten Pseudohyphen (Ketten von elongierten Hefezellen
mit Einschniirungen an den Septen) und den echten Hyphen (Keimschlauch bilden; Septen
werden nachtriglich, ohne Einschniirungen, eingezogen) unterschieden (Ernst, 2000b; Sudbery
et al., 2004). Bei niedrigen Temperaturen von bis zu 30 °C wichst und vermehrt sich C. albicans
gewohnlich in der Hefeform. Eine Erhohung der Temperatur auf 37 °C kann das filamentose
Wachstum auslosen. Andere dimorphe Pilze wie Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum und Paracocidoides brasiliensis wachsen, anders als C. albicans, bei einer
Temperatur von 24 °C in der filamentosen Form und bei 37 °C als Hefe (Sia et al., 2000). Die als
Modellorganismus geltende, apathogene Hefe S. cerevisiae ist nur in der Lage neben der
Hefeform, Pseudohyphen auszubilden. Die Morphogenese von C. albicans umfasst auerdem die
Ausbildung von Chlamydosporen und die Fahigkeit zu stdbchenformigen ,,Opaque‘-Zellen zu
wechseln. Die runden, dickwandigen Chlamydosporen werden von speziellen Suspensorzellen
bei pseudohyphal wachsenden Zellen gebildet und werden als eine Dauerform angesehen. Die
genaue Bedeutung der mehr langlichen als oval-rundlichen Opaque-Zellen ist noch unbekannt,
allerdings wird vermutet, dass sie eine Funktion bei der Paarung von C. albicans besitzen
(Bennett und Johnson, 2005). Beide Formen treten lediglich bei niedrigen Temperaturen von 22-
25 °C auf.

1.2 Regulation der Morphogenese und ihre Bedeutung fiir die Virulenz

Die verschiedenen Wachstumsformen von C. albicans werden durch eine Vielzahl duBerer
Bedingungen beeinflusst. Im folgenden Abschnitt wird die Bedeutung der Hefe- und der (echten)
Hyphenform fiir die Pathogenitét der Hefe und die Regulation des Dimorphismus erliutert.
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1.2.1 Hyphenform und Virulenzfaktoren

Die Hefeform von C. albicans ist hauptsdchlich fiir die schnelle Vermehrung und der
Verbreitung durch den Blutzyklus des Menschen von Bedeutung. Mit dem Ubergang von der
Hefe- zur Hyphenform wird gleichzeitig die Expression von Virulenzfaktoren, wie
beispielsweise Adhidsine oder Proteasen, induziert (Kumamoto und Vinces, 2005). Diese
ermoglichen dem Pilz an Epithelzellen des Wirtes zu adhirieren, sie zu penetrieren und
schlieBlich bis in tiefere Gewebsschichten invasiv zu wachsen.

TUP1
NRG1
RFG1 O
1l 4 ? O o o
N S * e
. . L)
O ..
Abb. 1: Ubergang Hefe- zur
EFG1 H .
_ yphenform und Expression von
CPH1 ] Adieslns (ag. Als3p) Virulenzfaktoren. Abbildung
(O Secreted proteases (e.g. Sap4p) iibernommen aus (Kumamoto und
® Cytoplasmic proteins (e.g. Hgc1p) Vinces, 2005)‘

Die Abb.1 zeigt den Wechsel von der Hefe- (links) zur Hyphenform (rechts). Fiir die
Induzierung des filamentdsen Wachstums ist der bereits gut charakterisierte Transkriptionsfaktor
Efglp von grofler Wichtigkeit (Stoldt ez al., 1997). Im folgenden Abschnitt wird ndher auf dieses
Protein eingegangen. Neben Efglp fungiert auch Cphlp, das homologe Protein zu Stel2p von
S. cerevisiae, als positiver Regulator der Hyphenbildung (Liu ef al., 1994). Bekannte negative
Regulatoren sind Tuplp, Nrglp und Rfglp. Der Repressor Nrglp wird wéhrend des
filamentosen Wachstums stark negativ reguliert, und nrg/-Mutanten zeigen eine dereprimierte,
konstitutive Hyphenbildung (Murad et al, 2001). Auch tupl- und rfgl-Mutanten besitzen
dhnliche Phinotypen wie nrg/-Mutanten (Kadosh und Johnson, 2001; Murad et al., 2001). Das
zu Rfglp homologe Protein Rox1p aus S. cerevisiae ist in der Béckerhefe fiir die Regulation der
hypoxischen Antwort zustindig (Kastaniotis und Zitomer, 2000). Sein homologes Protein in
C. albicans kontrolliert hingegen das filamentése Wachstum der humanpathogenen Hefe und
besitzt keine Funktion bei der hypoxischen Genregulation (Kadosh und Johnson, 2001).

Des Weiteren geht aus Abb. 1 hervor, dass die Hyphenform im Gegensatz zur Hefeform
Virulenzfaktoren exprimiert. So ist beispielsweise das cytoplasmatische G1-Cyklin Hgclp in der
Hefezelle nicht vorhanden, wird aber unter hypheninduzierenden Bedingungen stark induziert
und ist fiir die Hyphenbildung essentiell. HGCI-disruptierte Zellen sind afilamentds und nicht
virulent (Zheng und Wang, 2004). Die ALS-Genfamilie kodiert fiir acht hyphenspezifische,
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Zellwandproteine (Sundstrom, 2002), die fiir die
Adhésion der Hyphen an Epithel- sowie Endothelzellen verantwortlich sind (Fu et al., 2002;
Zhao et al., 2004). Neben den Adhésinen sind sekretierte Aspartylproteasen (Saplp-SaplOp)
weitere Virulenzfaktoren von C. albicans. Diese sind fiir die Penetration und Invasion der
humanpathogenen Hefe in das Gewebe des Wirts notwendig, sind aber beispielsweise auch in
der Lage, Proteine der Immunabwehr zu degradieren (Naglik et al., 2003).
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1.2.2 Regulation der Morphogenese durch den PKA-Signaltransduktionsweg

Der Ubergang von der Hefeform zur echten Hyphenform in C. albicans wird vorwiegend iiber
den Proteinkinase A (PKA)-Weg kontrolliert (Ernst, 2000a). Viele der daran beteiligten Proteine
wurden aufgrund ihrer Homologie zu den bereits bekannten und gut charakterisierten Proteinen
aus dem Modellorganismus S. cerevisiae, identifiziert. In der Bickerhefe steuert dieser
Signalweg die Pseudohyphenbildung, aber beispielsweise auch das Wachstum und die
Stressantwort der Zellen (Pan und Heitman, 1999; Longo, 2003).

S. cerevisiae C. albicans
" (Ras) ™\ " (Ras) ™\

! l

Cyrl) Cdc3y
cAMP cAMP
Sch9

Tpk 1-3 ? Tpk 172 Rimly
v \ Riml;/ ' \

¢ v * Eﬂ'!) ?
Sok@ Phd) Gisl) Efgl)—\-—| 2 ) Abb. 2: Vergleich der PKA-
Signaltransduktionswege von S. cerevisiae
J l l l l und C. albicans. Zueinander homologe
, ) ) ) Proteine sind in denselben Farben
Filamentierung Stressantwort, Filamentierung dargestellt.
Zellzyklus

Abb. 2 zeigt beide Signalwege im Vergleich. In S. cerevisiae werden dullere Signale, wie z.B.
ein Mangel an Nahrstoffen, von Membran-assoziierten Proteinen (z.B. Gprlp, Gpa2p) auf ein
kleines G-Protein (Ras2p) tlibertragen (Mosch et al., 1996; Lorenz und Heitman, 1997). Dieses
aktiviert die Adenylatcyclase Cyrlp, wodurch der cAMP-Level in der Zelle ansteigt. Das
Molekiil bindet an die regulatorische Untereinheit der PKA (Bcylp), so dass die katalytischen
Untereinheiten (Tpk1-3p) freigesetzt werden (Toda ef al., 1987). Die Pseudohyphenbildung wird
moglicherweise durch direkte oder indirekte Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie
Phdlp und Sok2p (APSES-Proteine) iiber die PKA kontrolliert (Ward et al., 1995; Gancedo,
2001).

Neben Proteinen, die fiir das filamentose Wachstum der Backerhefe verantwortlich sind, wird
auch die Proteinkinase Rim15p durch den cAMP/PKA-Signalweg reguliert. Rim15p wird durch
die PKA gehemmt und ist selber fiir die positive Kontrolle eines Zinkfinger-Proteins (Gislp)
zustindig (Reinders et al., 1998; Pedruzzi et al., 2000). Gene, diec STRE (stress responsive
elements)-Sequenzen (z.B. CIT1, HSP12, TPS2) oder PDS (post-diauxic shift)-Elemente (z.B.
SSA3) in ihrer Promotorregion besitzen, stehen unter der Kontrolle von Gislp und sind fiir die
Stressantwort und den FEintritt in die stationdre Phase verantwortlich (Martinez-Pastor et al.,
1996; Reinders et al, 1998; Pedruzzi et al., 2000). Eine weitere Proteinkinase, Sch9p,
beeinflusst ebenfalls die Regulation der Stressantwort und auflerdem das Wachstum und Altern
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von Zellen (Longo, 2003; Liu et al., 2005). Sch9p agiert in einem Signalweg unabhingig des
cAMP/PKA-Wegs und ist vermutlich ein negativer Regulator von Riml15p. sch9-Mutanten
wachsen langsamer und haben eine etwa dreifach lidngere chronologische Lebensdauer als
Wildtypzellen. Zudem zeigen Zellen mit einer SCHY-Deletion eine erhohte Stressresistenz
(Fabrizio et al., 2004).

Die Regulation der Stressantwort in C. albicans hingegen ist noch weitestgehend unbekannt.
Eine generelle Stressantwort wie in S. cerevisiae ist nicht vorhanden (Enjalbert et al., 2003). Bei
Wachstum unter verschiedenen Stressbedingungen wurden keine Gene gefunden, die in allen
Bedingungen hoch reguliert werden, und zudem werden in Candida unter Stressbedingungen
keine Kohlenhydrate wie Glykogen oder Trehalose in der Zelle akkumuliert. Vielmehr ist der
PKA-Signalweg in dem humanpathogenen Pilz fiir die Ausbildung echter Hyphen
verantwortlich. Die Signaliibertragung von der Zelloberflache verlduft wie bei S. cerevisiae liber
das Rasl-Protein, das die Adenylatcyclase (Cdc35p) aktiviert, wodurch schlieBlich die
katalytischen Untereinheiten der PKA freigesetzt werden. C. albicans besitzt lediglich zwei
dieser Untereinheiten (Tpklp und Tpk2p), die jeweils eine unterschiedliche Rolle bei der
Morphogenese der Hefe spielen (Bockmiihl et al., 2001). Wéhrend Tpklp eher fiir die
Hyphenbildung auf festem Medium verantwortlich ist, reguliert Tpk2p hauptsdchlich das
filamentose Wachstum in fliissigen Medien. Die Induktion der Hyphenbildung erfolgt dabei iiber
den Transkriptionsfaktor Efglp, der wie ScPhdlp und ScSok2p der APSES-Proteinfamilie
angehort (Stoldt et al., 1997).

APSES-Proteine haben eine 80-90 % identische, 100 Aminosiuren lange Doméne gemeinsam,
die ein basic helix-loop-helix (bHLH)-Motiv aufweist, welche fiir die Dimerisierung und DNA-
Bindung von Bedeutung ist (Dutton et al., 1997; Stoldt et al., 1997). Transkriptionsfaktoren
dieser Klasse sind fiir die Regulation der Morphogenese von Pilzen zustindig. So auch das
Asml-Protein von Neurospora crassa, das die Reifung der Ascosporen bestimmt (Aramayo et
al., 1996) und StuAp aus Aspergillus nidulans bzw. Aspergillus fumigatus, welches fir die
Konidienbildung wichtig ist (Dutton et al., 1997; Sheppard et al., 2005). Wie an ScPhdlp und
ScSok2p demonstriert werden kann, konnen APSES-Proteine sowohl aktivierende als auch
reprimierende Eigenschaften besitzen (Abb. 2). Mittels Einhybrid-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass auch die beiden APSES-Proteine von C. albicans gegensitzliche Funktionen
besitzen. Wéhrend Efglp als Repressor agiert ist das homologe Protein Ethlp ein Aktivator der
Genexpression (Doedt et al., 2004). Obwohl fiir Efglp auf molekularer Ebene lediglich eine
reprimierende Funktion gezeigt werden konnte, besitzt Efglp dhnlich wie das Myc-Protein in
Séugerzellen eine bivalente Funktion. Je nach dufleren Bedingungen sind beide Proteine in der
Lage, als Aktivator oder als Repressor zu fungieren (Bernards, 1995). Im vorherigen Abschnitt
wurde Dbereits erwdhnt, dass die Hyphenbildung unter den allgemein {iblichen
Induktionsbedingungen (z.B. Serumzugabe oder Temperaturerhohung) durch Efglp iiber den
PKA-Signalweg aktiviert wird. Unter mikroaerophilen bzw. in einer Matrix eingebetteten
Bedingung verhélt sich die efg/-Mutante hingegen hyperfilamentos. Efglp iibernimmt hier also
eine repressorische Funktion (Brown et al., 1999; Sonneborn et al., 1999). Eine Uberexpression
des APSES-Proteins in S. cerevisiae fordert das filamentose Wachstum der Béckerhefe, in
C. albicans fiihrt dies zu Pseudohyphenbildung und Repression der Bildung echter Hyphen
(Stoldt et al., 1997). Nach einer Aktivierung des hyphalen Wachstums, wird die Expression von
EFGI schnell durch negative Autoregulation reprimiert. Zudem wurde festgestellt, dass der
Transkriptionsfaktor die Bindung zum Sin3p-abhidngigen Histondeacetylase-Komplex bendtigt,
um den eigenen Promotor herunter regulieren zu konnen (Tebarth et al., 2003). Das weniger gut
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charakterisierte Efh1-Protein (Efglp-Homologes) hat vermutlich verstirkende Eigenschaften bei
der Repression der Filamentbildung durch Efglp unter mikroaerophilen/eingebetteten
Bedingungen (Doedt et al, 2004). Eine efhl-Mutante zeigt keine Unterschiede in der
Morphologie zum Wildtyp. Die efgl/efhI-Doppelmutante jedoch induziert die Hyphenbildung
unter eingebetteten Bedingungen noch schneller und stérker als eine efg/-Einfachmutante (Doedt
et al., 2004). Ebenfalls leicht hyperfilamentds unter eingebetteten Bedingungen verhalten sich
RIM15-disruptierte C. albicans-Zellen (Setiadi, 2002). Anders als sein homologes Protein in
S. cerevisiae ist CaRim15p nicht fiir die Stressantwort der Zelle verantwortlich. Mdglicherweise
reprimiert es zusitzlich zu Efglp die Hyphenbildung unter mikroaerophilen/eingebetteten
Bedingungen in einem alternativen Signaltransduktionsweg (Abb. 2).

1.2.3 Bedeutung von Efglp fiir die Virulenz von C. albicans

In 1.2.2 wurde beschrieben, dass das APSES-Protein Efglp ein wichtiger Regulator der
Morphogenese von C. albicans ist. Auf der anderen Seite ist der Transkriptionsfaktor auch ein
Regulator vieler Virulenzfaktoren (z.B. Familie der Sap- oder Als-Proteine). Schroppel et al.
(2000) konnten zeigen, dass die Expression von SAP4, SAP5 und SAP6 wéhrend des
Hyphenwachstums Efglp-abhédngig ist. Auch die der Zelloberflichenproteine Alslp, Als3p und
Hwplp wird durch den Transkriptionsfaktor aktiviert (Hoyer et al., 1998; Sharkey et al., 1999;
Fu et al., 2002). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Efglp in der Lage ist, direkt an den
Promotor von ALS3 zu binden (Leng et al., 2001). Die Adhdsion von efg/-Mutantenzellen an
Sdugerzellen und kiinstliche Oberfldchen wie beispielsweise Kunststoffen (Kathetern etc.) ist als
Konsequenz der niedrigen Expression dieser Gene stark herabgesetzt (Kumamoto und Vinces,
2005). Weitere Efglp-abhingige Virulenzfaktoren sind die Proteine Rbtlp und Rbt4p, deren
Funktion noch unbekannt ist (Braun et al, 2000), sowie Hgclp, das hyphenspezifische G1-
Cyklin (1.2.1) (Zheng und Wang, 2004).

Efglp ist ein zentraler Regulator von Prozessen in C. albicans. Auch der Metabolismus des
humanpathogenen Pilzes wird durch ihn kontrolliert. In einer genomweiten Transkriptomanalyse
von efgl-Mutanten wurde festegestellt, dass Efglp fiir die Aktivierung beinahe aller
glykolytischen Genen und die Repression des oxidativen Stoffwechsels verantwortlich ist (Doedt
et al., 2004). Wieder zeigte sich die bivalente Funktion des APSES-Proteins als Aktivator und
Repressor der Genregulation.

Die Abhéngigkeit der Hyphenbildung und der Expression vieler Virulenzfaktoren von Efglp
verdeutlicht die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktors fiir die Virulenz von C. albicans. Seine
Regulation iiber mehr als einen Signaltransduktionsweg fiihrt dazu, dass verschiedene
Virulenzfaktoren in den einzelnen Gewebetypen des Menschen, u.a. mit Hilfe anderer
Transkriptionsfaktoren wie Cphlp, exprimiert werden konnen (s.auch Abb. 1). Auch der
Dimorphismus wird fiir das Besiedeln unterschiedlicher Nischen im menschlichen Korper
benotigt. Wechselnde Lebensraume bedeuten allerdings auch eine Konfrontation mit
Unterschieden im Sauerstoffgehalt der Umgebung. Die Tatsache, dass efg/-Mutanten unter
mikroaerophilen Bedingungen einen entgegen gesetzten Phédnotyp als unter aeroben
Bedingungen zeigen, macht deutlich, dass der Sauerstoffgehalt der Umgebung einen grofen
Einfluss auf die Morphologie und mdglicherweise auch auf die Expression von Virulenzfaktoren
besitzt. Die Genregulation unter hypoxischen Bedingungen ist in C. albicans noch weitestgehend
unbekannt. Im ndchsten Kapitel wird die Bedeutung hypoxischer Bedingungen sowie die
Regulation der hypoxischen Antwort in S. cerevisiae und Sdugerzellen beschrieben.
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1.3 Hypoxische Anpassung

Der menschliche Organismus bietet dem humanpathogenen Pilz C. albicans viele
unterschiedliche Nischen. Der einzellige Pilz kann sich im Blutkreislauf, auf der Hautoberflidche
oder in Schleimhéuten (oral, nasal, vaginal) des Menschen aufhalten, wo ein hoher Prozentsatz
an Sauerstoff verfiigbar ist. In Organen (z.B. Darm, Nieren), allgemein in tieferen Schichten von
Geweben und in den menschlichen Zellen selbst nimmt der Sauerstoffgehalt stark ab. In
Mitochondrien herrschen hypoxische Bedingungen bis zu unter 1% O, (Tsai et al., 1998;
Baumgartl et al., 2002). Bei der Infektion des menschlichen Koérpers muss C. albicans in der
Lage sein, mit diesen unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen zurechtzukommen und darauf
zu reagieren. Die Verfiigbarkeit von molekularem Sauerstoff ist fiir alle eukaryontischen
Organismen von entscheidender Bedeutung. Eine wichtige Rolle besitzt der Sauerstoff z.B. bei
der Fluiditit der Zellmembran. Die Membranfluiditdt ist auf die Lipidzusammensetzung,
insbesondere auf den Anteil an ungeséttigten Fettsduren, zuriickzufiihren. Fiir die Synthese der
ungesittigten Fettsduren, die von so genannten Desaturasen katalysiert werden, ist molekularer
Sauerstoff essentiell (McDonough et al., 1992; Choi et al., 1996).

Eine noch wichtigere Bedeutung hat der Sauerstoff fiir eine effiziente Energiegewinnung. Die
Energie der Zelle (in Form vom ATP) wird im Wesentlichen aus drei Reaktionsabldufen
gewonnen (Glykolyse, Zitratzyklus und Atmungskette). Unter aeroben Bedingungen laufen diese
drei Prozesse nacheinander ab und liefern so, pro eingesetztes Molekiil Glucose, 38 ATP. Der
GroBteil der Energie (36 ATP) wird dabei in der Atmungskette, welche an der inneren
Mitochondrienmembran stattfindet, gewonnen. Dabei wird, mit Hilfe der aus dem Citratzyklus
gewonnen Reduktionsdquivalenten, ein Protonengradient iiber der Membran aufgebaut. Die
zuriickflieBenden Protonen treiben die ATP-synthetisierende F;Fo-ATPase an und verbinden
sich dann mit dem molekularen Sauerstoff zu Wasser. Unter anaeroben Bedingungen kann die
Atmungskette und somit ein Grof3teil der Energiegewinnung nicht ablaufen. Um zumindest eine
fortlaufende anaerobe Energiegewinnung mittels Glykolyse zu sichern, muss das wéhrend der
Substratphosphorylierung zu NADH umgesetzte NAD' regeneriert werden. Der Wasserstoff
wird dabei ohne weiteren Energiegewinn auf organische Elektronenakzeptoren wie z.B. Pyruvat
tibertragen. Rein netto werden hier lediglich zwei Molekiile ATP pro umgesetzte Glukose
gewonnen. Im Gegensatz zu den Eukaryonten sind einige Bakterien in der Lage, auch unter
anaeroben Bedingungen eine Atmung durchzufiihren. Bei diesem Prozess dienen anorganische
(z.B. Schwefel, Nitrat, Eisen) oder auch organische Substanzen (z.B. Fumarat, Succinat) als
terminale Elektronenakzeptoren. Auch einige mehrzellige Organismen, wie z.B. Pogonophoren
(Stamm: Annelida) sind in der Lage unter anaeroben Bedingungen zu leben, indem sie
Symbiosen mit anaeroben Bakterien eingehen.

Je nach ihrer Beziehung zum Sauerstoff teilt man die Organismen in verschiedene Klassen auf.
Neben den obligat anaeroben und obligat aeroben Organismen existieren jene, die beide
Stoffwechselformen ausfiihren konnen, bzw. das Vorhandensein von Sauerstoff tolerieren
(fakultativ anaerob, aerotolerant). Eine weitere Gruppe ist die der mikroaerophil lebenden
Organismen. Unter den humanpathogenen Mikroorganismen findet man das gesamte Spektrum
an Beziehungen zum Sauerstoff. Neben obligat aeroben Pathogenen, wie z.B. Pseudomonas
aeruginoisa und Mycobacterium tuberculosis, gibt es auch obligat anaerobe wie den Erreger des
Botulismus Clostridium botulinum oder auch Actinomyces isrealii. Die meisten der
humanpathogenen Mikroorganismen sind allerdings in der Gruppe der fakultativ anaeroben



Einleitung 7

Gruppe zu finden. Hierzu gehoren z.B. Staphylocoocus aureus, Salmonella typhi oder
Corynebacterium diphteriae.

1.3.1 Hypoxische Antwort in der Bickerhefe S. cerevisiae

Aufgrund der engen Verwandtheit von C. albicans zum Modellorganismus S. cerevisiae wird die
hypoxische Antwort der Bickerhefe im Folgenden genauer erldutert. Die Bickerhefe ist ein
fakultativ anaerober Organismus. Das heiflt, dass die Energiegewinnung sowohl durch die
Atmung als auch durch Girungsprozesse gewonnen werden kann. Unter anaeroben Bedingungen
werden Kohlenstoffquellen zu Ethanol und Kohlendioxid fermentiert, um einen Grundumsatz an
ATP gewihrleisten zu konnen. Die Gérung ist allerdings auch bei aerobem Wachstum moglich,
wenn die Glucosekonzentration etwa 100 mg/1 libersteigt, was dem so genannten Crabtree-Effekt
zugrunde liegt (Gancedo, 1992; ter Linde et al., 1999).

Die Umstellung des Metabolismus der Hefe ist nicht der einzige Vorgang, der reguliert werden
muss, wenn den Zellen kein Sauerstoff mehr zur Verfiigung steht. Hypoxische Bedingungen sind
beispielsweise ein Stressfaktor flir die Zelle, so dass die Stressantwort aktiviert werden muss.
Die Kontrolle der hypoxischen Antwort auf molekularer Ebene erfolgt zundchst iiber die
sauerstoffabhéingige Hdmbiosynthese. Unter normoxischen Bedingungen sammelt sich Him in
der Zelle an und aktiviert den Transkriptionsaktivator Haplp (Heme Activator Protein), der
wiederum Gene des aeroben Wachstums (z.B. Gene der Atmungskette) induziert (Zhang und
Hach, 1999). Neben der Aktivierung normoxischer Gene miissen zusitzlich hypoxische Gene
reprimiert werden. Dies geschieht durch den Hdm-Haplp-Komplex, der die Expression von
ROXI (Repressor Of hypoXic genes) induziert (Zitomer et al., 1997). Roxlp ist ein DNA-
Bindeprotein mit N-terminaler HMG-Doméne, dessen reprimierende Eigenschaften durch den
Transkriptionsfaktor Mot3p noch verstirkt werden (Grishin et al., 1998; Deckert et al., 1999;
Kastaniotis und Zitomer, 2000). Beide Proteine verhindern die Expression hypoxischer Gene
wihrend des aecroben Wachstums (Sertil ez al., 2003).

Unter hypoxischen Bedingungen wird die Hémproduktion eingestellt, ROX/ nicht mehr
transkribiert und dadurch die Expression hypoxischer Gene dereprimiert. Zu diesen gehdren z.B.
Gene der DAN/TIR-Gruppe sowie Ergosterolbiosynthesegene (Hongay et al., 2002; Sertil et al.,
2003). DAN/TIR-Gene kodieren fiir Zellwand-Mannoproteine, die fiir die Zellen wéhrend des
anaeroben Wachstums essentiell sind (Cohen ef al., 2001). ANBI und HEM13 sind zwei weitere
Gene, deren Expression unter hypoxischen Bedingungen Rox1p/Mot3p-abhingig dereprimiert
werden (Keng, 1992; Kastaniotis et al., 2000). ANBI (ANaeroBically induced) kodiert fiir einen
Translations-Initiationsfaktor (elF-5A), der speziell unter anaeroben Bedingungen die erste
Peptidbindung am Ribosom begiinstigt (Schwelberger et al, 1993). Auch HEM13 (HEMe
biosynthesis) wird lediglich bei Sauerstoffmangel bendtigt und kodiert flir die
Coproporphyrinogen III Oxidase, die den sechsten Schritt des Himbiosynthesewegs katalysiert.
Ist geniigend Sauerstoff vorhanden wird die Transkription der Oxidase liber Him und Roxlp
gehemmt (Zagorec et al., 1988; Keng, 1992). Fiir die vollstindige Repression von ANBI und
HEM]13 unter aeroben Bedingungen wird auBlerdem der Repressorkomplex Tuplp/Ssn6p
benotigt (Zhang und Guarente, 1994; Mennella ef al., 2003).

Die hypoxische Genregulation von S. cerevisiae kann auch liber Rox1p-unabhingige Signalwege
vermittelt werden. Die Expression des Zellwand-Mannoproteins Srplp bzw. Tirlp ist zwar von
Ham abhingig, wird dann aber {iber den Repressor Ord1p und den Aktivator Yaplp kontrolliert.
Bei einem sauren pH wird die Expression reprimiert, bei Stress (niedrigen Temperaturen) und
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Hypoxie induziert, indem Yaplp der Repression durch Ordlp entgegenwirkt (Kitagaki et al.,
1997; Bourdineaud et al., 2000). Die Genregulation anderer Dan/Tir-Proteine durch Him kann
auch iiber die Inhibierung der Expression von MOX4 bzw. UPC2 kontrolliert werden (Abramova
et al., 2001). Beide, Rox1p und Upc2p, regulieren die meisten der hypoxisch aktivierten Gene in
S. cerevisiae (Kwast et al., 2002).

Genomweite Transkriptomanalysen von S. cerevisiae unter hypoxischen Bedingungen konnten
zeigen, dass Roxlp und andere Faktoren wie Upc2p fiir die Regulation dissimilatorischer
Prozesse, der mitochondriale Funktion und des Metabolismus fiir Reservekohlenhydrate
zustdandig sind. Es stellte sich heraus, dass Rox1p insbesondere fiir die Umstellung des Sterol-
und Lipidmetabolismus verantwortlich ist. Zudem werden auch Gene beeinflusst, die fiir den
Umbau der Zellwand und der Zellmembran benétigt werden. Zu diesen gehodren z.B.
Zellwandproteine, modifizierende Enzyme, Proteine fiir den Vesikelverkehr sowie Enzyme fiir
Lipid- und Sterolbiosynthese (Kwast et al., 2002).

1.3.2 Hypoxische Antwort in Sdugerzellen

In der Welt der Mikroorganismen sind viele Vertreter (z.B. anaerobe Bakterien) bekannt, die
unter hypoxischen oder gar anaeroben Bedingungen leben konnen und deren Stoffwechsel an
eine sauerstoffarme Umgebung angepasst ist. Je hoher entwickelt der Organismus, desto weniger
Vertreter ihrer Gattung sind in der Lage, eine lidngere Periode mit Sauerstoffmangel zu
tiberleben. Ein Beispiel hypoxisch toleranter Tiere ist die StiBwasserschildkrote Trachemys, die
wihrend der Winterzeit mehrere Monate fast ohne Sauerstoff auskommt. Auch das Gehirn von
Neugeborenen ist extrem tolerant gegeniiber Sauerstoffmangel. Dies liegt dem geringeren
Energieverbrauch durch die niedrige Reizbarkeit im frithen Stadium der Entwicklung zugrunde
(Lutz et al., 1996). Sdugerzellen wie beispielsweise Muskelzellen miissen ihren Stoffwechsel
zeitweilig auf anaerobe Bedingungen umstellen konnen. Kohlenhydrate werden fermentiert, so
dass sich Lactat im Muskelgewebe ansammelt (Hoppeler et al., 2003). Endothelzellen sind ein
weiterer hypoxisch toleranter Sdugerzelltyp, die unter diesen Bedingungen u.a. vermehrt Stress-
und glykolytische Proteine exprimieren (Graven und Farber, 1998). Seit einigen Jahren ist durch
die Tumorforschung bekannt, dass hypoxische Bedingungen die Zellproliferation und somit die
Aggressivitidt bosartiger Krebszellen fordern. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die
Expression einiger Gene, welche die Zelldifferenzierung beeinflussen, aktiviert bzw. reprimiert
werden (Axelson et al., 2005).

Der Verlauf einer hypoxischen Antwort in Sdugerzellen beginnt damit, dass ein
Sauerstoffmangel iiber Sensoren der Membran erkannt wird, und eine Signalweiterleitung in
Gang gesetzt wird. Bei einer Hypoxie muss Energie in Form von ATP eingespart werden. Da
Proteinbiosynthese, Na'K'-Pumpen und Glukoneogenese die meiste Energie verbrauchen,
werden deren Biosynthese bzw. Aktivitit herunter reguliert (Buck und Hochachka, 1993; Land
et al., 1993; Land und Hochachka, 1994). Des Weiteren werden ATP-Biosynthesewege unter
hypoxischen Bedingungen reprimiert (Hochachka et al., 1996). AnschlieBend erfolgt die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 (hypoxia inducible factorl) und des
Elongationsfaktors EFla. Wie das Rox1-Protein von S. cerevisiae (1.3.1) ist auch HIF-1 der
Séugerzellen ein wichtiger Regulator der hypoxischen Genexpression. Prolylhydroxylasen
(PHD1-3) bendtigen fiir die Hydroxylierung von HIF-1a molekularen Sauerstoff und sind somit
Sauerstoffsensoren der Sdugerzellen (Bruick und McKnight, 2001; Schumacker, 2002). Die
Hydroxylierung  fiihrt unter normoxischen Bedingungen zur Degradation des
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Transkriptionsregulators (Salceda und Caro, 1997; Huang ef al., 1998), so dass die Aktivierung
hypoxischer Gene nicht stattfinden kann. Unter hypoxischen Bedingungen hingegen sind
Prolylhydroxylasen inaktiv, so dass HIF-1a in den Zellkern translozieren kann, um dort an die
HIF-1B-Untereinheit zu binden. Das Dimer aus den beiden Untereinheiten bindet anschlieend
an HREs (hypoxic recognition elements) in der Promotorregion hypoxischer Gene (Semenza,
1998). Durch die Interaktion mit dem Co-Aktivator p300/CBP wird die Expression dieser Gene
schlieBlich induziert. Zu den HIF-1 aktivierten Genen gehoren u.a. Gene fiir die Erythropoietin
(EPO)-Synthese, den vascular endothelial growth factor (VEGF) und fiir die Glykolyse wie
Aldoa, Enol und Ldhl (Semenza et al., 1996; Wenger, 2002). In S. cerevisiae hingegen wird die
Glykolyse unter aeroben Bedingungen nicht induziert. Stattdessen wird die Transkriptmenge
dieser Gene auf einem hohen Level gehalten, so lange geniigend Glukose als Substrat vorhanden
ist (1.3.1). Zu den HIF-1 hypoxisch reprimierten Genen gehoren beispielsweise diejenigen des
oxidativen Stoffwechsels, wie die des Tri-Carbonsdure-Zyklus oder der Glukoneogenese.

1.4 Zielsetzung

Bei der Infektion des menschlichen Korpers kann C. albicans in einer Vielzahl von ,,Nischen*
(z.B. Haut, Gewebe, Blut, Organe, Makrophagen) nachgewiesen werden. Diese unterscheiden
sich unter anderem in Temperatur, Oberflaichenkontakt und vor allem in ihrem Sauerstoffgehalt.
Fiir eine erfolgreiche Infektion ist es fiir den humanpathogenen Pilz essentiell sein Transkriptom
an die jeweiligen, verschiedenen Bedingungen anzupassen. Ziel dieser Arbeit war es, die
Bedeutung und den Einfluss eines Sauerstoffmangels auf die Morphologie und das Transkriptom
aufzuklédren. Insbesondere sollte die Rolle des Transkriptionsfaktors Efglp unter hypoxischen
Bedingungen mittels Microarray-Analysen untersucht und anschlieBend durch Northernblot-
oder Real-time RT-PCR-Analysen verifiziert werden. Da bereits erste Anhaltspunkte vorhanden
waren, dass auch CaRim15p und CaSch9p eine Rolle bei der hypoxischen Antwort spielen sollte
auch deren Bedeutung untersucht werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Gase und Enzyme

In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen:
Amersham (Braunschweig), Biorad (Miinchen), B. Braun (Melsungen), Calbiochem (Bad
Soden), Dianova (Hamburg), Difco (Michigan), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco BRL
(Eggenstein), Kodak (New Haven), Merck AG (Darmstadt), MBI Fermentas (St. Leon Rot),
Millipore (Eschborn), MoBiTec (Géttingen), New England Biolabs (Schwalbach), Oxoid
(Wesel), Pharmacia (Freiburg), Pierce (Rockford), Promega (Madison), Qiagen (Hilden), Riedel-
De Haen (Hannover), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Schott (Mainz), Serva
Feinbiochemica (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen), Whatman (Maidstone, GB), Zymo research/
HISS (Freiburg). Soweit nicht anders vermerkt wurden Chemikalien der Giiteklasse reinst oder
p.a. verwendet.

Genutzte Gase stammen von der Firma Air Liquide (Krefeld).

2.2 Stamme und Medien

2.2.1 C. albicans-Stamme

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete C. albicans-Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

CAF2-1 URA3/ ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993
CAl4 ura3:.imm434/ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993
AS1 wie CAl4, aber tpk2::hisG/tpk2::hisG Gerads, pers. Mitteilung
ITHH6-4a wie CAl4, aber tpkl::hisG/tpkl::hisG Gerads, pers. Mitteilung
CAR23-7-5-1 wie CAl4, aber rimli5::hisG/riml15::hisG Setiadi, 2002

CAS2 wie CAI4, aber SCHY/sch9::hisG Giasson, pers. Mitteilung
CAS4 wie CAl4, aber sch9::hisG/sch9::hisG Giasson, pers. Mitteilung
C4/d63 wie CAl4, aber efhl::hisG/efhl::hisG-URA3-hisG Doedt et al., 2004
C4/d63-1 wie CAl4, aber efhl::hisGlefhl::hisG Doedt et al., 2004
HLC52 wie CAl4, aber efgl::hisG/efgl::hisG-URA3-hisG Lo et al., 1997

HLC67 wie CAl4, aber efgl::hisGlefgl::hisG Loetal, 1997

H/1.22 wie HLC67, aber efhl::hisG/efhl::hisG-URA3-hisG Doedt et al., 2004
H/1.22.1 wie HLC67, aber efhl::hisG/efhl::hisG Doedt et al., 2004
CAI-URA3 ura3::imm434/ura3::URA3 Park et al., 2005

DSC10 wie HLC67, aber ura3::imm434/ura3::URA3 Park et al., 2005
HPY300U wie IIHH6-4a, aber ura3::imm434/ura3::URA3 Park et al., 2005
HPY400U wie AS1, aber ura3::imm434/ura3::URA3 Park et al., 2005

HLCE wie HLC67, aber efgl::hisGlefgl:.[EFG1p-URA3] Lengeler, pers.Mitteilung
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Stamm Genotyp Quelle/Referenz

(pTD38/Pacl integriert in EFG1p)

HLCE/EFG1 wie HLC67, Noftz, pers. Mitteilung
aber efgl::hisGlefgl::[EFGIlp-HA-EFGI1-URA3]
(pTD38-HA/Pacl integriert in EFG1p)

CAEI1-5,CAE1-6  wie CAIl4, aber EFGip (+5’UTR)-RLUC-URA3 diese Arbeit
(pSKM46a/ Hpal integriert im EFGI-Promotor)
CFLJ-1,CFLJ-2  wie CAF2-1, aber OLE1/olel::RLUC-SAT Albert, 2004

(integriertes PCR-Fragment mit Primern OLE1p-
Rluc/for und OLE1-SAT/rev auf pRluc-SAT)

EGLIJ-A, EGLJ-B wie HLC52, aber OLE1/olel::RLUC-SAT diese Arbeit
(integriertes PCR-Fragment mit Primern OLE1p-
Rluc/for und OLE1-SAT/rev auf pRluc-SAT)

CAA2-1 wie CAF2-1, aber ACC1/accl::RLUC-SAT diese Arbeit
(integriertes PCR-Fragment mit Primern ACClp-
Rluc-for und ACC1-SAT-rev auf pRluc-SAT)

HLA67-1 wie HLC67, aber ACCl/accl::RLUC-SAT diese Arbeit
(integriertes PCR-Fragment mit Primern ACClp-
Rluc-for und ACC1-SAT-rev auf pRluc-SAT

CAP2-1 wie CAF2-1, aber PDB1/pdbl::RLUC-SAT diese Arbeit
(integriertes PCR-Fragment mit Primern PDB1p-
Rluc-for und PDB1-SAT-rev auf pRluc-SAT

HLP52-1 wie HLC52, aber PDB1/pdbl::RLUC-SAT diese Arbeit
(integriertes PCR-Fragment mit Primern PDB1p-
Rluc-for und PDB1-SAT-rev auf pRluc-SAT

2.2.2 Medien

LB : 0,5 % Hefeextrakt, 1% Trypton, 0,5 % NaCl

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

YPS : 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Saccharose

SD : 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminoséuren aber mit
Ammoniumsulfat), 2 % Glukose; pH 6,9

SS : 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminoséduren aber mit

Ammoniumsulfat), 2 % Saccharose; pH 6,9
Serumplatten : 5-10 % Pferdeserum, 2 % Agar
YPS (pH 4,5) :1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, 2 % Saccharose, 2 % Agar
ad 533 ml H,O, nach autoklavieren
+ 67 ml Phosphat-Citrat-Puffer
(1 M Zitronenséure, 1,6 M K,HPO, [x 3 H,O]; pH 4,5 mit fester Zitronenséure)
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Festen Medien wurden, falls nicht anders vermerkt, 1,5 % Agar hinzugefiigt.
Zur Selektion des SATI-Markers wurde dem YPD-Medium 100 pg/ml Nourseothricin
hinzugegeben.

2.2.3 Medien mit Antimykotika

Zur Phinotypisierung von C. albicans Stimmen unter verschiedenen Bedingungen wurde deren
Sensitivitdt gegen unterschiedliche Substanzen getestet. Es wurden YPD-Platten angefertigt,
denen nach dem Autoklavieren die entsprechende Chemikalie zusetzt wurde. Vor der Zugabe der
zu testenden Substanz wurde der Agar auf mindestens 50°C abgekiihlt.

Tab. 2: Verwendete Substanzen mit den jeweils eingesetzten Konzentrationen

Testsubstanz Firma Stammlosung  Losungsmittel ~ Konzentration im YPD-Agar
Clotrimazol Sigma 10 mg/ml DMSO 2 pg/ml

Congo red Sigma 25 mg/ml dH,O 200 pg/ml

Fluconazol Sigma 5 mg/ml Aceton 5 ug/ml

Hygromycin B Calbiochem. 394 mg/ml dH,0 200 pg/ml

Ketoconazol Sigma 25 mg/ml DMSO 15 pg/ml

SDS Sigma 10 % dH,O 0,06 %

2.3 Anzucht von C. albicans-Stammen

2.3.1 Anzucht unter normoxischen Bedingungen

Flissigkulturen von C. albicans-Stimmen wurden bei 30 °C in YPD- oder zur Selektion in SD-
Medium angezogen. Zur Charakterisierung auf unterschiedlichen festen Medien wurde die
Temperatur zwischen 24 ©, 30 ° und 37 °C variiert.

2.3.2 Anzucht unter hypoxischen Bedingungen

Zum einen wurden mikroaerophile Bedingungen mittels einer chemischen Reaktion in einem
luftdicht abgeschossenen GefidBes der Firma OXOID (Wesel) nach Herstellerangaben generiert.
Andererseits wurden hypoxische Bedingungen durch konstante Begasung definierter
Gasgemische erzielt (Tab. 3). Die Begasung fliissiger Medien erfolgte in einer 500ml Gas-
Flasche mit Filterplittchen und einem Schraubverschluss mit Drechsel-Kopf der Firma SCHOTT
(Mainz). Zur Anzucht auf festen Medien wurde ein luftdicht verschlieBbarer Kasten verwendet,
an dem sich zwei Offnungen zur Begasung befanden. Je nach Gaszusammensetzung wurden die
Zellen 2-7 Tage bei 24 oder 37 °C inkubiert. Die Durchflussrate der Begasung betrug etwa
280 cm’/min.

Tab. 3: Gasgemische zur Herstellung hypoxischer Bedingungen

Bezeichnung Sauerstoff Kohlendioxid Stickstoff Hersteller

Gas N <0,1 % 0% 99,9 % Air Liquide
Gas NC <0,1 % 6 % 93,9 % Air Liquide
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2.3.3 Hypheninduktion auf festen Medien

Zur Hypheninduktion auf festen Medien wurden Serumplatten verwendet. Diese enthielten 2 %
Agar und 10 % Pferdeserum. Die Hyphenbildung wurde bei 37°C induziert und wurde nach etwa

zwei Tagen fotografisch dokumentiert.

Die Hypheninduktion konnte auch auf ,,Mangelmedium* erfolgen. Hierzu wurden ,,Spider-
Platten* (Liu et al., 1994) bestehend aus 1 % Nutrient Broth, 1 % Mannitol, 0,2 % K,;HPO4 und
1,35 % Agar hergestellt. Die Inkubation der Stamme erfolgte fiir 2-5 Tage bei 37°C.

2.4 Plasmide und Primer

2.4.1 Plasmide

Tab. 4: Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Plasmide

Name Selektionsmarker/

Replikationsmodul

pUCI18 Amp®/ kein

pUC19 Amp"/ kein

pUC21 Amp®/ kein

pMOS-BLUE Amp®/ kein

p1367/1 Amp®, CaURA3/
kein

pMOS+SCHOdisI ~ Amp"/ kein

pRLUC-SAT Amp®, SATI/ kein

pSKM46a Amp®, CaURA3/
kein

pSKMS58b Amp"/ kein

pTD38 Amp®, CaURA3/
kein

pTD38/HA Amp®, CaURA3/

kein

Beschreibung
E. coli Klonierungsvektor
E. coli Klonierungsvektor

E. coli Klonierungsvektor
E. coli Klonierungsvektor
CaURA3-Gen in pUCI18

PCR-Produkt SCH9disl (BamHI/
Bglll) in pMOS-Blue

Ligation von RLUC (aus pRLnull/
Xbal+Nhel) in pFC1/Xbal
mEFGIp-RLUC in p1367/1

Ligation von invertiertem PCKI-
OLE] in pMOS-Blue
mEFGIp+UTR aus pTD26/Sphl in
p1367/1

Ligation von EFGI-HA (aus pBI-
HAHYD/Bg/l) in pTD38

Quelle
Yanisch-Perron et al.,
1985
Yanisch-Perron et al,
1985
Vieira und Messing, 1991
Fa. Amersham
Losberger und Ernst, 1989
diese Arbeit
Cottier, pers. Mitteilung
Krishnamurthy et al., 2004
Krishnamurthy et al., 2004

Doedt, pers. Mitteilung

Lengeler, pers. Mitteilung
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2.4.2 Primer

Tab. S: Oligonukleotide fiir Kolonie-PCR

Name
ACClp-ver
EFGlp-ver
FLOlp-ver I
MDH1p-ver
OLElp-for
PDBIlp-ver1
PDBIp-ver
RLUC-rev

Sequenz
5’-CCTTTCAGTCTGAGGAAC-3’
5’-GCTACCATTATTCATTGC-3’
5’-GCAGCTTTTTATCACCACAC-3’
5’-GGTTGAAGTTGTAACCGGA-3’
5’-GTATACAGTTCAAACTGCTC-3’
5’-CGTATTGATACCTCTCACAAG-3’
5’-CGAACACGAACACGAACCAG-3’
5’-ATATGTGGCACAACATGTCG-3’

Tab. 6: Oligonukleotide fiir Luziferasekonstruktionen

Name
ACClp-Rluc-for

ACC1-SAT-rev

FLO1p-Rluc-for

FLO1-SAT-rev

MDH 1p-Rluc-for

MDH1-SAT-rev

OLE1p-Rluc/for

OLE1-SAT/rev

PDBI1p-Rluc-for

PDB1-SAT-rev

Sequenz
5’-GACAAAGCAGGAACCCAACAATAAATGAATAAACACTCAAAAACTA
CTCACAACAACAACACTTATTTTCACTTGCTTTATTTCTTCGATTTTTTAT
GACTTCGAAAGTTTATGATC-3’
5’-CAACAACTACTACTACTTTCAATGTCATTAAAAAGTTGAATTAATGG
AAACCACTTCTACTTCAATGCCTTGAGGAATTTCTCTTTATCTTCTTTTGA
CACCAGATTTCCAGATTTCCAG-3’
5’-GGACTAATTAATCATCTTCATATCAAATATCATTAATCTTTTGATCAA
TTAATTCACACTCGCTTTAATTAATTTATCAAATCCAAGAAATAATAATA
ATAATGACTTCGAAAGTTTATGATC-3’
5’-GGTATATTGTCTTATGCGAAATAGTTGATTGTGAATCAAAGTGTGAA
TGGAGAATGTTAAACTTAAATGAAATAAGCTAATGGAATCAAAGCTAA
AGCACCAGATTTCCAGATTTCCAG-3’
5-CCTTTCCTTTCCTTTTCTTCTTTTCTTCTTTTTCTTCTTTGTAATTGATT
TTTATTCATTCAATTGACAATTGCATCTATTCATAAAAAATGACTTCGAA
AGTTTATGATC-3’
5’-CTGACGTCTGGGGAACCTTGAAGAAAAAAAAAATACGTATCCAAAC
CCTCCTTTTTCACCAGTACAAAATACTTTCGAAGTCAATAAATATATTCT
ACACCAGATTTCCAGATTTCCAG-3’
5’-CTAAACCACAACGTCCAAAAGTCATCGATCAAGTAACACATACT
GTTATTACAAGAACTTGAAAGTCAAGACCAAAACAAATTAGCATTT
CACAATGACTTCGAAAGTTTATGATC-3’
5’-CAACCCAGCAATTTTCTATTTGCCTAAGATTGCTTTTCCTTCTCC
ATCATTTGTTCTTGTAAATCAAAAAGTGTCAGCGTTAACTTCACCAT
CTTTAACTACCAGATTTCCAGATTTCCAG-3’
5’-GTTGCGGAACCTCTTTCTTTAAAAAAAAAGACCACATCTCGAAAACT
CTTCTACACTTGATTTATTATCACCTAGCCAAAAGAGTTTACTCATTTAC
AAATGACTTCGAAAGTTTATGATC-3’
5’-CGTATCAAGGGTCCTATTTATTATACTTACCTTCAAAGAATATTTACT
CTCTATATATATACTTTTCTTTTCATGTCTTTCATGTCATCTGTTACCAGA
TTTCCAGATTTCCAG-3’
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Tab. 7: Oligonukleotide fiir Real-time RT-PCR. Die Oligonukleotidsequenzen wurden mit Hilfe des Programms

»Real-time PCR Primer Design* (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) ausgewéhlt.

Name
ACTI(RT)-f
ACTI1(RT)-r
CDRI1(RT)-f
CDRI1(RT)-r
EFGI(RT)-for
EFG1(RT)-rev
EFHI(RT)-f
EFH1(RT)-r
FAS2.3(RT)-f
FAS2.3(RT)-r
OLEI(RT)-f
OLE1(RT)-r
RIM15(RT)-for
RIM15(RT)-rev
SCHY(RT)-for
SCHY9(RT)-rev

Sequenz
5’-TTGGATTCTGGTGATGGTGT-3’
5’-TGGACAAATGGTTGGTCAAG-3’
5’-GCCGGTCAAATTACATCAGA-3’
5’-CACCTCGAGGATTGACAGAA-3’
5’-TAACGGAACCAAATTGCTCA-3’
5’-CTTTCAAATGCATTGATCCG-3’
5’-GCGAACAAGATGACGAAGAA-3’
5’-CGTCACGTGTTTCCAATAATTT-3’
5’-TGTTGCCAAAGACAAAGCTC-3’
5’-TTGGCTCGATTGAATTGTTT-3’
5’-AACTTCCATCACGAATTCCC-3’
5’-CTTCAAGTTCCAGGCCAATC-3’
5’-TGGTGGTCTTGGAATTGGTA-3’
5’-AATCGATGAGGTGATGCTGA-3’
5’-TGGAAATAGCCACAACTCCA-3’
5’-GACCCAGGAGGTCTAAATGC-3’

Tab. 8: Oligonukleotide zur Synthese von Northernblot-Sonden

Name
ACClnor-for
ACClnor-rev
MDH Inor-for
MDH 1nor-rev
PDB Inor-for
PDBI1nor-rev

Sequenz
5’-CCATGGTCCGGTACTGG-3’
5’-CCCCACACATTAGAAG-3’
5’-CCTCTTCTGCTTCC-3’
5’-CCATCAACGCCTAAGG-3’
5’-GGAGTGCTAAATTAGC-3’
5’-GCGGCTTCAACGGC-3’

2.5 Priparation und Analyse von Nukleinsiuren

2.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA fiir analytische Zwecke wurde die ,,Mini-Lysat“-Methode
angewendet (Birnboim und Doly, 1979). DNA fiir priparative Zwecke wurde aus 50 ml LB
amp-Kulturen mit Anionenaustauscher-Sdulen der Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben des

Herstellers isoliert.

2.5.2 Isolierung chromosomaler DNA aus C. albicans

Die Préparation chromosomaler DNA erfolgte nach einer fiir S. cerevisiae entwickelten Methode
(Sherman et al., 1986). Dabei wurden die mit SCE/Zymolyase-Losung behandelten Zellen
(Sphiroplasten) durch Zugabe von SDS und Inkubation bei 65 °C aufgeschlossen. Die DNA
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wurde mit absolutem Ethanol (p.A.) gefdllt und mit einer Phenol/Chloroform Extraktion
aufgereinigt.

2.5.3 Southernblot-Analyse

Mittels einer von Southern (1975) entwickelten Methode (Southernblot) kann DNA aus einem
Agarosegel auf eine Membran transferiert werden. Anschlieend ist die Sondierung spezifischer
DNA-Sequenzen, durch die Hybridisierung mit markierten DNA-Fragmenten, moglich. Es
wurde jeweils 1,5 ug DNA tiiber Nacht mit jeweiligen Restriktionsenzymen geschnitten, danach
gefillt, riickgeldst und in einem Agarosegel aufgetrennt. Der DNA-Transfer erfolgte mit Hilfe
einer Vakuumblotkammer (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia) nach Herstellerangaben. Die im
Gel aufgetrennte DNA wurde hierfiir zuerst 3 min denaturiert, 3 min neutralisiert und schlieBlich
mit Transferpuffer auf die Nylonmembran (Hybond N, Amersham) iibertragen. Nach
dreiminiitiger UV-Fixierung (312 nm) erfolgte die Prahybridisierung und die Hybridisierung mit
Digoxigenin markierter Sonde bei 68 °C im Wasserbad. Die Detektion wurde mit Hilfe von
polyklonalen Schaf-anti-Digoxigenin-Fab-Fragmenten von Boehringer (Mannheim) nach
Angaben des beiliegenden Protokolls durchgefiihrt. Fiir den Nachweis spezifischer Hybride
wurde die kolorimetrische Variante angewendet. Nach Zugabe von NBT (0,388 mg/ml) und X-
Phosphat (0,175 mg/ml) zeigt sich im Bereich der hybridisierten Sonde eine Blaufarbung auf der
Nylonmembran.

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

2.5.4 Isolierung von gesamt-RNA

Fiir die RNA-Isolierung aus C. albicans-Stammen in Fliissigmedium wurden 50 ml Kulturen bei
einer ODgpp = 0,6 geerntet (4 min, 3500 Upm). Das Zellpellet wurde mit Restiiberstand
resuspendiert und anschlieBend tropfchenweise in einem mit fliissigem Stickstoff gefiillten
Eppendorfgefd3 aufgefangen. Die Zellkiigelchen wurden bei -70 °C bis zur eigentlichen
Préparation aufgehoben.

Um Gesamt-RNA von Stammen zu isolieren, die auf festen Medien angezogen wurden, mussten
die Zellen mit 40 ml eiskaltem Medium von der Platte abgewaschen werden. Etwa 2-3 der sechs
Sektoren der Platte wurden herunter gewaschen, so dass die ODgoy ca. 0,7 erreichte. Hieraus
wurden ebenfalls Zellkiigelchen in fliissigem Stickstoff getropft.

Fiir den Zellaufschluss wurden die gefrorenen Zelltropfen zusammen mit einem Metallkiigelchen
(& 7 mm) in ein vorgekiihltes Teflongefd3 gegeben und in einem Micro-Dismembrator (B.
Braun Biotech International GmbH, Melsungen) fiir 2 min bei 2.600 Upm geriittelt. Der
Zellstaub wurde anschlieBend in 2 ml Trizol® (Invitrogen) resuspendiert und nach Uberfiihrung
in 2 Reaktionsgefifie (Eppendorf) fiir 1 min geschiittelt. Zur Dissoziation der Nukleoprotein-
Komplexe folgte eine 5 miniitige Inkubation bei RT. Nach einem Zentrifugationsschritt bei
12.000 Upm (10 min) wurde der Uberstand in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt, mit 0,4
Volumen Chloroform versetzt und 15 Sekunden mit der Hand geschiittelt. AnschlieBend wurde
3-10 min bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert. Die obere, farblose Phase wurde wiederum in
ein neues Gefal} pipettiert und mit 0,5 Volumen Isopropanol gemischt, um die RNA fiir 5-15 min
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(RT) zu prézipitieren. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 12.000 Upm wurde das Pellet mit 1
ml 70 % Ethanol gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Vor dem Einfrieren UN (-20 °C)
wurde das Pellet in 500 ul DEPC-Wasser (1 ml DEPC/ 1 1 MilliQ Wasser) gelost (10 min bei
37 °C) und anschlieend mit 500 pl LiCI-Puffer (4 M LiCl; 20 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM
EDTA) versetzt. Nach Préazipitation wurde die RNA 30 min bei 13.000 Upm pelletiert und
schlieBlich mit 1 ml eiskalten 70 % Ethanol gewaschen (10 min bei 13.000 Upm). Ein zweiter
Waschschritt mit 500ul Ethanol folgte. Das RNA-Pellet wurde dann kurz bei 37 °C getrocknet
und in 50 pl DEPC-Wasser resuspendiert.

Zur Quantifizierung der RNA, wurde eine Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt.

2.5.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

DNA und RNA wurden fiir die photometrische Konzentrationsbestimmung in unvergilltem
Ethanol gefillt, da Vergillungsmittel bei 260 nm absorbieren. Die Extinktion Ex¢p = 1 entspricht
50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml RNA sowie 33 pg/ml ss DNA (Miiller et al.,
1993). AuBlerdem konnte die DNA Konzentration auch mittels eines GroBenstandards mit
definierten DNA-Mengen in einem Agarosegel bestimmt werden.

2.5.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese

Es wurden 0,7-1 %ige ethidiumbromidhaltige Agarosegele verwendet, um beispielsweise DNA-
Fragmente nach einer Restriktionsendonukleolyse der Grofle nach auftrennen zu konnen.
Restriktionen von Nukleinsduren erfolgten nach Angaben der Hersteller (Boehringer, MBI
Fermentas und Biolabs). Die DNA wurde nach der Auftrennung durch Bestrahlung mit UV-
Licht (254 nm) sichtbar gemacht. Die gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente
konnen aus dem Gel herausgeschnitten und mit Hilfe des ,,QiaexIl DNA Gel Extraction*-Kits
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben von Agaroseresten befreit werden.

Als GroBenstandard wurde DNA des Phagen Lambda genutzt (MBI-Fermentas), welche mit den
Restriktionsenzymen FEcoRI und Hindlll geschnitten wurde. Es entstehen dadurch DNA-
Fragmente mit folgender GroBe (bp): 24756, 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027, 1904, 1584,
1375, 947, 831, 564, 125.

2.5.7 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von Mullis und Faloona (1987) dient der Amplifizierung
spezifischer DNA-Sequenzen und wurde in einem Thermozykler der Firma Biometra
durchgefiihrt. Die Annealing-Temperaturen, sowie die Elongationszeit wurden den eingesetzten
Primern, bzw. dem erwarteten PCR-Fragment angepasst. PCR-Fragmente wurden mit dem
,»QIAquick PCR-Purification-Kit* der Firma Qiagen aufgereinigt.

Die ,,Kolonie-PCR* dient der Verifizierung potentieller DNA-Integranten von C. albicans. Dazu
wurde eine geringe Menge Zellmaterial in 40 pl 0,02 M NaOH resuspendiert und 10 min bei
95 °C aufgekocht. Anschlieend wurde die Suspension kurz abzentrifugiert und auf Eis gehalten.
In die folgende PCR wurden 4 ul der Suspension bei einem Gesamtvolumen von 50 pul
eingesetzt. Es wurde die von Eppendorf bezogen Tag-Polymerase eingesetzt und fiir die PCR
den Angaben des Herstellers gefolgt.
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2.6 Transformation

2.6.1 Transformation von E. coli

E. coli ist ein geeigneter Organismus, um in ein Plasmid klonierte Gensequenzen zu
amplifizieren. Das Bakterium besitzt eine hohe Transformationseffizienz und zudem auch eine
geringe Verdopplungszeit. Die Transformation von E. coli erfolgte nach der Rubidiumchlorid-
Methode von Hanahan (1983).

2.6.2 Transformation von C. albicans

Bei der Transformation von C. albicans wurden drei unterschiedliche Methoden angewendet.
Um Plasmide zu transformieren, wurde eine schnelle, aber geringer effizientere Methode
durchgefiihrt. Dafiir wurde einer 5 ml Ubernachtkultur 0,2 ml entnommen und die Probe im
Eppendorf-Gefal fiir 4 min bei 5.000 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,1 ml OSB (frisch)
resuspendiert und 5 pul Heringsperma-DNA sowie 4-6 pg der zu transformierenden DNA
hinzugefiigt. Die DNA-Zell-Suspension wurde kurz geschiittelt, worauf eine Inkubationszeit von
30-45 min bei 42,5 °C folgte. Die Ansédtze wurden auf Selektionsmedien ausplattiert und bei
30 °C fiir 1-2 Tage inkubiert.

OSB (fiir 10 Ansétze): 0,2 ml 1 M LiAc, 0,8 ml 50 % PEG8000, 15 mg DTT

Zur Integration von DNA-Fragmenten wurde 5 pg DNA in sphéroplastierte Zellen transformiert.
Die Transformation erfolgte in Anlehnung an die Methode von Sherman et al. (1986), in der von
Srikantha et al. (1995) modifizierten Form. Die Transformationsmethode nach Mitchell (Wilson
et al., 2000) wurde zur Integration von nicht aufgereinigten PCR-Fragmenten eingesetzt. Dabei
wurde einer 5ml YPD Ubernachtkultur 500 ul abgenommen und 50 ml frischem YPD
hinzugefiigt. Bei 30 °C wurden die Zellen 4 Stunden im Schiittler inkubiert, so dass die Kultur
bis zu einer OD von 0,5-0,8 wuchs. Nach Zentrifugation (5 min, 3.500 Upm) wurde das Pellet
mit 5ml LATE-Puffer (0,1 M Lithiumacetat, 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA)
gewaschen und anschlieend in 0,5 ml desselben Puffers resuspendiert. Pro Transformation
wurden 0,1 ml Zellen mit 5 pl Heringsperma-DNA sowie maximal 80 pul PCR-Produkt bzw.
mindestens 2-10 pg DNA versetzt und bei 30 °C fiir 30 min inkubiert. Danach wurden 0,7 ml
PLATE-Puffer (40 % PEG3350 in LATE-Puffer) hinzugefiigt und die Probe nach kurzem
Schiitteln (2 sec) iiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Nach Inkubation folgte ein einstiindiger
Hitzeschock bei 42 °C. Die Zellen wurden anschlieend abzentrifugiert (5 min 3500 Upm) und
mit 1 ml TE-Puffer gewaschen. Nach Resuspendierung in 0,2 ml TE-Puffer wurde auf
Selektionsmedien ausplattiert.

2.7 Promotoranalyse

2.7.1 Bestimmung der Renilla-Luziferase Aktivitiit

Zur Bestimmung der Promotoraktivitit eines Gens wurde die Luziferase als Reportergen
stromabwérts vom Promotor fusioniert und dessen Aktivitit unter Verwendung des ,,Luciferase
Assay Systems® (Promega) bestimmt. Die auf einem Plasmid kodierende Sequenz der Renilla
Luziferase und ein Selektionsmarker (S47) wurden mittels PCR amplifiziert (Abb. 3). Die
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hierfiir eingesetzten Primer mit ihren homologen Sequenzen zu dem jeweiligen Promotor und
dem 5’-Ende des Orfs sind in Tab. 6 angegeben. Durch homologe Rekombination des PCR-
Produkts und Selektion auf Nourseothricin-Platten (100 ng/ul Nourseothricin), wurde der
Reporter RLUC stromabwiérts vom Promotor des Gens integriert und dessen kodierende Region
gleichzeitig disruptiert. Alle potentiellen Integranten wurden iiber eine Kolonie-PCR iiberpriift
(Primer siehe Tab. 5). Die Messung der Luziferaseaktivitit erfolgte in einem Luminometer der
Marke Fluoroskan Ascent Fl der Firma Labsystems. In weillen 96er Well-Platten (Labsystems)
wurden 100 pl ,,Luciferase Assay Substrate vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe von 10 pl
Rohextrakt gestartet. Unmittelbar danach wurde die Aktivitit {iber einen Zeitraum von 10
Sekunden gemessen. Die Enzymaktivitit wurde nach der Bestimmung der Proteinkonzentration
(2.9.2) auf den Proteingehalt der Probe bezogen.

PCR
Transformation l Abb. 3: Schema zur Integration von Promotor-
Luziferase-Konstruktionen. Primer mit homologen
.j_I:_l Bereichen zum Offenen Leseraster eines Gens (blau)

A A und zur RLUC- (Luziferase) bzw. SAT-Sequenz

m (Markergen) des Plasmids pRLUC-SAT werden fiir die

PCR-Reaktion eingesetzt. Durch homologe

Integration l Rekombination des PCR-Produkts mit den homologen

Bereichen, wird das Luziferase-Gen stromabwérts vom
Promotor des disruptierten Gens integriert.

2.8 Transkriptomanalyse

2.8.1 DNA-Microarrays

Der Einsatz von Microarrays ermoglicht eine umfassende Analyse der Genexpression auf
mRNA-Ebene. Es konnen sich Expressionsmuster abzeichnen oder einzelne Gene identifiziert
werden, die nur unter bestimmten Bedingungen exprimiert werden. Die hier eingesetzten
Microarrays bestehen aus einem Aldehyd beschichteten Glastriger, auf dem kurze DNA-
Sequenzen der 5907 C. albicans-Gene sowie diverse Kontrollen (C. albicans mitochondriale
Gene, S. cerevisiae und bakterielle Gene) punktgenau aufgebracht sind. Mit Fluorochromen
(Cy3 und Cy5) markierte cDNA, der aus C. albicans isolierten mRNA, kann an komplementére
Sequenzen auf dem Glastrager binden. Nach scannen mit zwei unterschiedlichen Wellenldngen
(Cy3: 532nm und Cy5: 640 nm) erfolgt eine Quantifizierung der hybridisierten cDNA. Der
Vergleich der Signalintensititen der beiden Wellenldngen liefert eine Aussage iiber die
Expression jedes einzelnen Gens. Die DNA-Arrays wurden vom ,,Galar Fungail Consortium*
(http://www.galarfungail.org/) entwickelt und von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien)
hergestellt.
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2.8.1.1 c¢DNA Synthese aus gesamt-RNA

Die Isolierung der gesamt-RNA von C. albicans wurde wie in Abschnitt 2.5.4 beschrieben
durchgefiihrt. Weitere Schritte der cDNA Synthese wurden von Doedt (2004) zusammengefasst
und libernommen.

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 moglich unter Lichtausschluss durchgefiihrt, da die
benutzen Fluorochrome lichtempfindlich sind. Der Reaktionsansatz (Tab. 9) wurde nach
fiinfminiitiger Denaturierung bei 65°C fiir 5 min auf 42°C abgekiihlt, mit 3 ul RNasin (Promega)
sowie mit 3 pl 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 pl
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
Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die Elution der cDNA von den
Sdulen erfolgte abweichend vom Herstellerprotokoll mit 2 x 50 pl auf 42°C vorgewédrmtem
Wasser. Nach Vereinigung der zwei Eluate wurden diese mit Hilfe von Microcon-YM30 Saulen
(Millipore) auf ein Volumen von 10 pl aufkonzentriert.

Tab. 9: Reaktionsansatz zur Herstellung von markierter cDNA aus gesamt-RNA

Komponente Volumen [ul]
5x Erststrang Puffer 24

C. albicans specific primer mix (0,1 pmol/ul) 3

AncT mRNA primer (1,5 pg/pl) 3

Oligo dT18-21 (0,5 pg/ul)

10 mM dNTP-dCTP 18

1 mM dCTP 3

1 mM Cy3- oder Cy5 dCTP 4,5

0,1 M DTT 12

RNasin 3
gesamt-RNA x ul (30pg)

ad H,O 120 pl

2.8.1.2 Hybridisierung, Waschen und Scannen der DNA-Microarrays

Fiir die Hybridisierung der markierten cDNA wurden die Objekttrager mit einem speziellen
Deckglas (Erie Scientific Company, USA) bedeckt. Je 10 pl der 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 Kapillarkréfte wird die Hybridisierungslosung gleichmdBig unter das Deckglas
gezogen. Der Objekttrager wurde dann in eine Hybridisierungskammer (Corning) gelegt und am
Rand mit 2 mal 10 pul Wasser versehen. Die Hybridisierung erfolgte im Wasserbad fiir 24 h bei
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42°C. Die Objekttrager wurden aus den Hybridisierungskammern entnommen und je zweimal
fiir 10 min mit Waschloésung 1 (30 mM NaCl, 3 mM Citrat, 0,1 % SDS) und Waschlosung 2 (30
mM NaCl, 3 mM Citrat) unter sehr leichtem Schiitteln gewaschen. AnschlieBend wurden diese
durch Zentrifugation (6 min, 550 Upm) in 50 ml Falcon-Gefden getrocknet und bei den
Wellenldngen 532 nm (Cy3) und 640 nm (Cy5) gescannt (FLA-8000, Fuji). Die Auflésung des
Gerites betrdgt 10 um.

2.8.1.3 Normalisierung und statistische Auswertung

Die statistisch signifikante Auswertung der Microarrays setzt eine sechsfache Bestimmung der
Werte voraus. Drei Replikate mit jeweils doppelter Aufbringung jedes Gens auf dem Glastrager
fiihren zu sechs Einzelwerten, die spéter gemittelt werden.

Die Quantifizierung der Signale von Cy3 und Cy5 und des Signalhintergrunds wurden mit dem
Programm AIDA Array Metrix (Raytest) Version 3.50 ausgewertet. Folgende Parameter wurden
hierbei verwendet:

1. Background Definition

Grid Bkg Dots
By Area: Me

2. Reference Definition

Ignore Upper 0 %
Ignore Lower 20 %
exclude guide dots
exclude empty dots

3. Alignment Defaults

Tab: Parameter Tab: Process

Diameter 100 % Bkg Deviation

Mobility 3 % Threshold (3.0* StdDev)
use spotting pattern

align grids

align dots

4. Rating Dot Values

Tab: Repetition Deviation Dot Homogeneity (nicht angewendet)
above average

below average

Deviation-Bkg 10 %

Average 2* Bkg

Nicht auswertbare Bereiche schlecht gewaschener Arrays mussten per Hand markiert und somit
aussortiert werden. Die Ergebnistabelle aus AIDA wurde in das Programm Genespring (Silicon
Genetics) exportiert. Es wurde eine Intensitdtsabhédngige (niedrigste) Normalisierung der
Rohdaten durchgefiihrt und diese zur weiteren Auswertung in Excel (Microsoft) importiert. Um
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statistisch signifikante Abweichungen der Genregulation ermitteln zu koénnen, wurde das
Programm SAM (http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM) eingesetzt. Es bendtigt einen delta-
Wert, der durch einen variablen FDR-Wert (false discovery rate) bestimmt wird. Dieser Wert
wurde auf 5 % festgelegt. Lag der ndchste von SAM angezeigte Wert unterhalb oder oberhalb
der 5 % wurde dieser gewdhlt, um die Liste der signifikant regulierten Gene zu erhalten. Fiir
diese Arbeit wurden lediglich diejenigen Gene als signifikant bezeichnet, deren Mittelwerte der
Transkriptspiegel aus den sechs Einzelwerten mindestens 1,5-fach erhoht oder erniedrigt sind.

2.8.2 Real-time RT-PCR

Die real-time RT-PCR Methode wurde entwickelt, um Unterschiede in der mRNA Expression
quantifizieren zu konnen. Die geringe Menge an benétigter mRNA und der mittels Fluorezenz
parallel zur Reaktion gemessene Produktanstieg bietet einen groBen Vorteil gegeniiber anderen
Quantifizierungs- und Detektionsmethoden wie der einfachen RT-PCR, Northernblot-Analyse,
RPA (ribonuclease protection assays) oder der in situ Hybridisierung. In dieser Arbeit wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBRT-Green verwendet, der bei einer Wellenldnge von 497 nm angeregt
wird und bei 520 nm emittiert. Da dieser Farbstoff im Gegensatz zu Tagman-Sonden und
Molecular Beacon’s unspezifisch in doppelstringige DNA interkaliert, ist es notig nach die
Spezifitit der Reaktion mittels Schmelzkurven zu verifizieren. Die Amplifikation, Detektion und
die Schmelzkurve wurde in einem Real-time-PCR-Cycler (ABI Prism 7000) der Firma Applied
Biosystems durchgefiihrt.

2.8.2.1 cDNA-Synthese aus gesamt-RNA mit Oligo(dT) Primern

Zunichst musste fiir eine cDNA-Synthese mit Reverser Transkriptase die RNA aus C. albicans
isoliert werden (2.5.4) Fiir jede Real-time RT-PCR wurde die gesamt-RNA von zwei unabhéngig
angezogenen Kulturen, zwecks Doppelbestimmung, isoliert. Es folgte eine DNase Behandlung
(TURBO DNase Kit, Ambion) mit 8 pug der isolierten RNA, die in einem 20 pl Ansatz mit 2 pl
10x DNase I Puffer und 1 pul DNase versetzt wurde. Nach 30 miniitiger Inkubation bei 30 °C
folgt eine Aufreinigung nach Herstellerangaben mit Hilfe eines RNA Clean-up Kits (Zymo
research). 1-2 pg der aufgereinigten RNA wurden mit 2 pl Oligo(dT) (RETROscript® First
Strand Synthesis Kit for RT-PCR, Ambion) und Nuklease freiem Wasser in einem
Gesamtvolumen von 12 pl fiir 3 min bei 70°C denaturiert und auf Eis gestellt. Fiir die Reverse
Transkriptase Reaktion wurden weitere Komponenten des Kits wie folgt hinzugefiigt:

10x RT Puffer 2 ul
dNTP Mix 4 ul
RNase inhibitor 1 ul
Reverse Transkriptase 1 ul
x 20 pl

Das RNA-Gemisch wurde 1 h lang bei 42 °C inkubiert und anschlieBend die Reaktion bei 92 °C,
10 min hitzeinaktiviert. Die so genannte ,,No RT control* wurde nach jeder RNA Aufreinigung
angesetzt. Sie beinhaltet lediglich die 1-2 pg RNA aufgefiillt mit Nuklease freiem Wasser zu
einem Gesamtvolumen von 20 ul. Die ,,No RT control“ dient dem Nachweis von DNA
Kontaminationen im PCR-Ansatz.
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2.8.2.2 Real-time PCR Reaktion und Quantifizierung

Die mit Oligo(dT) und Reverse Transkriptase synthetisierten cDNA-Ansétze (2.8.2.1) wurden
1:10 bis 1:50 verdiinnt. Diese wurden dann im folgenden PCR-Reaktionsansatz eingesetzt:

cDNA 10 pl
SYBR Green Mix (Invitrogen) 12,5 pl
Primer-hin [10 pmol/ul] 1 pl
Primer-riick [10 pmol/pl] 1 ul
x 24,5 nl

Von jeder cDNA wurde eine Doppelbestimmung in eine 96-well PCR Platte (Applied
Biosystems, Frankfurt) pipettiert und mit 14,5 ul SYBR Green/ Primer Master Mix vermischt.
Eingesetzte Primer wurden mit Hilfe des Programms ,Real-time PCR Design*
(www.genscript.com/ssl-bin/app/primer) ausgewidhlt und sind der Tab. 7 zu entnehmen. Fiir die
Normalisierung mussten die Primer ACT1(RT)-for und ACTI1(RT)-rev bei jeder real-time PCR
mit angesetzt werden. AnschlieBend wurde die Real-time PCR Maschine (ABI PRISM 7000,
Applied Biosystems) mit folgendem Programm gestartet:

AmpliTaq Aktivierung 95 °C, 10 min
PCR: Denaturierung 95°C, 15s
Annealing/ Extension 60 °C, 1 min (Wiederholung 40x)

Ein Dissoziationsprotokoll sollte ebenfalls aufgenommen werden.

Delta R vs Cycle
1.0e+001
Abb. 4: Verlauf einer Real-time RT-
(o o e ~| | PCR. Die Cr-Werte zweier
3 CRITAT | = .. . .
Beispielgene sind mit rot und blau
&6 gekennzeichnet. Der Cr-Wert gibt an,
10ean || Crumdeauschen | ab welchem Zyklus der PCR-Reaktion

Ct=18,57 die Fluoreszenzintensitit zum ersten

Mal iiber die Hintergrundfluoreszenz
(Grundrauschen) steigt und kann durch
Verschieben der  Threshold-Linie
o | (griin) bestimmt werden. Cr-Wert und
Threshold-Linie  miissen in  der
exponentiellen Phase der PCR-

106004 — : : mm
1234567800234 1516171B19200N228HBBT72803303NBHBHBIBAONLHU4 Reaktlon hegen' Entno €n aus
(Subanovic, 2005).

Delta Rn

1.0e:002

Cocle Number

Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenz der Proben von einer speziellen Software (ABI)
gemessen und protokolliert. Wurde das PCR-Programm vollstindig durchlaufen, kann der
Kurvenverlauf jedes Ansatzes visualisiert werden (Abb. 4). Zu Beginn der PCR-Reaktion wird
lediglich die Basis- oder Hintergrundfluoreszenz gemessen, da die Reporterfluoreszenz auf
Grund der geringen Templatemenge noch nicht detektierbar ist. Anschlieend steigt die Kurve
exponentiell an und erreicht am Ende ein Plateau, weil die Enzymaktivitidt nachldsst und die
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amplifizierten DNA-Fragmente untereinander hybridisieren. Fiir die Auswertung einer Real-time
benotigt man die Fluoreszenz-Schwellenwerte (Threshold Cycle oder Cr-Wert) der Kurven. Der
Cr-Wert driickt die Zyklenzahl aus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz
zum ersten Mal signifikant {bersteigt. Durch Festlegen der Zyklenzahlen fiir die
Hintergrundfluoreszenz (meistens 3-15) und des Thresholds fiir jedes Primerpaar, konnen die
Cr-Werte fiir jede Kurve berechnet und einer Ergebnistabelle dargestellt werden.

Um die tatsichliche Anderung des Transkriptlevels unter bestimmten Bedingungen erhalten zu
konnen, wurde die vergleichende Cr-Methode (AACr) fiir die relative Quantifizierung der
Genexpression verwendet. Diese sollte lediglich eingesetzt werden, wenn die Steigungen aller
Kurven parallel verlduft, da die Effizienz der Amplifikation des Standardgens und des Zielgens
nicht abweichen darf. Fiir die Auswertung und Darstellung der Real-time Daten wurde die
Ergebnistabelle aus der ABI-Software in Excel exportiert und folgende Formel angewendet:

ACt = Ct(Zielgen) - Ct (Normalisiergen)
AACt = ACt (Versuchsbedingung) - ACt (Kontrollbedingung)

Der vergleichbare Expressionslevel ergibt sich bei einer idealisierten Amplifikationsetfizienz
(= 2) durch:

— 9-AACT

2.8.3 Northernblot-Analyse

Der Nachweis spezifischer mRNA-Sequenzen mittels eines Northernblots setzt die Isolierung
(2.5.4), die Auftrennung der Gesamt-RNA und den Transfer auf eine Membran voraus. Es
wurden 30 pg Gesamt-RNA in einem denaturierenden Formaldehydgel 4 Stunden lang bei
100 V aufgetrennt und anschlieend mit Hilfe eines Kapillarblots (Sambrook et al., 1989) auf
eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) iibertragen. Die Fixierung der RNA auf der
Membran erfolgte durch Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm, 3 min) und anschlieBender
Inkubation bei 80°C (2 h).

Die fiir die Detektion bendtigte DNA-Sonde wurde radioaktiv markiert. Hierfiir wurde das
Prinzip des ,random priming“ (Feinberg und Vogelstein, 1983) angewendet. In einem
Reaktionsansatz von 20 pl kamen 10-20 ng denaturierter DNA sowie 50 pCi [a-**P] dATP zum
Einsatz, so dass 5’-iiberhdngende DNA-Enden durch Klenow-Fragment (3 U) in 30-60 min bei
37 °C zu Doppelstringen erginzt werden konnten. Die markierte DNA wurde anschlieend tiber
Sephadex-Siulen (Mobispin S200, MoBiTec) aufgereinigt (4 min, 6.000 Upm) und nach
Denaturierung (10 min, 95 °C) fiir die Hybridisierung mit RNA eingesetzt.

Vor der Hybridisierung mit der Sonde wurde die Membran fiir 1 Stunde bei 42 °C mit
Prihybridisierungslosung (5x SSPE; 50 % deionisiertes Formamid; 1 % Ficoll; 1 % Polyvinyl-
pyrolidon; 1 % BSA; 0,5 % SDS; 50 ng denaturierte Heringssperma DNA) prihybridisiert.
Anschliefend wurde die markierte Sonde hinzugegeben und die Membran fiir 16 h bei 42°C
inkubiert. Nach der Inkubation folgten zwei je 10 miniitige Waschschritte mit Waschlosung I (2x
SSPE; 0,1 % SDS; Raumtemperatur) und Waschlosung II (I1x SSPE; 0,1 % SDS; 50°C). Die
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Detektion erfolgte durch Autoradiographie unter Verwendung von Rontgenfilmen (X-OMAT
AR, Kodak) und eines Expositionsverstirkers (Biomax MS Screen, Kodak) bei -70°C. Die in der
Northernblot-Analyse verwendeten Sonden wurden durch PCR generiert. Die genutzten Primer
sind in Tab. 8 angegeben.

2.8.4 Analyse der Degradation spezifischer mRNA-Sequenzen

Die Halbwertszeit von mRNA in der Zelle kann mittels eines Northernblots bestimmt werden.
Hierfiir wurde angelehnt an ein Protokoll, welches in S. cerevisiae angewendet wird (Duttagupta
et al., 2003), Thiolutin als Hemmer der RNA-Polymerasen eingesetzt. Zundchst wurden 150 ml
YPD-Medium mit Candida-Zellen beimpft und bis zu einer ODgpo = 0,6 bei 30 °C inkubiert.
Dann wurden 225ul 0,1 M Bathocuprioinedisulphonic Sdure (BCS) (150 uM) hinzugefiigt und
weitere 10 min bei selber Temperatur geschiittelt, wodurch die Aufnahme von Thiolutin in die
Zelle erleichtert wird (Duttagupta et al., 2003). Nun wurden 20 ml Probe entnommen, welches
den Zeitpunkt ,,0° markierte. Durch die Zugabe von 225ul 0,1 mM CuSO4 (150 nM) und 90 pl
50 mg/ml Thiolutin (30 pg/ml) wurde die Inhibition der Transkription gestartet. Es wurden
weitere Proben zwischen 10-20 ml zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen. Die einzelnen
Proben wurden sofort als Zellkiigelchen in fliissigem Stickstoff eingefroren, worauf die RNA-
Préparation so wie die Northernblot-Analyse (2.5.4 und 2.8.3) folgte.

2.9 Analyse von Proteinen

2.9.1 Herstellung von Rohextrakten aus Hefekulturen

Zur Herstellung von Rohextrakten wurden 20-50 ml Medium aus einer Ubernachtkultur auf
ODgoo = 0,05 angeimpft und bei einer ODgyp = 0,8-4 abzentrifugiert (5 min, 3.500 Upm). Das
Pellet wurde in 2 ml dH,O gewaschen und iiber Nacht bei —20°C gelagert. Fiir den
Zellaufschluss wurde das Pellet in 500 pl RE-Puffer (50 mM HEPES-KOH; 150 mM NacCl;
5mM EDTA; 1% Triton X-100, pH 7,5) aufgenommen und mit einem Volumen Glasperlen
versetzt. Nach 10 miniitigen Schiitteln auf einem Vibrax (VX 2E, Janke & Kunkel) mit hochster
Stufe bei 4 °C, erfolgte eine Abtrennung der Zelltrimmer und der Glasperlen von dem klaren
Uberstand durch Zentrifugation (3 min, 3500 Upm). Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
(2.9.2) wurden die Rohextrakte bei —20 °C gelagert.

2.9.2 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 pug Protein auf ein Gesamtvolumen von 0,8 ml
mit Wasser verdiinnt und mit 0,2 ml ,,BioRad Protein Assay Dye Reagent” (BioRad) versetzt.
Das Gemisch wurde 10 min bei RT inkubiert und die Messung erfolgte in einem Spektrometer
bei 595 nm. Als Standard wurde eine Eichkurve mit 1-40 pg BSA erstellt.
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2.9.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine lassen sich ithrem Molekulargewicht und damit ihrer GréBe nach elektrophoretisch
auftrennen. Angewendet und modifiziert wurde die Methode von Laemmli (1970), in der ein
denaturierendes SDS-Gel eingesetzt wird. Hierbei wurden 8 %igen Tris-Glycin SDS-Gele (1,5
mm) der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben verwendet und ,,SeeBlue® Plus2“ (pre-
stained) als Grofenstandard fiir Proteine genutzt. Die Proteine besitzen eine molekulare Masse
von 250, 148, 98, 64, 50, 36, 22, 16, 6 und 4 kDa.

2.9.4 Nachweis spezifischer Proteine mittels Inmunoblot-Analyse

Nach Auftrennung von Proteinen eines Rohextraktes iiber ein SDS-Gel konnen diese auf eine
Immobilon-P-Membran transferiert werden. Die Blot-Apparatur wurde den Herstellerangaben
(Invitrogen) nach aufgebaut und der einstiindige Transfer gestartet. AnschlieBend wurde die
Membran fir 1-2 Stunden in 1 % ,Blocking“-Losung (Roche) leicht geschiittelt, um
unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Die Membran wurde dann eine Stunde mit einem
monoklonalen Peroxidase gekoppelten Anti-HA Antikdrper (Roche) bei einer 1:2000
Verdiinnung inkubiert. Zur Entfernung nichtgebundener Antikdrper wurde die Membran
anschlieBend dreimal mit TBST-Puffer (0,1 % (w/w) Tween 20 in TBS) jeweils 15 min
gewaschen. Die Detektion erfolgte durch die Verwendung des Chemilumineszenz-Substrates
»Super-SignalULTRA* (Pierce) entsprechend der Anweisung des Herstellers und Rontgenfilmen
(Fuji).

2.10 Bestimmung der Fettsaurezusammensetzung der Zelle

Um eine Fettsdureanalyse mittels Gaschromatographie (GC) durchfithren zu kdnnen, mussten
zundchst die Lipide einer C. albicans-Kultur gewonnen werden. Hierfiir wurde eine
Ubernachtkultur in 50 ml YPD-Medium auf eine ODg = 0,05 angeimpft und bei 30 °C
inkubiert. Bei einer ODgpp = 0,6, bzw. in der stationdren Phase, wurden die Zellen geerntet (4
min, 3.500 Upm) und das Pellet (ca. 25-100 mg Zellen) mit 1 ml dH,O gewaschen. Das
Zellmaterial wurde bei -70 °C eingefroren.

Die Lipidextraktion wurde nach der Methode von Floch et al. (1957) durchgefiihrt. Das
Zellpellet wurde hierbei mit 10 ml dH,O resuspendiert und 6 Mal mit 10 g Glasperlen (@ 0,25-
0,5 mm) 30 Sekunden lang stark geschiittelt und bei 4 °C gekiihlt. Es folgte eine 1-2 stiindige
Extraktion der Lipide durch 70 ml Chloroform/Methanol (2:1) in einem Erlenmeyerkolben, das
bei 4 °C gelegentlich geschwenkt werden musste. Die im Chloroform/Methanol (2:1) geldsten
Lipide wurden tiber einen Biichner-Trichter mit Filter und einer Fritte von den Glasperlen
getrennt und in einem Scheidetrichter aufgefangen. Die Glasperlen wurden mit weiteren 10 ml
Chloroform/Methanol gewaschen, und dem Filtrat (80 ml) wurde 10 ml einer 0,069%igen
MgCl,-Losung hinzugefiigt. Nach dem Mischen wurden die wissrige und die organische Phase
iiber Nacht separiert und die untere organische Phase in einem Spitzkolben aufgefangen.
Anschliefend wurde diese in einem Rotavapor eingedampft, so dass der Riickstand (Lipide) in 1
ml Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen werden konnte. Die Umwandlung der extrahierten
Lipide (Carboxylester) mit BFs/Methanol in Fettsduremethylester (Morrison und Smith, 1964),
sowie die Durchfithrung der GC-Methode wurde freundlicher Weise vom Chem. Lebensmittel-
Untersuchungsamt des Kreises Mettmann iibernommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellmorphologie unter hypoxischen Bedingungen

Der Transkriptionsfaktor Efglp spielt eine bedeutende Rolle als Aktivator und Repressor der
Genregulation des humanpathogenen Pilzes C. albicans. Neben wichtigen Genen des
Metabolismus wird vor allem auch die Morphogenese des einzelligen Pilzes durch Efglp
kontrolliert. Unter bestimmten Bedingungen wie z.B. hoherer Temperatur oder Zugabe von
Serum wird das filamentdse Wachstum induziert. Nach Disruption von EFG/ sind die Stimme
unter den allgemein iiblichen, aecroben Anzuchtbedingungen afilamentds. Bei den so genannten
»eingebetteten Bedingungen konnte jedoch bereits beobachtet werden, dass sich efg/-Mutanten
hyperfilamentds gegeniiber dem Wildtyp verhalten (Giusani et al., 2002). Dies trifft genauso auf
Zellen zu, die unter einem Deckglas auf Maismehlagar bei Raumtemperatur inkubiert werden
(Sonneborn et al., 1999). Doedt et al. (2004) konnten ebenfalls das hyperfilamentése Wachstum
der efg/-Mutante dokumentieren, indem Zellen auf Agarplatten ausgestrichen und in einem
Mikroaerobier-Topf (OXOID) bei 30 °C angezogen wurden. Offensichtlich fungiert der
Transkriptionsfaktor Efglp unter den sauerstoffarmen Bedingungen, wie sie teilweise auch im
menschlichen Korper gefunden werden, als Repressor der Hyphenbildung wihrend er unter
aeroben Bedingungen induzierend wirkt.

In diesem Kapitel wurde untersucht, ob eine Reduzierung des Sauerstoffgehalts allein bereits
ausreichend ist, um die Hyphenbildung bei efg/-Mutanten auszulésen. Des Weiteren stellte sich
die Frage, ob die Regulation von Efglp wie unter normoxischen Bedingungen iiber den PKA-
Signalweg vermittelt wird (Bockmiihl und Ernst, 2001). Aufgrund dessen wurde die
Zellmorphologie der PKA-Mutanten #pk/ und tpk2 ebenfalls beobachtet.

3.1.1 Morphogenese bei Begasung mit 99,9 % N,

Zundchst wurde untersucht welchen Einfluss die Begasung mit lediglich 99,9 % N, (Tab. 3
»Gas N“) auf die Morphogenese der Zelle hat. Zu finden sind diese geringen
Sauerstoftkonzentrationen hauptséchlich in Geweben und Organen des Menschen. Fiir die
Experimente wurden Wildtyp- und Mutantenstimme auf YPS-Agarplatten vereinzelt. Das YPS-
Medium wurde aufgrund der Beobachtungen unter eingebetteten Bedingungen, die ebenfalls mit
selbigem Medium durchgefiihrt wurden, ausgewéhlt. Dasselbe gilt fiir die Temperatur von 24 °C,
bei der die Platten fiir 4-8 Tage inkubiert wurden. So kann verglichen werden, ob der
Sauerstoffmangel oder der Kontakt mit der Matrix ausschlaggebend fiir die starke
Hyphenbildung der efg/-Mutante ist.

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 5 zeigen die Kolonien verschiedener Mutanten. Die
obere Reihe der Abbildung zeigt Stimme, die das URA3-Markergen in einem der disruptierten
Allele besitzen. Tatsdchlich wird deutlich, dass die efg/-Mutante ebenfalls wie unter den
eingebetteten Bedingungen hyperfilamentos auf die hypoxischen Bedingungen reagiert. Sowohl
am Ausstrich (Abb. 5 [*]), der fiir die Vereinzelung nétig ist, als auch bei den einzelnen
Kolonien lésst sich ein starkes Hyphenwachstum beobachten (Abb. 5, obere Reihe). Beim
Wildtyp hingegen hat das filamentdse Wachstum am Ausstrich begonnen (Abb. 5 [*]), die
Kolonien jedoch zeigen keine Filamente. Nach lédngerer Inkubationszeit fangen auch diese an
Filamente zu bilden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Tatsache, dass der URA3-Status von
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ansonsten isogenen Stimmen entscheidend fiir den Phénotypen der Mutante sein kann (Bain et
al., 2001; Staab und Sundstrom, 2003), wurden zusitzlich URA3-rekonstituierte Stimme (URA3
im eigenen Lokus) untersucht (Abb. 5, untere Reihe). Durch den Vergleich kann bestimmt
werden, ob morphogenetische Phidnotypen unabhingig vom URA3-Status existieren. Es zeigt
sich, dass auch der URA3-rekonstituierte efg/-Stamm gegeniiber dem entsprechenden
Wildtypstamm hyperfilamentds erscheint. Des Weiteren konnte ebenfalls beobachtet werden,
dass die Filamentbildung des Wildtyps zu dem Zeitpunkt der Aufnahme lediglich am Ausstrich
begonnen hat (Abb. 5 [*]). Der beschriebene efg/-Phéinotyp findet also unabhingig vom URA3-
Status der Zelle statt. Die Doppelmutante efgl/efhl zeigt den Phanotypen der efgl-
Einfachmutante, wihrend pkl-, tpk2- und efhl-Mutanten sich wie der Wildtyp verhalten. Somit
wird deutlich, dass der hyperfilamentdose Phénotyp der efg/-Mutante in den ,.eingebetteten*
Bedingungen (Giusani et al., 2002), den mikroaerophilen Bedingungen im Mikroaerobier-Topf
(Doedt et al., 2004) oder unter einem Deckgldschen (Sonneborn et al., 1999) hauptsichlich
durch einen Sauerstoffmangel ausgelost wird. Unter den hier gegebenen hypoxischen
Bedingungen scheint der PKA-Signalweg keine Rolle bei der Repression der Hyphenbildung zu
spielen.

24 °C
wt * (g‘ff(;fhf
. ura3::[URA3]
wt * § e_'f'rl tpkl *_ tpk2 *

Abb. 5: Hyphenbildung verschiedener Mutanten des PKA-Signalwegs unter hypoxischen Bedingungen.
Folgende C. albicans-Stdmme wurden auf YPS-Platten vereinzelt und 4-8 Tage bei 24 °C inkubiert: obere Reihe:
CAF2-1 (wt), HLC52 (efgl), C4-d63 (efhl) und H1.22 (efgl/efhl); untere Reihe: CAI-URA3 (wt), DSCI10
(efgl), HPY300U (tpkl), HPY400U (tpk2). Die Begasung erfolgte mit ,,Gas N (Tab. 3).

ura3::.lURA3]: URA3-rekonstituierte Stimme; URA3+ : URA3-Gen im disruptierten Allel.

Alle Stimme zeigen am Ausstrich Hyphenbildung; * -markierte weniger stark ausgeprégt.

Um einen Einfluss des Ndhrmediums auf die Hyphenbildung auszuschlieBen, wurden
anschlieend weitere Medien getestet (Abb. 6). Auch auf dem Minimalmedium ,,SS* (YNB +
2 % Saccharose) wachsen die efgl- und efgl/efhl-Mutanten hyperfilamentés. Wie auch schon
von Doedt et al. (2004) beobachtet zeigt die Doppelmutante hier sogar ein verstirktes
Hyphenwachstum gegeniiber der efg/-Einfachmutante. Zunichst wurde die Konzentration an
Saccharose im Medium von 0,2 % bis 20 % variiert. Das Ergebnis in Abb. 6 zeigt, dass der
Wildtyp bei einer hohen Konzentration mindestens genauso filamentds wéchst wie die efgl-
Mutante. Dass die Mutante ihre hyperfilamentdse Eigenschaft verliert, kann bereits bei 8 %
Saccharose, etwas weniger eindeutig, beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Eine niedrige
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Saccharose-Konzentration (0,2 %) scheint keinen Einfluss auf das hyperfilamentése Wachstum
der efg/-Mutante zu besitzen. Diese wichst aufgrund der verminderten Kohlenstoffquelle
lediglich langsamer, so dass die Hyphenbildung dementsprechend spéter als bei 2 % Saccharose
im Medium einsetzt. Auf anderen Kohlenstoffquellen wie 2 % Na-Lactat oder Na-Succinat
zeigten sich efg/-Mutanten jeweils hyperfilamentds (Daten nicht gezeigt) wie beim Wachstum
mit 2 % Saccharose. Da das hyperfilamentdse Wachstum der efg/-Mutante in Fliissigmedien
nicht beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde weiterhin untersucht, ob die
Struktur der Matrix oder der Kontakt zu ihr wichtig fiir die Hyphenbildung ist. Zum einen wurde
der Agar durch Agarose ausgetauscht, zum anderen wurde eine Nylonmembran auf festem YPS-
Medium gelegt und die Zellen darauf ausgestrichen, um den Zellkontakt zur Matrix zu
verhindern. Auch auf diesen Platten wuchs die efg/-Mutante hyperfilamentds. Lediglich auf
einer auf Agar gelegten Nitrocellulose-Membran waren C. albicans-Zellen nicht in der Lage zu
wachsen (Daten nicht gezeigt). Die Beschaffenheit der Matrix und die Kohlenstoffquelle
scheinen demnach nicht fiir die reprimierende Funktion von Efglp unter hypoxischen
Bedingungen ausschlaggebend zu sein.

SS-Platten

o |® [0 X

wt efgl efhl efgl/efhl

YPS-Platten

A AR

efgl wt efgl

e

Abb. 6: Morphogenese unter hypoxischen

0 0 =

0,2 % Saccharose 20 % Saccharose Bedingungen auf verschieden Medien.
Die Stimme CAF2-1 (wt), HLC52 (efgl),
YPS-Platten (pH 4.5) C4-d63  (efhl) und HI1.22 (efgl/efhl)
wurden auf den angegebenen Medien
i vereinzelt und 3-5 Tage bei 24 °C mit ,,Gas
. _’P N (Tab. 3) inkubiert. Auf den YPS-Platten
- mit pH 4,5 wurden die URA3-
rekonstituierten Stimme CAI-URA3 (wt)

wit efgl und DSC10 (efgl) vereinzelt.

In einem weiteren Experiment wurde der pH-Wert des YPS-Mediums auf 4,5 herabgesetzt. Der
pH-Wert konnte eine Rolle spielen, da bekannt ist, dass ein niedriger pH die Hyphenbildung
unter normoxischen Bedingungen hemmt (Auger und Joly, 1977; Davis, 2003). In Abb. 6 wird
allerdings deutlich, dass das filamentdse Wachstum unter hypoxischen Bedingungen durch einen
sauren pH nicht beeinflusst wird. Die efg/-Mutante verhilt sich dem Wildtyp gegeniiber immer
noch hyperfilamentds. Des Weiteren wurden das anaerobe Wachstum auf Medien beobachtet,
welche unter normoxischen Bedingungen Hyphen induzieren (Serum- und Lee’s-Platten). Nach
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7-9 Tagen Inkubationszeit unter hypoxischen Bedingungen bei 24 °C konnten bei beiden Medien
Hyphen der Einzelkolonien von efg/-Mutanten beobachtet werden. Der Wildtyp zeigte sich zu
diesem Zeitpunkt noch nicht filamentds (Daten nicht gezeigt).

Alle bis hierhin beschriebenen Ergebnisse wurden bei einer Raumtemperatur von 24 °C
durchgefiihrt. Da es sich bei C. albicans um einen humanpathogenen Pilz handelt, und die
Korpertemperatur des Menschen 37 °C betragt, wurden die hypoxischen Bedingungen auch bei
hoheren Temperaturen getestet. Unter normoxischen Bedingungen kann das filamentdse
Wachstum im Wildtyp durch eine Temperaturerhohung auf 37 °C ausgeldst werden. Die efgl-
Mutante bleibt jedoch afilamentds. Der unter hypoxischen Bedingungen bei 24 °C beobachtete
hyperfilamentdse Phénotyp der efg/-Mutante hingegen, ist bei einer Temperaturerh6hung auf
37 °C nicht mehr zu erkennen (Abb. 7). Stattdessen wichst der Wildtyp wie unter normoxischen
Bedingungen filaments, die Mutante kaum mehr. Bei 37 °C inkubierte tpk/-Mutanten verhalten
sich dhnlich wie der Wildtyp; dieser filamentiert nur geringfiigig stirker als die Mutante. tpk2-
Mutanten hingegen, sind auch nach ldngerer Inkubationszeit nicht in der Lage Hyphen zu bilden
(Abb. 7).

30°C Abb. 7: Morphogenese unter

hypoxischen Bedingungen bei

erhohter Temperatur. Die URA3
37°C rekonstituierten ~ Stimme  CAIl4-
URA3  (wt), DSCI10 (efgl),
HPY300U (tpkl) und HPY400U
(tpk2) wurden auf YPS-Platten
vereinzelt und bei angegebenen
30 °C Temperaturen 2-4 Tage mit ,,Gas N*

(Tab. 3) inkubiert. Dasselbe gilt fiir

tpk2 ura3::[URA3)

“ dic ,URA3+* Stimme (URA3 im
- disruptierten Allel) CAF2-1 (wt),
37°C HLCS2 (efgl), C4-d63 (efhl) und
- H1.22 (efgl/efhl).
efgl efhl efgl/efhl  URA3 +

Zusétzlich wurde die Morphogenese des Wildtyps und der efg/-Mutante bei Temperaturen
zwischen 30 und 37 °C untersucht (Daten nicht gezeigt). Wihrend bei 24 °C (6 Tage Inkubation)
und 30 °C (4 Tage) 0 % der Wildtypkolonien und 100 % der Kolonien der efg/-Mutante Hyphen
bilden, zeigen bei 33-35 °C (3 Tage) etwa 5 % Einzelkolonien des Wildtyps Filamente und nur
noch ca. 50 % bei der Mutante. Erst ab einer Temperatur von 37 °C (2 Tage) findet der Wechsel
von Efglp vom Repressor zum Aktivator der Hyphenbildung statt: 90-100 % hyphende
Kolonien beim Wildtyp und < 10 % bei der efg/-Mutante. Bei 40 °C wurde diese Beobachtung
bestétigt. Der Abbildung kann ebenfalls entnommen werden, dass auch bei hoheren
Temperaturen der URA3-Status der Zellen nicht entscheidend ist. Der URA 3-rekonstituierte efg!-
Stamm (DSC10) sowie der URA3-positive Stamm (HLCS52) verhalten sich gleich gegeniiber den
jeweiligen Wildtypstdmmen.

Scheinbar agiert der Transkriptionsfaktor Efglp hypoxisch ab Temperaturen von 37 °C als
Aktivator des filamentosen Wachstums und nicht als Repressor eines alternativen Signalwegs,
wie es bei niedrigeren Temperaturen der Fall ist (Abb. 5). Wie auch unter normoxischen
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Bedingungen scheint die hypoxische Induzierung der Hyphenbildung bei 37 °C iiber den PKA-
Weg zu verlaufen, wobei hier offenbar Tpk2p die Signalweiterleitung tibernimmt.

3.1.2 Morphogenese bei Begasung mit 99,9 % N,, 6 % CO;

In diesem Kapitel wird der Einfluss eines zusétzlich erhoéhten CO,-Gehalts auf die
Morphogenese unter hypoxischen Bedingungen untersucht. Auch in menschlichen Geweben
lassen sich hohere CO,-Konzentrationen (5-6 %) finden als in der Luft (0,033 %) (Guyton und
Hall, 2000; Monnin et al., 2001; Klengel et al., 2005).

Fir die Untersuchungen wurden die auf YPS-Platten ausgestrichenen Zellen nicht nur mit
99,9 % N, begast, sondern zusitzlich mit 6 % CO, (Tab. 3 ,,Gas NC*). Aus Abb. 8 wird
ersichtlich, dass efg/- und efgl/efhl-Mutanten auch bei erhchtem CO,-Gehalt hyperfilamentds
im Vergleich zum Wildtyp sind. Wie bei Begasung mit 99,9 % N, verhélt sich die
Doppelmutante auf SS-Platten gegeniiber der efg/-Mutante hyperfilamentds (Daten nicht
gezeigt). Alle anderen Stimme verhalten sich weiterhin wie der Wildtyp. Der einzige
Unterschied zu den Bedingungen ohne CO,-Begasung besteht darin, dass die Einzelkolonien der
efgl-Mutante bereits nach zwei Tagen deutlich filamentds wachsen. Somit beginnen die Zellen
in der halben Zeit Filamente zu bilden, als ohne Kohlendioxid in der Umgebung.

24 °C (2 Tage)

r -

p‘ L “ J ‘ . ... ura3::;[URA3]
; fre
wt

efgl tpkl tpk2

B B . 7 URA3 +

efgl efhl efgl/efhl

Abb. 8: Morphogenese auf YPS-Medium unter hypoxischen Bedingungen mit 6 % CO,. Die
rekonstituierten Stimme ,,ura3::[URA3]* CAI4-URA3 (wt), DSC10 (efgl), HPY300U (tpkl), HPY400 (1pk2)
und ,,URA3+* Stimme (URA3 im disruptierten Allel) CAF2-1 (wt), HLC52 (efgl), C4-d63 (efhl) und H1.22
(efgi/efhl) wurden auf YPS-Platten vereinzelt und zwei Tage bei 24 °C mit ,,Gas NC* (Tab. 3) inkubiert.

Da sich bei hypoxischen Bedingungen (99,9 % N») ein deutlicher Temperatureinfluss auf die
Filamentbildung der unterschiedlichen Stdmme zeigte (3.1.1), wurde weiterhin untersucht, ob
dieser Einfluss auch bei zusétzlicher Begasung mit 6 % CO, bestehen bleibt. Wie in Abb. 9 zu
sehen sind unter diesen Bedingungen sowohl der Wildtyp als auch die efg/-Mutante in der Lage,
bei 37 °C Hyphen zu bilden, die Mutante etwas stirker als der Wildtyp. Somit scheint fiir die
Hyphenbildung der efg/-Mutante, neben der Temperatur und dem Sauerstoffgehalt, auch die
CO,-Konzentration eine Rolle zu spielen. Der erhohte CO,-Gehalt fiihrt dazu, dass Efglp auch
bei einer Temperatur von 37 °C immer noch als Repressor der Hyphenbildung fungiert.
Moglicherweise zeigt sich ein Wechsel der Efglp-abhdngigen Regulation, vom Repressor zum
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Aktivator der Hyphenbildung, erst nach Uberschreiten dieser Temperatur. Ohne CO,-Begasung
wird die Funktion von Efglp als Aktivator ab einer Temperatur von 37 °C induziert (3.1.1).

) @ '.d
‘. . | 37°C (12 h)

wit efgl efhl efgl/efhl

30 °C (1Tag)

Abb. 9: Morphogenese bei erhohten Temperaturen und Begasung mit 99,9 % N,/ 6 % CO,. Die
C. albicans Staimme CAF2-1 (wt), HLC52 (efgl), C4-d63 (efhl) und H1.22 (efgi/efhl) wurden auf YPS-
Platten vereinzelt und bei angegebenen Temperaturen mit ,,Gas NC* (Tab. 3) inkubiert.

3.2 Regulation von EFGI unter hypoxischen Bedingungen

Im vorangegangenen Kapitel (3.1) wurde u.a. die Rolle von Efglp bei der Morphogenese von
C. albicans unter hypoxischen Bedingungen thematisiert. Es zeigte sich bei Abwesenheit des
Transkriptionsfaktors eine verstirkte Hyphenbildung, anders als unter normoxischen
Bedingungen. Da die eigene Genregulation dieses APSES-Proteins und dessen Einfluss auf das
Transkriptom insbesondere unter hypoxischen Bedingungen noch weitestgehend unbekannt ist,
soll hier ndher darauf eingegangen werden.

3.2.1 Wachstum von efg/-Mutanten unter hypoxischen Bedingungen

Zundchst wurde das Wachstum von efg/-Mutanten unter hypoxischen Bedingungen (99,9 % N,)
beobachtet. Um ein moglichst prézises und verldssliches Ergebnis zu erhalten, waren gleiche
Ausgangsbedingungen des genetischen Hintergrunds fiir den Wildtyp und die Mutante
Voraussetzung. Aus diesem Grunde wurden zwei isogene Stimme genutzt, die sich lediglich
durch eine Integration des EFGI-Gens in den deletierten EFGI-Loki unterscheiden. Hierzu
wurden die mit dem Restriktionsenzym Pacl liniearisierten Plasmide pTD38-HA (EFGIip-
EFGI) und pTD38 (EFGIp) in einen Bereich des EFGI-Promotors des Stammes HLC67
(efgl::hisG/efgl::hisG) integriert. Die entstandenen Stamme HLCEEFG1 (EFGI) und HLCE
(efgl) wurden durch eine PCR verifiziert (Lengeler und Noffz, pers. Mitteilung). Von beiden
Stimmen wurde eine Wachstumskurve tiber 25 Stunden aufgenommen und graphisch dargestellt
(Abb. 10).
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Abb. 10: Wachstumskurve von Wildtyp und efgI-Mutante
E in  halb-logarithmischer Darstellung. Die Stimme
/7 —ft— Wt -0, | HLCEEFGI (wt) und HLCE (efg/) wurden in 50 ml YPD
3 Lf/g d + 0, (+0,) oder mit zusitzlicher Begasung von 99,9 % N, (-O,) bei
efgl -0, 30 °C inkubiert. Der pH im Medium wurde mittels eines pH-
Meters bestimmt.
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In der Abbildung wird ersichtlich, dass sowohl der Wildtyp als auch die efg/-Mutante unter
hypoxischen Bedingungen langsamer wachsen als normoxisch. Dies wird auch anhand der
errechneten Generationszeiten in der in Abb. 10 eingebetteten Tabelle deutlich. Die efgl-
Mutante wichst bei Sauerstoffabwesenheit am langsamsten. Sie hat eine Generationszeit von
120 Minuten, wihrend sich Wildtyp-Zellen unter diesen Bedingungen bereits nach 100 Minuten
verdoppeln. Der Faktor 1,2, mit dem die Mutante unter hypoxischen Bedingungen langsamer
wichst als der Wildtyp, steht dem Faktor 1,1 unter normoxischen Bedingungen gegeniiber. Ohne
Efglp wichst C. albicans hypoxisch demnach um rund 10 % langsamer als normoxisch. Dies
deutet auf eine positive Wachstumsbeeinflussung von Efglp unter Sauerstoff-Limitierenden
Bedingungen. Das Ergebnis konnte mit dem Wildtypstamm CAF2-1 und der efg/-Mutante
HLC52 nochmals bestitigt werden (Daten nicht gezeigt).

Um auszuschlieBen, dass eine Ansduerung des Mediums das Wachstum unter hypoxischen
Bedingungen beeinflusst, wurden wihrend des Wachstums Proben gezogen und der pH-Wert des
Mediums kontrolliert. Wie in Abb. 10 zu erkennen, bleibt der pH-Wert des Mediums in der
logarithmischen Wachstumsphase nahezu konstant. Erst bei einer ODgoy = 7 fallt der pH-Wert
leicht von 6,6 auf 5,5. Bei einer ODgg9 = 14 nach 25 Stunden Inkubationszeit neutralisiert sich
der pH wieder.

3.2.2 Genregulation von EFGI unter sauerstoffarmen Bedingungen

Um die Regulation des EFG/-Gens unter verschiedenen hypoxischen Wachstumsbedingungen
zu untersuchen, wurde zunichst die Expression mittels Real-time RT-PCR analysiert. Neben den
Bedingungen aus Kapitel 3.1, bei denen der hyperfilamentdse Phénotyp der efg/-Mutante
beobachtet wurde (HP mit NP als Referenz) wurde die EFGI-Expression unter weiteren
Bedingungen untersucht. Hierzu gehorten einerseits eine hypoxische Anzucht im fliissigen
Vollmedium bei Standardwachstumsbedingungen (HF mit NF als Referenz), sowie andererseits
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die bereits von Doedt et al. (2004) genutzten mikroaerophilen Wachstumsbedingungen auf

festen Medium (MP mit AP als Referenz) (Tab. 10).

Tab. 10: Ubersicht der Anzuchtbedingungen unter aeroben und sauerstoffarmen Bedingungen

Bezeichnung

Bedeutung

Anzucht

Inkubationszeit

NF

normoxisch fliissig

aerob, 30 °C
fliissiges YPD-Medium

OD600 = 0,05 bis OD600 = 0,6—0,7

HF

hypoxisch fliissig

Begasung mit 99,9 % N2,
30°C
fliissiges YPD-Medium

OD600 = 0,05 bis OD600 = 0,6-0,7

AP

aerob Platte

aerob, 30 °C
festes YPD-Medium

4-5 Tage

MP

mikroaerophil Platte

Mikroaerobier-Topf
(OXO0ID), 30 °C
festes YPD-Medium

4-5 Tage

NP

normoxisch Platte

Aerob, 24 °C
festes YPS-Medium

4-5 Tage

HP

hypoxisch Platte

Begasung mit 99,9 % N2,
24 °C
festes YPS-Medium

4-5 Tage

Fiir die Expressionsanalysen wurden der Wildtypstamm CAF2-1 und der efg/-Deletionsstamm
HLC52 in den entsprechenden Medien angezogen und die Gesamt-RNA prépariert. Die
Expression von EFGI wurde dann mittels Real-Time PCR analysiert. Parallel dazu wurde
ebenfalls die Expression des noch wenig charakterisierten, zu EFG/ homologen Gens EFHI

untersucht.

9

18 4
16
2 14 1
== 2
¢z ]
= 2 10 1
S92 1
£ 8]
(=9
w 6
= 4
4]
2_
0
wit efgl wit efgl
NF HF HP
OEFGI| 1.0 1,6 2,2 g 4.8 2,6
WEFHI| 10 | 48 | 10 | 22 [ 50 | 64 | 43 [139]179]127 [ 80 [ 08

Abb. 11: Relative Transkriptlevel von EFGI und EFHI unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Real-time RT-PCR der Gene EFGI und EFHI von den C. albicans-Stammen CAF2-1 (wt) und
HLC52 (efgl) unter verschiedenen Bedingungen (Tab. 10). Die Transkriptlevel beider Gene im Wildtyp (NF)
wurden jeweils gleich eins gesetzt. Die zugehorigen relativen Werte sind in der Datentabelle angegeben.
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Wie in Abb. 9 zu sehen, zeigten sich sowohl fiir EFG/ als auch fiir EFH] starke Anderungen des
Transkriptspiegels je nach Wachstumsbedingungen und Stammhintergrund. Ein Vergleich der
ACt-Werte (s. auch 2.8.2.2) beider Gene, ldsst darauf schlieBen, dass EFHI etwa zehn Mal
geringer exprimiert wird als sein homologes Protein (Daten nicht gezeigt). Unter den
sauerstoffarmen Bedingungen HF und MP ist der Transkriptlevel von EFG1, verglichen mit dem
Level unter aeroben Bedingungen (NF und AP), erhoht. Lediglich bei den Zellen der
hypoxischen Platten (HP) zeigt sich eine Abnahme des Transkripts, welche aufgrund der hohen
Standardabweichung allerdings relativiert wird. Weiter zu beobachten ist, dass die EFGI-
Transkriptmenge der auf festen Medien angezogenen Zellen hoéher ist, als die der im
Flissigmedium angezogenen Kulturen (NF und HF). Wie schon die Untersuchungen zur
Morphogenese von C. albicans vermuten lieen (3.1.1), scheint Efglp fiir die hypoxische
Genregulation wichtig zu sein. Zum EFGI-homologen Gen EFH] lisst sich zusammenfassend
beschreiben, dass der Transkriptlevel in der efg/-Mutante im Vergleich zum Wildtyp erhoht ist.
Nur bei hypoxischen Bedingungen auf Platte (HP) ist der Transkriptlevel von EFHI in der
Mutante signifikant geringer (10-fach) als im Wildtyp. Unter diesen Bedingungen zeigte sich
auch der hyperfilamentdse Phinotyp der efg/-Einfachmutante und ein verstiarkender Effekt einer
EFHI-Disruption in der efg/-Mutante (Abb. 6).

Um zu iiberpriifen, ob der erhohte EFGI-Transkriptlevel unter hypoxischen Bedingungen, auf
eine erhOhte Promotoraktivitit zuriickzufithren ist, wurde die EFGI-Promotoraktivitit mittels
einer Reportergenfusion untersucht. Hierzu wurde das Plasmid pSKM46a (EFGIp-RLUC) mit
dem Restriktionsenzym Hpal geschnitten und in den EFGI-Promotor des Wildtyp-Stamms
CAIl4 integriert. Dadurch konnte die Promotoraktivitit von EFGI unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen gemessen werden. Zwei unabhédngige Transformanten wurden in
50 ml YPD jeweils aerob und unter Stickstoftbegasung (hypoxisch) bis zu einer ODgyo = 0,8
wachsen gelassen. AnschlieBend wurden aus 5-10 ml Rohextrakte hergestellt und die
Proteinkonzentration bestimmt. Dafiir wurde zunédchst eine BSA-Eichkurve als Standard erstellt,
die so auch fiir anschlieBende Proteinbestimmungen durchgefiihrt wurde (Abb. 12). Die
Luziferaseaktivitit wurde mittels eines Luminometers protokolliert. Der Standardkurve kann
entnommen werden, dass lediglich Proteinmengen bis zu 20 pug/ml im linearen Bereich der
Extinktion liegen.

0D595

%5 Abb. 12: BSA-Eichkurve. Die Extinktion der mit
Bradford-Reagenz versetzten BSA-Konzentrationsreihe
0.2 von 1, 2, 4, 8, 16, 20, 40 und 80 pg/ml wurde bei einer

0 — T T T Wellenldnge von 595 nm gemessen.
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

BSA-Proteinkonz. (pg/ml)

Nach Bestimmung der Promotoraktivitit pro pg Protein, konnte die Aktivitit in einem
Diagramm graphisch dargestellt werden (Abb. 13). Es zeigt sich, dass der Promotor von EFG1
unter hypoxischen Bedingungen (HF) rund viermal weniger aktiv ist als normoxisch (NF). Der
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Transkriptlevel hingegen steigt bei einer Sauerstoffarmut (HF) (Abb. 11). Denkbar ist, dass diese
Unterschiede z.B. auf eine erhohte Transkriptstabilitdt bei Hypoxie zuriickzufiihren sind.
Bedingungen. Das mit Hpal liniearisierte Plasmid pSKM46a wurde in den

Wildtyp-Stamm CAI4 integriert (CAE1). Zwei unabhéngige Transformanten
0.5 1 ’_l—‘ wurden jeweils in 50 ml YPD normoxisch (NF) und hypoxisch (HF) bei

J

i

Abb. 13: EFGI1-Promotoraktivitit unter normoxischen und hypoxischen

RLU/ pug Protein

30 °C angezogen (auch Tab. 10). 5 ml der Kulturen wurden fiir die
Rohextraktgewinnung und die Luziferasemessung verwendet.

NF HF

Aufgrund dieser Diskrepanz zwischen Promoteraktivitit und Transkriptmenge war es wichtig zu
untersuchen, ob die erhohten EFGI-Transkriptmengen unter hypoxischen Bedingungen auch
tatsichlich zu einer erh6hten Menge des Efgl-Proteins fiihren. Um dies zu untersuchen, wurde
im weiteren Verlauf eine Immunoblot-Analyse durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Stamm genutzt,
welcher eine Epitop markierte Efglp-Version unter der Kontrolle des eigenen Promotors
produziert. Das fiir das HA-Efglp kodierende Plasmid pTD38-HA wurde dazu, wie bereits in
3.2.1 beschrieben, in den Stamm HLC67 integriert (Lengeler, pers. Mitteilung). Der integrierte
Stamm wurde in 50 ml YPD-Medium sowohl normoxisch als auch hypoxisch bis zu einer
ODgoo= 0,8 wachsen gelassen. AnschlieBend wurden Rohextrakte hergestellt und die
Proteinkonzentration bestimmt, um eine definierte Menge an Protein, auf ein SDS-Gel auftragen
zu konnen.

+0, -0, +0, -O,

— 250 kDa

Abb. 14: Immunoblot-Analyse von HA-

Efglp.
98 kDa Der  C. albicans-Stamm  HLCEEFGI
(EFGIp-EFGI1-HA) wurde in 50 ml YPD
... bei 30 °C inkbuiert (+Os) oder zusiitzlich
_ mit 99,9 % N, begast (-O,). Aufgetragen
— 64 kDa wurden jeweils 40 pg Protein, die mit dem
Antikoérper  Anti-HA-POD  detektiert
wurden. Es wurden zwei unabhingige
— 50 kDa Transformanten (A und B) des Stamms

getestet.
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Die darauthin durchgefiihrte Immunoblot-Analyse zeigt, dass in den hypoxisch angezogenen
Zellen mehr Efgl-Protein synthetisiert wird als unter normoxischen Bedingungen (Abb. 14). Die
Erhohung des Transkriptspiegels von EFGI unter hypoxischen Bedingungen (HF) (Abb. 11),
fiihrt somit tatséchlich zu einer groBeren Menge an Efglp (Abb. 14).

3.3 Genomweite Transkriptomanalyse des Wildtyps und der efgl-Mutante
bei Hypoxie

Im Kapitel 3.1 wurde beschrieben, dass eine EFGI-Disruption zu einem hyperfilamentdsen
Phénotyp unter hypoxischen Bedingungen auf festem Medium fiihrt. Bei einem normalen
Sauerstoffgehalt in der Umgebung kann dieses Verhalten einer efg/-Mutante nicht beobachtet
werden. Zudem wurde in 3.2 gezeigt, dass der EFGI-Transkriptlevel unter Normoxie und
Hypoxie unterschiedlich reguliert wird. Diese Beobachtungen flihrten zu der Annahme, dass der
Transkriptionsfaktor Efglp an der Aktivierung bzw. Repression hypoxisch regulierter Gene
beteiligt ist. Die bei Sauerstoffmangel anders regulierten Gene konnten wiederum fiir die
Morphogenese von C. albicans unter hypoxischen Bedingungen von Bedeutung sein. Um mehr
Einblicke in die Genregulation von C. albicans unter hypoxischen Bedingungen zu erlangen,
wurden im Folgenden genomweite Transkriptomanalysen des Wildtyps sowie der efg/-Mutante
unter sauerstoffarmen Bedingungen durchgefiihrt.

Dazu wurden kommerzielle DNA-Microarrays der Firma Eurogentec genutzt, welche mit 6039
Offenen Leserastern etwa 98 % der Gene von C. albicans enthalten. Die markierte cDNA von je
zwei zu vergleichenden Proben wurde mit einem DNA-Microarray hybridisiert. Nach dem
Waschen und dem Scannen der Arrays erfolgte die Normalisierung und statistische Auswertung
der Daten (2.8.1.3). Als reguliert wurden in allen Experimenten nur diese Gene bezeichnet, die
eine mit Hilfe des Programms ,,SAM* (Significance Analysis of Microarrays) ermittelte,
statistisch signifikante Abweichung von der Referenz zeigten und zusétzlich eine mindestens
1,5-fache Anderung zur Referenz aufwiesen.

In Tab. 11 werden alle durchgefiihrten Microarray-Experimente aufgefiihrt. Es wird zudem kurz
beschrieben, welche Gene durch die jeweiligen Experimente identifiziert werden sollten.
Untersucht wurde zundchst das Transkriptom hypoxisch angezogener Zellen im YPD-Medium
bei 30 °C. Dabei wurden der Wildtyp, die efg/-Mutante sowie die riml5-Mutante, welche unter
hypoxischen Bedingungen leicht hyperfilamentos wéchst (3.6.3.1), in Betracht gezogen. Des
Weiteren wurden Transkriptomanalysen von auf festem Medium angezogener Zellen
durchgefiihrt, da sich lediglich auf bzw. in einer Matrix wachsende efg/-Mutanten
hyperfilamentds gegeniiber dem Wildtyp verhalten. Es wurden zum einen mikroaerophile
Bedingungen untersucht, aber auch hypoxische Bedingungen bei einer Temperatur von 24 °C.

Tab. 11: Ubersicht durchgefiihrter Microarray-Analysen. wt: CAF2-1, efgl: HLC52, riml5: CAR23-7-5.
Detaillierte Angaben zu den Anzuchtbedingungen sind der Tab. 10 zu entnehmen.

Experiment . .
. Experiment Referenz Identifizierte Gene
Bezeichnung
wt HF/NF wt Hypoxisch Fliissig wt Normoxisch Fliissig Gene, die durch Hypoxie im Wildtyp

reguliert werden.

efgl HF/NF efe] Hypoxisch Fliissig | efg] Normoxisch Fliissig | 91 die u.nabhéin.gig von Efglp
durch Hypoxie reguliert werden.
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Experiment X .
. Experiment Referenz Identifizierte Gene
Bezeichnung
efgl/wt HF efgl Hypoxisch Flissig wt Hypoxisch Fliissig Von. Efglp unt.er hypoxischen
Bedingungen regulierte Gene.
Von Efglp unter aeroben
efgl/wt AP efgl Aerob auf Platte wt Aerob auf Platte Bedingungen auf festem Medium bei
30 °C regulierte Gene.
efgl Mikroaerophil auf wt Mikroaerophil auf | Von Efglp unter mikroaerophilen
efgl/wt MP Bedingungen auf festem Medium bei

Platte Platte .
30 °C regulierte Gene.

Von Efglp unter normoxischen
efgl/wt NP efg! Normoxisch auf Platte | wt Normoxisch auf Platte | Bedingungen auf festem Medium bei

24 °C regulierte Gene.

Von Efglp unter hypoxischen
efgl/wt HP efg! Hypoxisch auf Platte | wt Hypoxisch auf Platte | Bedingungen auf festem Medium bei

24 °C regulierte Gene.

Gene, die unter hypoxischen

werden.

efgl/wt NF Gene, die unter normoxischen

efal Normoxisch Fliissi wt Normoxisch Fliissi ; ;
(Doedt et al., 2004) g g € |Bedingungen von Efglp reguliert

werden.

3.3.1 Transkriptomanalysen bei Hypoxie im Fliissigmedium

Hypoxische Bedingungen 16sen bei fliissig angezogenen efg/-Mutanten kein filamentdses
Wachstum aus (Daten nicht gezeigt). Es sollte dennoch zunichst gezeigt werden, welche Gene
bzw. Gengruppen unter den iiblichen Anzuchtbedingungen (Vollmedium, 30 °C) durch eine
Hypoxie beeinflusst werden. Geerntet wurden die Zellen wéhrend der logarithmischen
Wachstumsphase bei einer ODgyp = 0,6.

3.3.1.1 Hypoxisch regulierte Gene

Um herauszufinden, welche Gene unter hypoxischen Bedingungen im Wildtyp reguliert werden,
wurde die cDNA-Menge hypoxisch angezogener Zellen mit der von normoxisch angezogenen
Zellen verglichen (,,wt HF/NF*, Tab. 11). In diesem Microarray-Experiment wurden 164, der
rund 6000 offenen Leseraster als signifikant reguliert identifiziert. Die Signifikanz wurde aus
den Werten von mindestens sechs Replikaten mittels des Programms ,,SAM® bestimmt. Im
Wildtyp werden die Transkriptspiegel von 114 Genen bei einer Hypoxie erhoht und 50
erniedrigt. Um eine Ubersicht zu erhalten, wurden diese in Gruppen sortiert (Tab. 12). So
wurden beispielsweise die Transkriptlevel von 12 Genen der Glykolyse als signifikant hoch
reguliert identifiziert, wihrend sieben Gene des Tri-Carbonsdure-Zyklus bei den Genen mit
erniedrigtem  Transkriptspiegel zu finden sind. Auch die Transkription vieler
Fettsdurebiosynthese- sowie Zellwandgene wird bei Sauerstoffmangel gefordert. Bei den
hypoxisch induzierten Genen der Translation handelt es sich hauptsichlich um Gene fiir
ribosomale Proteine. Identifizierte Gene der Atmungskette wie RIPI kodieren fiir Cytochrom-c-
Reduktasen und Gene der ATP-Synthese groftenteils fiir FiFo-ATPase Komplexe, welche bei
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Hypoxie reprimiert werden. Eine detaillierte Liste aller 164 signifikant regulierten Gene ist dem
Anhang zu entnehmen (Tab. 19).

Tab. 12: Auswahl von im Wildtyp unter hypoxischen gegeniiber normoxischen Bedingungen regulierten
Gengruppen. Identifizierte Gene aus dem Microarray-Experiment ,,wt HF/NF* (Tab. 11) sind mindestens 1,5-fach,
statistisch signifikant reguliert. Eine Liste aller regulierten Gene und Gengruppen ist dem Anhang (Tab. 19) zu
entnehmen.

114 Gene mit erhohtem Transkriptspiegel 50 Gene mit erniedrigtem Transkriptspiegel
Fermentation (3) Atmungskette (7)

ADHI ADH2 ADH3 COX13 CYTI 01f19.2821 orf19.4016 0rf19.913.2 QCR2 RIP1
Fettsdure- und Ergosterolbiosynthese (10) ATP-Synthese (11)

ACCI FASI FAS2.3F FAS2.5F OLEI EFG11 EFG251 ERG3 ERGS ATP1 ATP2 ATP3 ATP5 ATP7 orf19.5598.2 MIRI 0119.5231.2
orf19.391 POTI4 0rf19.5598.2 PHO84 STF2

1?1\}%]%( %ﬁecgg)am GPMI PDCI1 PFK2 PGII PGKI PYC2 Tri-Carbonsdure-Zyklus (7)

TP PSS ACOI CITI FUMI12.3F FUMI2.5F IDHI IDH2 KGD2

Hyphen spezifische Gene (4)
ALS12 DDR48 HWPI RBT5

Stressantwort (7)
CTAI GRP2 HSP12 SSAI SSA4 SSCI SSUSI

Translation (6)
BELI PRTI RNR21 RPLIOE RPLI8 RPS7A

Zellwand/ -membran (7)
ALG2 ECM33 PGAG PLB4 SUN41 SUN42

3.3.1.2 Efglp regulierte Gene unter hypoxischen Bedingungen

Mittels des im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Experiments wurden Gene
identifiziert, die im Wildtyp unter hypoxischen anders als unter normoxischen Bedingungen
reguliert werden. Von letzterer Bedingung ist bekannt, dass Efglp die Transkription von 283
Genen (> 1,5-fache Regulation) kontrolliert (Doedt et al., 2004). Da der Transkriptionsfaktor
zudem eine entscheidende Rolle in der Morphogenese von C. albicans auch unter
sauerstoffarmen Bedingungen spielt (3.1), wurde untersucht welche der von Hypoxie
beeinflussten Gene durch Efglp reguliert werden. Hierzu wurde ein Microarray-Experiment
durchgefiihrt, welches das Transkriptom der efg/-Mutante mit dem des Wildtyps unter
hypoxischen Bedingungen vergleicht (,,efg//wt HF*“: Tab. 11). Es wurden 181 signifikant
regulierte Gene (> 1,5-fach reguliert) in Gruppen eingeteilt, welche der Tab. 13 entnommen
werden konnen. Um diejenigen Gengruppen zu finden, die im Wildtyp und gleichzeitig von
Efglp bei einer Hypoxie reguliert werden, wurden die Gruppen der Tabellen 12 und 13
miteinander verglichen. Es musste hierbei nach Gengruppen gesucht werden, die in beiden
Tabellen zu finden sind, aber im Experiment ,,wt HF/NF*“ entgegengesetzt reguliert zum
Experiment ,.efg//wt HF*“. So wird beispielsweise ein Gen mit erhohtem Transkriptlevel im
Experiment ,,wt HF/NF“ genau dann von Efglp aktiviert, wenn sein Transkriptlevel im
Experiment ,,efg//wt HF* erniedrigt vorliegt. Die im Wildtyp (,,wt HF/NF*) durch Hypoxie
reprimierte Gengruppe ,,Atmungskette* ldsst sich in der efg/-Mutante (,,efgl//wt HF) bei den
Genen mit erhohtem Transkriptspiegel wieder finden (Tab. 13). Es wird jedoch nur die
Ubiquinol-cytochrom-c-Reduktase (R/PI) der Atmungskette von Efglp reprimiert. Beinahe alle
im Wildtyp unter hypoxischen Bedingungen aktivierten Gengruppen werden durch Efglp
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reguliert (Tab. 13). Darunter fallen Gene der Fettsdurebiosynthese, hyphenspezifische Gene
sowie Gene der Stressantwort. Glykolysegene werden ebenfalls in beiden Experimente wieder
gefunden, allerdings werden in dem Microarray-Experiment ,,efg//wt HF* nur drei Gene mit
erniedrigtem Transkriptlevel identifiziert; die Transkriptlevel von 12 Glykolysegenen werden
aber unter hypoxischen Bedingungen im Wildtyp erhoht.

Tab. 13: Auswahl von in der efgl-Mutante gegeniiber dem Wildtyp unter hypoxischen Bedingungen
regulierten Gengruppen. Identifizierte Gene aus dem Microarray-Experiment ,.efgl//wt HF* (Tab. 11) sind
mindestens 1,5-fach, statistisch signifikant reguliert. Eine Liste der regulierten Gene ist dem Anhang zu entnehmen

(Tab. 21).

103 Gene mit erhohtem Transkriptspiegel

78 Gene mit erniedrigtem Transkriptspiegel

Atmungskette (1)
RIPI

Eisenmetabolismus (6)
FET31 FET32 FET34 FET5 FTRI FTR2

Translation (4)

Fermentation (1)
ADHS

Fettsdurebiosynthese (6)
ACBI ACCI FAS2.3F OLEI PDAI PDBI

Glykolyse (3)

ATEI KRSI RPS15 SENI5 ENOI GLKI GPHI

Transkription (6) Hyphen spezifische Gene (3)

CTA4 HOSI1 JA2 MBP1 MED9 RPCS53 ALS4 DDR48 RBTS
Tri-Carbonsdure-Zyklus (2)
GADI MDHI1

Stressantwort (6)
CTA1 GRP2 HSP104 HSP12 SOD1 SSA4

Ein Vergleich der Tab. 12 und Tab. 13 (Microarray-Experimente ,,wt HF/NF*“ und ,,efg//wt HF*)
konnte bereits aufzeigen, welche Gengruppen im Wildtyp durch Efglp reguliert werden. Aus
den beiden Tabellen geht jedoch nicht hervor, um welche Gene es sich im Einzelnen handelt,
und ob die Aktivierung bzw. Repression durch Efglp tatsdchlich nur unter hypoxischen und
nicht auch unter normoxischen Bedingungen stattfindet. Gene, die unter diese Kategorie fallen,
konnten auch fiir die Morphogenese von C. albicans bei Sauerstoffmangel von Bedeutung sein.
Um eine detaillierte Vorstellung zu bekommen, wie bestimmte Gene unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen von Efglp reguliert werden, wurden zwei weitere Experimente
beriicksichtigt. Ersteres vergleicht das Transkriptom der efg/-Mutante unter hypoxischen und
normoxischen Bedingungen (,,efg/ HF/NF*: Tab. 11). Hier werden 374 Gene reguliert, wovon
202 einen erhohten und 172 einen erniedrigten Transkriptspiegel aufweisen (Tab. 20, Anhang).
Das zweite Experiment wurde von Doedt et al. (2004) durchgefiihrt, wird aber fiir die
Vervollstindigung einer schematischen Darstellung der Transkriptlevel bendtigt. Dieses
Experiment vergleicht das Transkriptom der efg/-Mutante mit dem des Wildtyps unter
normoxischen Bedingungen.

Zundchst wurde ein Venn-Diagramm der drei Experimente ,,wt HF/NF*, ,efg/ HF/NF*“ und
»efgl/wt HF* erstellt (Abb. 16). Hierbei werden nur signifikant regulierte Gene beriicksichtigt,
die mindestens eine 1,5-fache Anderung des Expressionslevels zeigen. Die Schnittmengen
beinhalten Gene, die in zwei bzw. drei Experimenten gleichzeitig reguliert werden. Um die
Bedeutung von Efglp bei der Genregulation besser verdeutlichen zu kdnnen, wurden Schemata
der am héufigsten vorkommenden Regulationstypen, von den Schnittmengen ausgehend, zur
Visualisierung der Transkriptlevel erstellt. Fiir die graphische Darstellung mussten alle Gene des
Venn-Diagramms auf ihre Regulation in allen vier genannten Experimenten hin untersucht
werden. Dabei wurde das vierte Experiment mit der efg/-Mutante unter normoxischen
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Bedingungen verglichen zum Wildtyp (Doedt et al., 2004) lediglich zur Kontrolle hinzugezogen,
aber nicht im Venn-Diagramm abgebildet. Der zur Abb. 16 ergéinzenden Abb. 15 kann
entnommen werden, an welcher Stelle die vier Experimente in den Schemata wieder gefunden
werden konnen. Ein Pluszeichen reprisentiert das Transkript unter normoxischen, ein
Minuszeichen unter hypoxischen Bedingungen auf dem jeweiligen Transkriptniveau
(gestrichelte Linie). Zuséitzlich deuten die Pfeile in der Abb. 16 auf eine erhdhte (1) bzw.
erniedrigte (|) Regulation an. Unterhalb der einzelnen Abbildungen werden die Anzahl und
einige Beispiele der so regulierten Gene angegeben. Dabei wurden lediglich Gene beriicksichtigt,
auf die das Regulationsmuster in allen vier Experimenten zutrifft. Eine vollstindige Liste aller
auf diesem Wege identifizierter Gene ist im Anhang (Tab. 27) gegeben.

W o Abb. 15: Bestimmung des Da‘_S Venn-Diagramm in Abb. 16

efel/wt HF Transkriptniveaus durch ver- zeigt, ‘dass etwa 20 % (29/ 1.64)

@4_—0: @.. schiedene Microarray-Analysen. der im Wildtyp hypoxisch

Ergéinzende Abbildung zu Abb. 16. | regulierten Gene von Efglp

N m-..m-I I[M ypng Detaillierte  Angaben  zu den | kontrolliert — werden.  Dieser

< Microarray-Experimenten sind der | prozentsatz ergibt sich aus der

. @........ @.. Tab. 11 zu entnehmen. Daten des Anzahl der Gene der
Experiments ,,efg//wt NF*“ wurden . .

(}l;fl_“_l :,F von (Doedt et al, 2004) Schnittmengen E und G im

: Verhéltnis zu der Anzahl des

Experiments ,,wt HF/NF*“. Hierbei handelt es sich z.B. um Gene der Stressantwort (HSP12),
Fettsdurebiosynthese (OLEI, FAS2) oder auch der Atmungskette (RIPI). Das zur Kategorie G
gehorende OLE-Gen beispielsweise wird unter normoxischen Bedingungen nicht von Efglp
reguliert, wiahrend der Transkriptionsfaktor unter hypoxischen Bedingungen zuséitzlich
aktivierend wirkt. Die Aktivierung von FAS2 unter hypoxischen Bedingungen wird sogar, durch
die reprimierenden Eigenschaften von Efglp unter Normoxie, unterstiitzt. Gene der Kategorie A
sind im Wildtyp und in der efg/-Mutante unter hypoxischen Bedingungen gleich reguliert. Thre
Aktivierung bzw. Repression erfolgt somit unabhéngig von Efglp. Auch die Kategorien C und B
repriasentieren Gene, die unter hypoxischen Bedingungen unabhéngig von Efglp reguliert (C)
bzw. nicht reguliert (B) werden. Im Gegensatz zu Kategorie A-Genen, ist hier der
Transkriptlevel unter normoxischen Bedingungen von der Aktivitidt des Transkriptionsfaktors
abhingig. Die Schnittmenge der Experimente ,,efg/ HF/NF*“ und ,,efg//wt HF* mit der Kategorie
F, enthédlt Gene (u.a. NRGI), die im Wildtyp unter hypoxischen Bedingungen nicht reguliert
werden, aber in der efg/-Mutante. Bei Sauerstoffmangel ist Efglp demnach fiir die
Unterdriickung einer Regulation der Gene verantwortlich. Die grof3te Anzahl von Genen (127),
neben der von Kategorie B (277), gehoren der Gruppe D an. Die Genregulation ist hier von
Efglp abhingig, aber unabhingig vom Sauerstoffgehalt der Umgebung.
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Abb. 16: Efglp und hypoxisch regulierte Gengruppen. Mittig ist ein Venn-Diagramm, mit den Klassen A-E
und der Anzahl regulierter Gene, abgebildet. In den drei zugehdrigen Microarray-Experimenten (s. Tab. 11)
analysiert wurden der Wildtypstamm CAF2-1 (w) und die efg/-Mutante HLC52 (e) unter hypoxischen
Bedingungen. Die am hiufigsten vorkommenden Regulationstypen sind schematisch, von den einzelnen
Sektoren ausgehend, dargestellt. Gestrichelte Linien geben den relativen Transkriptlevel im Wildtyp und in der
efgl-Mutante an, wobei der Wildtyp unter normoxischen Bedingungen als Referenz dient. (+): Transkript unter
normoxischen Bedingungen, (-): Transkript unter hypoxischen Bedingungen (auch Abb. 15)
Unterhalb der Schemata ist die Anzahl der Gene angegeben, die in allen drei Experimenten und dem
Experiment ,.efg//wt NF*“ (Tab. 11) genau wie im Schema abgebildet reguliert werden. Beispielgene der
Klassen E-G, die speziell unter hypoxischen Bedingungen von Efglp reguliert werden, sind unterhalb der
Schemata aufgelistet. Weitere Gene konnen der Tab. 27 im Anhang entnommen werden.

3.3.1.3

Rim15p regulierte Gene unter hypoxischen Bedingungen

Im Abschnitt 3.3.1.2 wurde gezeigt, dass Efglp fiir die Regulation vieler Gene unter
hypoxischen Bedingungen bendtigt wird. Unter normoxischen Bedingungen ist bekannt, dass der
Transkriptionsfaktor iiber den PKA-Signaltransduktionsweg aktiviert wird (Sonneborn et al.,
2000; Bockmiihl und Ernst, 2001). In der Biackerhefe S. cerevisiae ist neben der Proteinkinase A
auch die Proteinkinase Riml5p in diesem Signalweg involviert (Reinders et al, 1998). In
C. albicans konnte eine Beteiligung des homologen Proteins CaRim15p bisher nicht gezeigt
werden. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass C. albicans riml5-Mutanten leicht
hyperfilamentds auf ,,eingebettete” Bedingungen reagieren (Setiadi, 2002). Die efg/-Mutante
zeigt denselben Phénotyp unter diesen Bedingungen, allerdings wesentlich stirker als Zellen mit
RIM15-Disruption. Es ist daher denkbar, dass die Proteine beider Gene im selben Signalweg
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involviert sind und gemeinsam die Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingungen regulieren.
In einer Transkriptomanalyse unter hypoxischen Bedingungen koénnten Gene zu finden sein, die
sowohl von Efglp als auch von Riml5p abhéngig sind. Diese wiederum konnten fiir die
Morphogenese von C. albicans bei Hypoxie von Bedeutung sein.

Um Gene identifizieren zu konnen, die von Rim15p reguliert werden, wurde das Microarray-
Experiment ,,7im15/wt HF* (Tab. 11) durchgefiihrt. Es wurden 26 regulierte Gene gefunden,
wovon lediglich die Transkriptspiegel von drei Genen in der Mutante erhoht vorliegen (Anhang:
Tab. 26). Die Schnittmengen des Venn-Diagramms der Experimente ,rimil5/wtHF®,
»efgl/wt HF und ,,wt HF/NF*“ in Abb. 17 A zeigen Gene, die unter hypoxischen Bedingungen
von Rim15p und/oder Efglp aktiviert werden (erniedrigter Transkriptlevel in den Mutanten) und
so im Wildtyp einen erhohten Transkriptspiegel aufweisen. Abb. 17 B hingegen zeigt Gene auf,
die durch Hypoxie reprimiert werden. Den Abbildungen kann entnommen werden, dass
tatsidchlich 80 % der in der riml5-Mutante regulierten Gene in der efg/-Mutante und/oder im
Wildtyp ebenfalls reguliert werden. Unter den von Rim15p und Efglp gemeinsam regulierten
Genen (50 %) fallen unter anderem Gene der Stressantwort (C7A7), der Fettsdurebiosynthese
(FAS2) und die fiir Zellwandproteine kodierenden ALS-Gene. Mdglicherweise kontrolliert
Rim15p die Expression dieser Gene tatdchlich durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors unter
mikroaerophilen Bedingungen. Die genaue Regulation der Gene CTA/ und FAS2 durch Efglp
kann aus den Schemata des Venn-Diagramms der Abb. 16 (3.3.1.2) entnommen werden.

(A) (B)

riml5/wt HF l wt HF/NF T riml5/wt HF T wt HF/NF i

ACTI, ALG2, Av“
ALI2, HHT2I, ' D\

PLB4, TPS3

3 unbekannte

Gene

ALS4, CWHS CTAL FAS2, FET34 PHO34
efgl/wt HF L GLK1, GPHI efgl/wt HFT
4 unbekannte
Gene

Abb. 17: Rim15p und Efglp hypoxisch regulierte Gene. Im Wildtyp hypoxisch (wt HF/NF) aktivierte (A)
und reprimierte Gene (B). Verglichen wurden die Transkriptome der C. albicans-Stamme CAF2-1 (wt), HLC52
(efgl) und CAR23-7-5 (rim15). Angegebene Microarray-Experimente sind der Tab. 11 zu entnehmen. In jedem
Sektor ist die Anzahl der mindestens 1,5-fach, signifikant regulierten Gene angegeben.

1: Gene mit erhohtem Transkriptlevel, |: Gene mit erniedrigtem Transkriptlevel
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3.3.2 Transkriptomanalysen von efg/-Mutanten bei Hypoxie auf festem Medium

Im Kapitel 3.3.1 wurde gezeigt, dass Efglp eine entscheidende Rolle fiir die Genregulation unter
hypoxischen Bedingungen besitzt. Ganze Gengruppen werden durch dieses APSES-Protein
kontrolliert, einige sogar nur unter hypoxischen Bedingungen. Ein Ziel der Arbeit war es, solche
Gene zu identifizieren, die eine mogliche Rolle bei der Morphogenese von C. albicans unter
hypoxischen Bedingungen spielen. Da sich der hyperfilamentdse Phidnotyp der efg/-Mutante,
wie in 3.1 beschrieben, lediglich auf festem Medium nach etwa vier Tagen Wachstum zeigt,
wurden im folgenden Microarrays von auf festen Medium wachsenden Kulturen durchgefiihrt.
Es handelt sich dabei um die Experimente ,.efg//wt MP*, ,efgl/wt HP* mit den jeweiligen
aeroben/ normoxischen Kontrollen ,.,efg//wt AP*, ,efgl/wt NP* (Tab. 11). Die Kontrollen dienen
dem Vergleich, um feststellen zu konnen, welche Gengruppen normoxisch anders oder nicht
reguliert werden.

Die Tabellen 14 und 15 zeigen eine Ubersicht der in der efg/-Mutante gegeniiber dem Wildtyp
regulierten Gengruppen unter mikroaerophilen bzw. hypoxischen Bedingungen. Da der
hyperfilamentdse Phidnotyp der efg/-Mutante erst nach einigen Tagen Inkubationszeit auftritt,
handelt es sich hier um die Transkriptomprofile stationdrer Zellen. Bei Gengruppen, die mit den
Gruppen des Microarray-Experiments unter Fliissigbedingungen iibereinstimmen, kénnte der
Sauerstoffmangel der Ausloser fiir die Regulation sein. Unterschiede in den Gengruppen,
konnten auf Gene hinweisen, die flir das starke Hyphenwachstum der efg/-Mutante auf
Agarplatten mitverantwortlich sind. Dazu gehdren vor allem die Gruppen der Zellwandgene, des
Vesikelverkehrs, der Transkription und Translation, die in der efg/-Mutante auf festem Medium
einen erniedrigten Transkriptlevel gegeniiber dem Wildtyp besitzen (Tab. 14). Auffillig ist
weiterhin, dass Gene, die fiir die Fettsdurebiosynthese benétig werden, bei den Genen mit
erhohtem Transkriptspiegel zu finden sind. Im fliissigen Medium angezogene efg/-Mutanten
(efgl/wt HF) zeigten einen erniedrigten Transkriptspiegel bei Genen der Fettsdurebiosynthese
(Tab. 13). Die auf festem Medium im Vergleich zum fliissigen Medium entgegengesetzte
Regulation dieser Gene, ist wahrscheinlich in der Art der Anzucht begriindet. Bei den auf festem
Medium angezogenen Stimmen handelt es sich um Zellen, die sich in der stationéren
Wachstumsphase befanden. Die efg/-Mutante gleicht die geringere Synthese an Fettsduren
wihrend der exponentiellen Wachstumsphase im Vergleich zum Wildtyp mdglicherweise aus,
indem die Transkriptspiegel auch in der stationdren Phase erhoht gehalten werden.

Tab. 14: In der efgl/-Mutante gegeniiber dem Wildtyp auf festem Medium regulierte Gengruppen unter
mikroaerophilen Bedingungen. Analysiert wurde das Microarray-Experiment ,efg//wt MP*“ (Tab. 11).
Identifizierte Gene sind mindestens 1,5-fach, statistisch signifikant reguliert (Tab. 23, Anhang).

140 Gene mit erhéhtem Transkriptspiegel 268 Gene mit erniedrigtem Transkriptspiegel
Drogenresistenz-Gene (5) Atmungskette (1)
CDRI CDR4 CDRI1.3F CDRI1.5F HOLS RIPI
Fettsdurebiosynthese (2) Aminosdure-Permeasen (8)
FAA4 FAS? AGPI AGP2 ALP1 HIPI GADI GAP3 GAP6 CAN2
Stressantwort (5) Eisenaufnahme (5)
HSP90 SIS SSAI SSEI SOD22 FET31 FET32 FET33 FRE30.3 FRE30.53
Transkriptionsfaktoren (4) Fermentation (2)
RIM101 orf19.7359 orf19.2432 0rf19.5592 ADHI ADHS
Glykolyse (7)
CDCI19 ENOI FBAI GLKI GPMI PFK2 PGK1
Hyphen spezifische Gene (4)
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140 Gene mit erhéhtem Transkriptspiegel 268 Gene mit erniedrigtem Transkriptspiegel

DDR48 RBT2 RBT4 RBTS5

Stressantwort (12)
CTAI HSP12 HSP30 HSP31 GRP2 GRP5 GRP6 MGEI TPS2 TPS3
orf19.2344 0rf19.2108

Transkription, Transkriptionsfaktoren (5, 4)
ADA2 RETI TFB4 HHF21 HTAI, TYE7 CTA29 orf19.2356 SSN6

Translation (9)
MRPL28 RPL82 RPS10 RPS21 RPS25B RPS28B.3 RPS6204
RPS620B

Tri-Carbonsdure-Zyklus (2)
ACOI CITI

Vesikelverkehr (8)
SNC2 TLGI TLG2 YKT6 SEC16 SLY41 SNF7 TRS23

Zellwand/ -membran (7)
CHT2 ECM21SUN42 ECM33 ECM4 0rf19.1920 0rf19.3618

Zuckertransporter (4)
HXTS HXTG62 orf19.6803 orf19.4386

Tab. 15: In der efgl-Mutante gegeniiber dem Wildtyp auf festem Medium regulierte Gengruppen unter
hypoxischen Bedingungen. Analysiert wurde das Microarray-Experiment ,,efg//wt HP (s. Tab. 11). Identifizierte
Gene sind mindestens 1,5-fach, statistisch signifikante reguliert (Tab. 25, Anhang).

148 Gene mit erhohtem Transkriptspiegel

97 Gene mit erniedrigtem Transkriptspiegel

Eisenmetabolismus (3)
FRE30 FRES FTRI

Fettsdure-, Ergosterolbiosynthese (4, 3)
FASI FAS2 OLEI, ERG4 ERG25 ERG251 orf19.4048

Hyphenspezifische Gene (2)
HWPI RBTS

Transkriptionsfaktoren (6)
RIM101 CAPI ROXI SEFI TBPI 0119.2432

Tri-Carbonsdure-Zyklus (3)
MLSI CITI LSC2

Zellwand/- membran (3)
ALS7 ECM21 EXG1

Aminosaure-Permeasen (4)
MTRI CANI GNP MEP3
Glykolyse (4)

CDC19 FBAI PGII PGK1

Stressantwort (6)
HSP12 HSP30 HSP78 SOD2 SSA4 orf19.2344

Transkriptionsfaktoren (2)
CTA211 orf19.2356

Zellwand/ -membran (5)
ALS4 ALS12 SUN42 0rf19.220 orf19.3618

Zuckertransport (4)
HGTI2 HXT5 HXT61 HXT62

3.3.3 Vergleich Efglp-regulierter Gene in fliisssigem und auf festem Medium

Um einen besseren Uberblick zu erhalten, wie die Microarray-Daten der in Fliissigmedium
angezogenen Zellen und die der auf festem Medium wachsenden Zellen untereinander
korrelieren, wurden vier Venn-Diagramme erstellt (Abb. 18). Diese vergleichen jeweils die
Efglp-regulierten Gene der drei unterschiedlichen Anzuchtmethoden (fliissig und zweimal auf
festem Medium). Dabei werden die Gene mit erhdhtem und die mit erniedrigtem
Transkriptspiegel in zwei unterschiedlichen Venn-Diagrammen analysiert. Abb. 18 A zeigt die
aerob bzw. normoxisch Efglp regulierten Gene und Abb. 18 B die mikroaerophil bzw.
hypoxisch regulierten.

Es zeigt sich, dass etwa 25 % der unter fliissigen Bedingungen identifizierten Efglp-regulierten
Gene (NF bzw. HF) mit denen der auf festen Medien (AP, NP bzw. MP, HP) identifizierten
Gene identisch sind. Die Schnittmengen der beiden auf festen Medien durchgefiihrten
Experimente weisen jedoch drei bis siebenmal so viele Gene auf als die jeweiligen
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Schnittmengen mit den im Flissigmedium regulierten Genen. Da die Bedingungen der
Experimente ,,efg//wt NP oder HP* und ,,efg//wt AP oder MP* &hnlicher sind als die zu den
Experimenten ,,efg//wt NF oder HF*, war zu erwarten, dass in einem Vergleich untereinander
die regulierten Gene der auf festem Medium angezogenen Zellen besser korrelieren. Es konnte
sich herbei um Gene handeln, die aufgrund des Kontakts zu einer Matrix oder des Wachstums
wiahrend der stationdren Phase reguliert werden, wie z.B. Gene der Zellwand-Synthese/-
Architektur (SUN42, ECM41, IPF5185) oder kodierend fiir Agglutinin-dhnliche Proteine
(ALS7, ALS12) (Abb. 18 A und B). Des Weiteren kann zusammengefasst werden, dass obwohl
die Anzuchtbedingungen fiir die Transkriptomanalyse sehr unterschiedlich waren (festes
Medium, Fliissigmedium, Temperaturunterschiede, andere Kohlenhydratquellen) ein Viertel der
hypoxisch im Fliissigmedium regulierten Gene mit denen der anderen Experimente
{ibereinstimmt. Gerade diese Gene sind interessant, da die Anderung in der Expression (z.B.
DDR48 und HSP12) wahrscheinlich auf den Sauerstoffmangel zuriickzufiihren ist. Bei den in
Abb. 18 A aufgefiihrten Beispielgenen, handelt es sich u.a. um Efglp (normoxisch) regulierte
Gene der Transkriptionsmaschinerie (HHF21, HHF22, HHT21) sowie Resitenzgene (CDR3).
Die Transkriptspiegel liegen sowohl bei fliissig angezogenen efg/-Mutanten, als auch in dem
,Plattenexperiment NP*“ erhoht vor. Nicht nur unter normoxischen, aber auch unter hypoxischen
Bedingungen, werden Resistenzgene (z.B. CDRI, CDR4) von Efglp reprimiert (Abb. 18 B). In
allen drei Experimenten, sowohl normoxisch als auch hypoxisch, ist das fiir ein
Flavohdmoglobin kodierende Gen YHBI reguliert. Allerdings wird YHBI unter normoxischen
Bedingungen bis zu zehnfach stirker von Efglp reprimiert (Anhang: Tab. 21 bis Tab. 25). Einen
in allen drei Experimenten erniedrigten Transkriptspiegel zeigen vor allem Gene, die bereits in
3.3.1.2 (Abb. 16) als Efglp-regulierte Gene identifiziert wurden wie beispielsweise Gene der
Stressantwort (Abb. 18 B). Aber auch Gene der Glykolyse (FBAI, ENOI, GLKI) sowie
Zellwandgene (ALS4), lassen sich in den Schnittmengen wieder finden (Abb. 18 A und B).
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(A) aerob/ normoxisch

NF 1 NP NF [ | NP

HHF21,22

FBAI, ENOI
HHT21 GPM1, SSA4
CDR3 HSPI2
YHRBI PHOI1,
D
CDRI GLK1 SUN42, ECMA1,
ALS12 MLS1
AP AP
(B) mikroaerophil/ hypoxisch
HF I HP HF l HP
ROX1 ALS4
SSA4
DDR48,
YHBI HSP12, ADHS
CTAlI, GADI
CDR1 ALS7, CDR4 ENOI SUN42, IPF5185
MP GLKI MP FBAI, CDC19

Abb. 18: In efgl-Mutanten gegeniiber dem Wildtyp auf festem und in fliissigem Medium gleich regulierte
Gene. Venn-Diagramme signifikant regulierter Gene (mindestens 1,5-fach reguliert) der efg/-Mutante HLC52
unter verschiedenen Bedingungen (N: normoxisch, H: hypoxisch, A: aerob (normoxisch), M: mikroaerophil; F:
fliissig, P: Platte; s. Tab. 10). Einige Beispielgene aus den Schnittmengen werden angegeben und im Text néher
erldutert. Im Kasten aufgelistete Gene wurden bereits in 3.3.1.2 (Abb. 16) identifiziert und analysiert.

1: Gene mit erh6htem Transkriptspiegel, |: Gene mit erniedrigtem Transkriptspiegel.

Nach dem Vergleich der regulierten Gene im Fliissigmedium und auf festem Medium mittels
Venn-Diagrammen wurden die identifizierten Gene zuséitzlich einer Cluster-Analyse unterzogen.
In einem Venn-Diagramm werden nur signifikant regulierte Gene in Betracht gezogen. Somit
werden einzelne Gene herausgestellt, die in zwei oder drei Experimenten mindestens 1,5-fach
oder hoher reguliert wurden. Cluster-Analysen ermdglichen es, ganze Gengruppen eines
Experiments mit anderen Microarray-Daten zu vergleichen, unabhéngig von der Signifikanz der
Expressionsunterschiede und der Anzahl der Experimente. So sollte festgestellt werden, ob
ganze Genfamilien bzw. Gene eines Biosynthesewegs von Efglp reguliert werden oder aber
lediglich ein einzelnes Gen.

In Abb. 19 sind Gengruppen dargestellt, die ein interessantes Expressionsmuster in den
Microarray-Experimenten der efg/-Mutante im Vergleich zum Wildtyp (normoxisch und
hypoxisch) zeigen. Die Transkriptlevel von Genen der Fettsidurebiosynthese werden unter den
meisten Wachstumsbedingungen bei Abwesenheit von Efglp erhoht bzw. nicht reguliert.
Werden die Zellen jedoch hypoxisch und fliissig angezogen (HF) éndert sich die Expression und



Ergebnisse 48

die der meisten Gene wird in der efg/-Mutante reprimiert. Efglp scheint somit bei hypoxisch im
Fliissigmedium angezogenen Zellen eine besondere Rolle als Aktivator der Fettsduresynthese zu
spielen. Des Weiteren wurden Glykolyse- und Resistenzgene untersucht (Abb. 19 B, D). Im
Gegensatz zu den Genen fiir die Fettsdurebiosynthese zeigte sich hier keine unterschiedliche
Regulation je nach Wachstumsbedingungen. Die Transkriptspiegel von Genen, die fiir Enzyme
der Glykolyse kodieren (Abb. 19 D) liegen unter allen Anzuchtbedingungen in der efg/-Mutante
erniedrigt vor, wihrend die Transkriptspiegel der Gene, die fiir die Resistenz der Zelle wichtig
sind, stets tendenziell erhoht sind. Gene fiir die Resistenz werden im Wildtyp nicht durch
Hypoxie reguliert und werden in der Tabelle des Microarray-Experiments ,,wt HF/NF* nicht
aufgefiihrt (Tab. 19). Efglp ist fiir die vom Sauerstoffgehalt der Umgebung unabhingige
Expression beider Gengruppen zustindig. Eine weitere Gruppe regulierter Gene ist die der
Stressantwort (Abb. 19 C). Hierbei werden die Transkriptspiegel vieler Gene erniedrigt, aber
auch einige erhoht bzw. werden nicht reguliert. Tendenziell werden Gene der Stressantwort bei
Normoxie im Fliissigmedium (NF) von Efglp reprimiert, und die Transkriptlevel liegen in der
efgl-Mutante hoher als beim Wildtyp. Dies kann damit begriindet werden, dass diese
Anzuchtbedingung die geringste Stresseinwirkung fiir die Zelle darstellt. Weiterhin ergab auch
der Vergleich zwischen NRG1 und SSN6 (Abb. 19 E) ein interessantes Expressionsmuster.
NRGI, ein Repressor der Hyphenbildung, ist genauso fiir die Morphogenese von C. albicans
verantwortlich wie auch der Transkriptionsrepressor SSN6 (Braun ef al., 2001; Garcia-Sanchez et
al., 2005). Bei Betrachtung des Clusters fillt auf, dass die Gene jeweils entgegengesetzt reguliert
werden. Wenn NRGI-Transkriptspiegel in den Experimenten erniedrigt vorliegt, kann
beobachtet werden, dass der Spiegel von SSN6 nicht bzw. leicht erhdht wird und umgekehrt.
Bisher ist von Ssn6p im Zusammenhang mit Nrglp lediglich bekannt, dass er zusammen mit
Tuplp fiir die Repression einiger Nrglp-abhidngiger Gene bendtigt wird, die fiir die
Morphogenese von C. albicans von Bedeutung sind (Garcia-Sanchez et al., 2005).
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Abb. 19: Clusteranalysen regulierter Gene der efgl/-Mutante gegeniiber dem Wildtyp unter
verschiedenen Bedingungen. Das Transkriptom von HLCS52 (efg/) im Vergleich zum Wildtypstamm CAF2-1
wurde einer Clusteranalyse unterzogen. Analysiert wurden Gene der (A) Fettsdurebiosynthese, (B) Glykolyse,

(C) Stressantwort und (D) Resistenz.

N: normoxisch, H: hypoxisch, A: aerob (normoxisch), M: mikroaerophil; F: fliissig, P: Platte; siche Tab. 10.
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3.4 Einfluss von Efglp auf die Fettsiurebiosynthese unter hypoxischen
Bedingungen

In Abschnitt 3.3 wurde die Efglp-abhingige Regulation des C. albicans Genoms unter
hypoxischen Bedingungen untersucht und analysiert. Unerwarteterweise werden auch Gene der
Fettsdurebiosynthese von Efglp reguliert. Ein besonderes Augenmerk gilt dabei dem fiir
C. albicans essentiellen Gen OLE1, welches fiir die Stearoyl-CoA-Desaturase kodiert. Dieses
Enzym bendétigt fir die Einfiihrung einer Doppelbindung zwischen den C-Atomen neun und
zehn von Fettsduren molekularen Sauerstoff (Mitchell und Martin, 1995; Krishnamurthy et al.,
2004). Das Produkt dieser Reaktion ist eine einfach ungesittigte C18:1-Fettsiure (Olsdure), die
durch weitere Desaturierung durch Fad2p und Fad3p in Linol- (C18:2) und Linolensédure (C18:3)
umgewandelt werden kann (Murayama et al., 2006). Im Microarray-Experiment ,,efg//wt HF*
(3.3.1.2, Abb. 16) wurde OLE! als ein von Efglp aktiviertes Gen identifiziert. Efglp konnte
demnach fiir die Lipidzusammensetzung der Membran und das Zellwachstum unter hypoxischen
Bedingungen wichtig sein. In diesem Kapitel wird die transkriptionelle Regulation von OLE1
durch Efglp unter sauerstoffarmen Bedingungen untersucht, sowie die daraus resultierende
physiologische Bedeutung fiir C. albicans.

3.4.1 Transkriptionelle Regulation von Genen der Fettsiurebiosynthese durch Efglp

Zunichst wurde der relative Transkriptspiegel von OLE]

acetyl CoA |\ | 0 O

CH

3 N .

Abb. 21: Acetyl-CoA-Carboxylase
(Acclp) katalysierte Reaktion in
der Fettsiurebiosynthese.
Entommen aus http://www.bmb.
leeds.ac.uk/illingworth/metabol/2120

ATP ADP  malom CoA

unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen im
Wildtyp sowie in der efg/-Mutante untersucht. Parallel dazu
wurde ebenfalls die Expression einiger anderer in den
Microarrays identifizierter Fettsduregene (ACCI, FAS2 und
PDBI) analysiert (Abb. 22). ACCI kodiert fiir das Enzym
Acetyl-CoA-Carboxylase, welches in der Fettsdure-
biosynthese den Schritt vom Acetyl-CoA zum Malonyl-CoA
katalysiert (Abb. 21). Genau betrachtet handelt es sich bei der
Acetyl-CoA-Carboxylase um einen groflen
Multienzymkomplex, der aus dem Biotin-Carboxyl-
Carrierprotein, der Biotin-Carboxylase und Carboxyl-

lec4.htm

Transferase besteht (Ohlrogge und Browse, 1995). Das

Biotin ist ein Ubertriger von
saktiviertem CO, und ist durch eine %0
Carboxylseitenkette ~ mit dem | lAC";C_“'S_ACP & &
Lysinrest des Carrierproteins ’ —— HO-C—CHrE-S—ACP + €O, + ACP
verkniipft. Die Biotin-Carboxylase ist O_:C{/C.’%_E_S_Acp Acetoacetyl-ACP
zunichst fiir die Carboxylierung des .
.. . Malonyl-ACP
Biotins unter Verwendung eines
Molekiils ATP verantwortlich.
AnschlieBend k die T R Abb. 20: Fettsiure-Synthase (Fas2p) katalysierte Reaktion
.nsc teben - ann die lransierase | gq. Fettsidurebiosynthese. Entnhommen aus http://138. 192.68.
die Kohlensduregruppe auf Acetyl- | ¢8/bio/Courses/biochem2/FattyAcid/FASynthesis.html

CoA iibertragen, so dass Malonyl-
CoA fiir weitere Biosyntheseschritte zur Verfligung steht. Im weiteren Verlauf der
Fettsduresynthese wird das Protein Fas2p (Fettsdure-Synthase) bendtigt (Abb. 20). In einer
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Kondensationsreaktion wird aus Acetyl-ACP und Malonyl-ACP B-D-Hydroxyacyl-ACP
(Acetoacetyl-ACP) gebildet. Bei dem Vierten zu untersuchendem Gen handelt es sich um PDBI,
das fiir die Pyruvat-Dehydrogenase kodiert. Es katalysiert die Reaktion der oxidativen
Decarboxylierung des Pyruvats, wobei Acetyl-CoA entsteht, welches unter anderem fiir die
Fettsdurebiosynthese verwendet werden kann. Der Transkriptomanalyse zur Folge werden alle
vier Gene unter hypoxischen Bedingungen von Efglp aktiviert (Anhang: Tab. 21). Zur
Verifizierung wurden die Methoden der Northernblot-Analyse und der Real-time RT-PCR
eingesetzt. Die Northernblot-Analyse besitzt den Vorteil, dass die Qualitit der mRNA iiberpriift
werden kann, wihrend die Real-time RT-PCR eine genauere Quantifizierung des
Transkriptlevels ermdglicht. Verwendete Primerpaare fiir die Real-time RT-PCR und fiir die
Synthese von Northernblot-Sonden mittels PCR-Reaktion sind den Tabellen 7 und 8 zu
entnehmen.

A) (B)
OLE]
IS‘ 30 ' wt wt efgl efgl
RN + - + -
5 74
5% 6 20
ER- g8 100 13 35
28 3] 10 . - ACCI
i 1
|54 o =
0 -—-j— = - e - C— RNA
NF| HF | AP | MP | NP | HP * MP S Sunn S O rR]
Bwt | 10| 23| 34| . | 14| 28 10,1
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! L (=] MDHI
d NF HF AP MP NP HP
R Gy e
Bwt | 10 1,7 1,1 2,0 1,1 0,9 rRNA
Oefel| 18 0.9 1,7 4,0 1,3 1,3
Abb. 22: Transkriptlevel von Genen der Fettsiiuresynthese und MDHI. (A) Real-time RT-PCR zur
Bestimmung des relativen Transkriptlevels von CAF2-1 (wt) und HLCS52 (efgl/) unter verschiedenen
Bedingungen (Tab. 10). Der Wert des Wildtyps unter normoxischen Bedingungen (NF) wurde gleich eins
gesetzt und die relativen Werte in der Datentabelle angegeben. (B) Northernblot-Analyse. Die Stimme
CAF2-1 (wt) und HLCS52 (efg!) wurden in 50 ml YPD bei 30 °C normoxisch angezogen (+) oder hypoxisch mit
99,9 % N, (-). Sonden wurden mittels PCR-Methode synthetisiert. Die einzelnen Signale wurden mit dem
Programm ,,Scion Image* (http://www.scioncorp.com) quantifiziert und die hdochste Intensitdt gleich 100 %
gesetzt. In der Real-time RT-PCR und der Northernblot-Analyse verwendete Primerpaare sind der
Tab. 7 und Tab. 8 zu entnehmen.
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Das in Abb. 22 A abgebildete Diagramm der Real-time RT-PCR von OLEI bestitigt die
Ergebnisse der Microarray-Analysen (3.3). Die in Fliissigmedium angezogenen EFGI-
deletierten Zellen besitzen unter hypoxischen Bedingungen (HF) einen erniedrigten OLEI-
Transkriptlevel. Eine von Albert (2004) durchgefiihrte Northernblot-Analyse weist ebenfalls eine
Aktivierung der Fettsduredesaturase durch Efglp nach, allerdings ist die Aktivierung stirker im
Vergleich zu dem Ergebnis der Real-time RT-PCR. Dies konnte dadurch begriindet sein, dass die
genauen Effizienzen der verwendeten OLE[-Primer nicht untersucht wurden. Auf festen Medien
angezogene, in der stationdren Phase befindliche efg/-Mutanten zeigen sowohl normoxisch (AP,
NP) als auch unter sauerstoffarmen Bedingungen (MP, HP) einen erhdhten Transkriptspiegel des
OLEI-Gens. Hier zeigt sich eine reprimierende Funktion von Efglp, was ebenfalls den
Microarray-Daten entspricht. Dies kann auf das Medium (Matrixkontakt) oder aber auch auf die
Wachstumsphase (exponentiell oder stationir) zuriickgefiihrt werden. AuBBerdem fallt auf, dass
die OLE-Transkriptmenge im Wildtyp bei Sauerstoffarmut (HF, MP, HP) im Vergleich zu den
jeweiligen normoxischen Bedingungen (NF, AP, NP) mindestens verdoppelt wird.
Moglicherweise wird mehr Olelp synthetisiert, um die wenigen Sauerstoffmolekiile mit
groBtmoglicher Effizienz umsetzen zu konnen.

Auch der Transkriptspiegel des Gens F/AS2, welche fiir die Fettsdure-acyl-CoA-Synthase kodiert,
wird im Wildtyp unter sauerstoffarmen Bedingungen mindestens 1,5-fach erh6ht (Abb. 22 A).
Lediglich fiir die hypoxisch auf festem Medium angezogenen Zellen (HP) trifft diese Aussage
nicht zu. Dies kann durch die Anzuchtbedingungen begriindet sein, kann aber auch technische
Ursachen haben. Wie auch bei OLEI, wird der Transkriptspiegel von FAS2 je nach
Anzuchtbedingung unterschiedlich durch Efglp reguliert. Unter normoxischen Bedingungen
(NF) liegt der Transkriptlevel von FAS2 in der Mutante hoher als im Wildtyp. Der
Transkriptionsfaktor agiert somit als Repressor dieses Gens. Unter hypoxischen Bedingungen im
Flissigmedium (HF) wird die Genexpression durch Efglp aktiviert. Eine durchgefiihrte
Northernblot-Analyse mit einer FAS2-spezifischen Sonde bestdtigt die Ergebnisse der Real-time
PCR der in flissigem Medium angezogenen, exponentiell wachsenden Zellen (Daten nicht
gezeigt). Auf festem Medium hingegen wirkt Efglp unabhidngig vom Sauerstoffgehalt
reprimierend auf die Genexpression.

Die Northernblot-Analysen, der ebenfalls bei der Fettsduresynthese beteiligten Gene ACCI
(Acetyl-CoA-Carboxylase) und PDBI (Pyruvat-Dehydrogenase), zeigen unter hypoxischen
Bedingungen auch einen erhdhten Transkriptspiegel im Wildtyp (Abb. 22 B). Bei ACCI ist die
Hypoxie-bedingte Aktivierung zusétzlich in der efg/-Mutante zu beobachten (dreifache
Regulation). Allerdings fillt diese deutlich schwécher aus als beim Wildtyp (12-fache
Regulation), was auf einen deutlichen Einfluss von Efglp auf die Genexpression von ACCI
unter hypoxischen Bedingungen hinweist. Bei PDB/ hingegen fehlt die Aktivierung aufgrund
des Sauerstoffmangels in der efg/-Mutante. Die Expression ist bei einer Hypoxie sogar starker
als normoxisch, was wahrscheinlich auf leichte Unterschiede in der aufgetragenen Proteinmenge
zuriickzufiihren ist. Wie schon fiir OLE und FAS2 gezeigt werden konnte ist Efglp auch fiir die
Aktivierung dieser beiden Gene unter hypoxischen Bedingungen verantwortlich.

Zur Kontrolle wurden neben der Expression von Fettsduresynthese-Genen auch die von MDH1
analysiert. Die Malat-Dehydrogenase (Mdhlp) katalysiert die Reaktion von Malat zu
Oxalacetat im Zitronensdurezyklus und ist somit Bestandteil des oxidativen Stoffwechsels der
Zelle. Vorangegangene Microarray-Experimente zeigten bereits, dass MDHI unter
normoxischen Bedingungen durch Efglp reprimiert wird (Doedt et al., 2004). Das Microarray-
Experiment ,.efg//wt HF* (Tab. 11) zeigte allerdings, dass der Transkriptionsfaktor unter
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hypoxischen Bedingungen fiir die Aktivierung von MDHI wichtig ist (Tab. 21, Anhang). Diese
bivalente Funktion von Efglp sollte mittels eines Northernblots bestétigt werden (Abb. 22 B).
Der Transkriptlevel in der efg/-Mutante unter normoxischen Bedingungen (100 %) liegt
tendenziell hoher als im Wildtyp (87 %), bei Sauerstoffarmut hingegen viermal niedriger (Abb.
22 B). Die Menge des MDH I-Transkripts im Wildtyp wiederum ist unter hypoxischen geringer
als unter normoxischen Bedingungen. Dies stimmt damit {iberein, dass der oxidative
Metabolismus im Allgemeinen durch einen Sauerstoffmangel reprimiert wird (Tab. 12 , wt
HF/NF*“). Den Analysen von efg/-Mutanten zufolge ist Efglp allerdings nicht fiir diese
Repression im Wildtyp verantwortlich.

In den Northernblot- und Real-time RT-PCR-Analysen wurde gezeigt, dass die Transkriptlevel
untersuchter Gene von einer EFG1-Deletion beeinflusst werden. Es sollte nun der Mechanismus
der Regulation geklart werden. Da es sich bei Efglp um einen Transkriptionsfaktor handelt,
konnte der Transkriptspiegel der Gene iiber ihre Promotoraktivitit reguliert werden. Zur Kldrung
wurden Promotoranalysen der Gene OLE[ und PDB1 durchgefiihrt. Das Reportergen RLUC der
Seegurke R. reniformis wurde wie in 2.7 beschrieben stromabwirts vom jeweiligen Promotor
anstelle des offenen Leserasters integriert und anschlieBend seine Aktivitdt gemessen.

OLElp OLEI

Transkriptlevel

NF HF

RLU/ug Protein

Abb. 23: Promotoraktivitit unter
normoxischen und hypoxischen
Bedingungen.  Zur  Bestimmung  der
PDBIp _I_]_'mi t;’fl’; flwc] Promotoraktivitit der Stimme CAF2-1 und
HLC52 wurde das Luziferase-Gen von
NF HE | R reniformis stromabwirts des jeweiligen
0,64 [EW wt ol Wt el Promotors integriert (Abb. 3). Die daraus
s Defgl | — = resultierenden Stimme CFLJ, CAP2 (wt) und
- - - EGLJ, HLP52 (efgl) wurden normoxisch (NF)
0.4 - und hypoxisch (HF) angezogen (Tab. 10). Die
relative Lichteinheit (RLU) der Luziferase
0.3 1 wurde  luminometrisch ~ bestimmt  und
mindestens dreimal bei zwei unabhingigen
Transformanten gemessen. Zum besseren
0,11 Vergleich sind die Transkriptlevel der Gene
OLE!l und PDBI aus Abb. 22 noch einmal
NF HF abgebildet.

0,7 -

RLU/pg Protein
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In Abb. 23 wird die Promotoraktivitét als relative Lichteinheit (RLU) pro ug Protein in einem
Balkendiagramm dargestellt. Daneben ist der Transkriptlevel des jeweiligen Gens, zum besseren
Vergleich noch einmal wie in Abb. 22 abgebildet. Unter normoxischen Bedingungen (NF) ist die
OLEI-Promotoraktivitdt im Wildtyp und in der efg/-Mutante gleich stark. Unter hypoxischen
Bedingungen (HF) wird die Aktivitit des Promotors im Wildtyp um das doppelte induziert. In
der efg/-Mutante hingegen verdndert sich die Aktivitit kaum. Es kann daraus geschlossen
werden, dass Efglp fiir die Aktivierung des OLEI-Promotors unter hypoxischen Bedingungen
benoétigt wird, damit sich der Transkriptspiegel des Gens erhoht. Die PDBI-Promotoraktivitét
zeigt, wie auch der Transkriptlevel, unter normoxischen Bedingungen keinen Unterschied
zwischen dem Wildtyp und der efg/-Mutante. Unter hypoxischen Bedingungen steigt die
Promotoraktivitit im Wildtyp leicht an, wihrend sie in der efg/-Mutante um etwa die Halfte
sinkt. Auch hier ist Efglp fiir die Aktivierung des Promotors bei einer Hypoxie von Bedeutung.
Bei beiden Genen ist jedoch der Unterschied der Transkriptlevel zwischen Wildtyp und Mutante
(PDBI: Northernblot-Analyse, Abb. 22; OLEI: Albert (2004)) groBer als die Differenz der
Promotoraktivitdten. Die Promotormessungen scheinen den Transkriptspiegel nicht vollstindig
widerzuspiegeln.

Um eine Bindung des Transkriptionsfaktors an den Promotor von OLEI nachzuweisen, wurde
das von T. Doedt gewonnene Eluat einer Chromatin-Immunopréizipitation (ChIP), in einer PCR-
Reaktion mit OLE] spezifischen Primern, untersucht (Doedt, 2004). Eine direkte Bindung von
Efglp an den OLEI-Promotor konnte mit dieser Methode jedoch nicht nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt).

3.4.2 Analyse der mRNA Degradation von OLEI und PDBI1 bei Hypoxie

In Abschnitt 3.4.1 wurde die Abhédngigkeit des Transkriptlevels von der Promotoraktivitdt der
fiir die Fettsdurebiosynthese wichtigen Gene OLE! und PDBI untersucht. Sowohl die
Promotoraktivitdt als auch der Transkriptlevel dieser Gene werden unter hypoxischen
Bedingungen von Efglp aktiviert. Werden die Northernblot-Analysen von PDBI (Abb. 22) und
OLE] (Albert, 2004) hinzugezogen scheinen die Promotormessungen den Transkriptspiegel
nicht vollstindig widerzuspiegeln. Wihrend die Transkriptspiegel im Wildtyp etwa dreimal
hoher liegen als in der Mutante, steigt die Promotoraktivitit jedoch nur um das zweifache.

Es sollte untersucht werden, ob der Transkriptlevel tatsdchlich iiber die Promotoraktivitit oder
moglicherweise auch iiber die Halbwertszeit der mRNA von Efglp reguliert wird. Ein
niedrigerer Level in der efg/-Mutante konnte einer schnelleren Degradation der mRNA zugrunde
liegen. Um dies tiberpriifen zu konnen, musste die Transkription in der Zelle gestoppt werden. In
S. cerevisiae ist die Hemmung der RNA-Polymerasen I und II durch Zugabe von Thiolutin
bereits untersucht worden (Tipper, 1973; Duttagupta et al., 2003). Aufgrund der anders
aufgebauten Zellwand von C. albicans ist es moglich, dass die Substanz schlechter in die Zelle
gelangt als bei der Béckerhefe. Um die Wirksamkeit und eine geeignete Konzentration des
Thiolutins in C. albicans zu bestimmen, wurde zundchst eine Wachstumskurve mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Thiolutin aufgenommen. Die Abb. 24 zeigt, dass das
Wachstum des Wildtyps und der efg/-Mutante erst bei 30 pg/ml Thiolutin vollstindig gehemmt
wird. Bei S. cerevisiae ist bereits eine Konzentration von 15 pg/ml ausreichend.
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Abb. 24: Wachstumskurve von Wildtyp und efg/-Mutante unter hypoxischen Bedingungen nach
Behandlung mit Thiolutin. Die Stimme CAF2-1 (wt) und HLCS52 (efg!) wurden bis zu einer ODggy = 0,6 in
50 ml YPD bei 30 °C inkubiert und mit 99,9 % N, begast. Es folgte die Zugabe von 150 pM BCS
(Bathocuproindisulfonsiure), 150 nM CuSO, und der jeweilige Konzentration an Thiolutin.

Darauf folgend konnte nun die Degradation der mRNA mittels einer Northernblot-Analyse
sichtbar gemacht werden (Abb. 25). Hierzu wurde die Gesamt-RNA von mit Thiolutin
behandelten Kulturen des Wildtyps und der efg/-Mutante zu unterschiedlichen Zeitpunkten
isoliert. Zur Detektion wurden OLEI- und PDBI-spezifische Sonden radioaktiv markiert. In
Abb. 25 ist die Degradation der mRNA iiber einen Zeitraum von 140 Minuten und {iber einen
kiirzeren Zeitraum von 30 Minuten abgebildet.

Ersterer Northernblot gibt einen Uberblick iiber den Verlauf der Degradation im Wildtyp und der
efgl-Mutante. Hier ist bereits zu erkennen, dass weder das OLE-Transkript noch das von PDBI
in der Mutante schneller abgebaut wird als im Wildtyp. Eher noch scheinen die Transkripte
stabiler zu sein, wenn Efglp in der Zelle fehlt. Beide weisen eine geringere Ausgangsmenge an
mRNA als im Wildtyp auf, sind dennoch nach 40 bzw. 80 Minuten besser detektierbar. Die
UnregelmiBigkeit im Verlauf der Transkriptmenge bei 20 Minuten in der efg/-Mutante ist
moglicherweise auf einen Fehler in der technischen Durchfiihrung des Experiments
zuriickzufithren, da der geringe Transkriptlevel sowohl bei OLEI als auch bei PDBI zu
beobachten ist. Fiir beide Gene wurde derselbe Northernblot verwendet.

Der zweite Northernblot mit RNA-Proben von null bis 30 Minuten bestétigt, dass die Transkripte
in der Mutante nicht schneller abgebaut werden als im Wildtyp. Es zeigt sich auch hier, dass
nach 30 Minuten in der efg/-Mutante mehr mRNA vorhanden ist als im Wildtyp. Die
Betrachtung beider Northernblot-Analysen flihrt aulerdem zu dem Schluss, dass OLE] bereits
nach etwa fiinf Minuten seine Halbwertszeit erreicht, wiahrend PDBI erst nach 15-20 Minuten
um die Hélfte abgebaut wird. Bei der efg/-Mutante liegt die Halbwertszeit von OLE1 bei 10-15
Minuten und von PDB] bei etwa 40 Minuten. Die Halbwertszeit von OLE] in S. cerevisiae liegt
bei etwa 10 Minuten (Kandasamy et al., 2004).

Mit diesem Experiment kann ausgeschlossen werden, dass eine hohere Transkriptinstabilitdt in
der efg/-Mutante zu dem groBBen Unterschied der OLEI- bzw. PDBI-Transkriptspiegel zwischen
Wildtyp und Mutante fiihrt. Mdglicherweise enthalten die Promotor-RLUC-Fusionen nicht alle
regulatorischen Elemente der kodierenden oder 3’-untranslatierten Region der jeweiligen Gene.
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Abb. 25: mRNA-Degradation von OLE] und PDBI unter hypoxischen Bedingungen. Fiir die Northernblot-
Analyse wurden die Stamme CAF2-1 (wt) und HLC52 (efg/) unter Stickstoffbegasung (99,9 %) in 150 ml YPD
bis zu einer ODgyy = 0,6 bei 30 °C angezogen. Es folgte die Zugabe von 150 uM BCS, 150 nM CuSO, und
30 pg/ml Thiolutin. Die Probe zum Zeitpunkt null wurde nach BCS-, alle weiteren nach Thiolutin-Zugabe
entnommen. Je 30 pg der gesamt-RNA des Wildtyps und der Mutante wurden auf ein 1,2 %iges
Formaldehydgel aufgetragen und auf eine gemeinsame Membran geblottet. Zur Detektion von OLE! wurde das
920 bp Fragment aus pSKM58b/ EcoRI, EcoRV als Sonde verwendet. Die PDB/-Sonde wurde mittels PCR-
Reaktion synthetisiert (Tab. 8). Als Ladungskontrolle diente mit Ethidiumbromid gefarbte rRNA.

3.4.3 Vergleich der Fettsiurezusammensetzung von Wildtyp und efg/-Mutanten

In den vorangegangen Abschnitten wurde gezeigt, dass die Transkriptmenge von Genen der
Fettsdurebiosynthese wie OLE] durch eine Deletion von EFGI sowie durch den Entzug von
Sauerstoff beeinflusst wird. Es stellte sich nunmehr die Frage, ob diese Verdnderungen auf
Transkriptionsebene letztendlich auch Auswirkungen auf den Metabolismus und die Physiologie
von C. albicans hat. Ein verringerter OLE-Transkriptspiegel unter hypoxischen Bedingungen,
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wie in Abb. 22 zu sehen, konnte dazu fiihren, dass weniger Stearoyl-CoA-Desaturasen in der
Zelle vorhanden sind. Dadurch konnte es wiederum zu einer Abnahme der ungesittigten C16:1
und C18:1 Fettsduren kommen. Eine Analyse der Fettsdurezusammensetzung des Wildtyps als
auch der efg/-Mutante unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen sollte hieriiber
Aufschluss geben. Fiir die gaschromatographischen Untersuchungen, die freundlicher Weise
vom chemischen Lebensmittel-Untersuchungsamt des Kreises Mettmanns durchgefiihrt wurden,
wurden exponentiell wachsende Kulturen bei einer ODgg = 0,6 geerntet und die wie in 2.10
beschrieben Lipide der Zellen extrahiert. Die Ergebnisse der Gaschromatographie sind in Tab.
16 A zusammengefasst.

Tab. 16: Fettsdurezusammensetzung von Wildtyp und efg/-Mutanten unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Gaschromatographische Untersuchung (A) exponentiell wachsender Zellen und (B) stationdrer
Zellen. Die Stimme CAF2-1 (wt) und HLCS52 (efg/) wurden in 50 ml YPD bei 30 °C normoxisch (+) oder unter
Begasung mit 99,9 % N, hypoxisch (-) angezogen. Olelp synthetisiert die Olsdure (C18:1); hellgelb hinterlegt.
Graue und gelbe Felder werden im Text néher erldutert.

(A) (B)

Flachen [%] bezogen auf FS Flachen [%] bezogen auf FS
Fettsaure C14:0-C18:3 Fettsaure C14:0-C18:3
(FS) wt wt | efgl | efgl (FS) wt wt | efgl | efgl

+ = + - + - + -

C14:0 3,4 2,8 3,5 1,5 C14:0 2,4 3,0 1,3 1,6
C16:0 24,8 (20,9 (22,6 (20,7 C16:0 19,8 20,3 |17,1 |24,3
C16:1 10,5 (9,5 9,6 14,4 C16:1 152 |[18,8 (17,9 [21,3
C18:0 8,5 7,9 6,9 6,3 C18:0 5,0 6,0 4.3 8,6
C18:1 22,4 (43,0 (22,2 |423 C18:1 40,5 32,8 [38,4 [39,2
C18:2 21,2 (14,2 (24,6 |[13,0 C18:2 149 (17,9 [18,3 [5,0
C18:3 9,7 1,6 10,7 |19 C18:3 2,1 1,2 2,7 0,0
Summe 100 100 (100 |100 Summe 100 100 (100 | 100

Tab. 17: Verhiltnis von ungeséttigten zu gesittigten
Fettsiauren zur Ergéinzung von Tab. 16.

Verhiltnis FS
Dichte der ungesattigt / gesattigt
Kulturen wt wt | efgl | efgl
+ - + -
ODgyo= 0,6 1,7 | 22 | 20 | 25
ODgo> 7 2,7 2,4 3,4 1,9

Es zeigt sich in der Tab. 16 A, dass die von Olelp katalysierte Reaktion von der Stearinsdure
(C18:0) zur Olsdure (C18:1) durch die sauerstoffarmen Bedingungen beeinflusst wird. Bei
Sauerstoffarmut wird fast doppelt so viel C18:1 Fettsdure in der Zelle angelagert als unter
normoxischen Bedingungen. Mindestens 40 % der Fettsdurezusammensetzung besteht hier aus
Olséure. Bei der Linol- (C18:2) und Linolenséure (C18:3) verhilt es sich genau umgekehrt. Thr
prozentualer Gehalt in der Zelle verringert sich unter hypoxischen Bedingungen um 35-50 %,
letztere sogar um 80 %. Der Anstieg an Olsiure in der Zelle wurde vermutet, da auch der OLE -
Transkriptlevel unter hypoxischen Bedingungen hoher liegt als normoxisch (Abb. 23). In
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Anbetracht des geringeren OLE[-Transkriptspiegels unter hypoxischen Bedingungen in der efg!-
Mutante (Abb. 22) wire demnach eine Abnahme an Ol- (C18:1) oder Palmitoleinsiure (C16:1)
in der Zelle zu erwarten. Diese Vermutung bestitigt sich jedoch nicht. Stattdessen zeigt sich eher
eine leichte Erhohung des Palmitoleinséuregehalts in der efg/-Mutante (Tab. 16 A). Da kein
Unterschied im Anteil der Olsiure zwischen Wildtyp und efg/-Mutante zu erkennen ist, sollte
tiberpriift werden, ob sich der niedrige Transkriptspiegel erst zu einem spéteren Zeitpunkt
bemerkbar macht. Dafiir wurden die C. albicans Zellen iiber 1,5 Tage inkubiert, so dass eine
Fettsdureanalyse von stationdren Kulturen erfolgen konnte (Tab. 16 B). Die ODgyo des Wildtyps
unter normoxischen Bedingungen betrug etwa 15, die der efg/-Mutante 12 und die ODggy unter
hypoxischen Bedingungen ungefahr zehn bzw. sieben.

Zunichst sollen Unterschiede zwischen den Fettsdueranteilen exponentiell wachsender und in
der stationdren Phase befindlicher Zellen herausgestellt werden. Im Wildtyp und in der efgi-
Mutante sind etwa 1,5-fach bis doppelt soviel C16:1 Fettsduren (Palmitoleinsdure) vorhanden als
in exponentiell wachsenden Kulturen (A). Bei Betrachtung der durch Olelp synthetisierten
Olséure, der Linol- (C18:2) und Linolenséure (C18:3) ist auffallend, dass sich die normoxischen
Werte denen der hypoxischen angeglichen haben (Tab. 16). Der Anteil der Olsdure betrigt nun
unabhingig vom Sauerstoffgehalt in etwa 40 %. Lediglich der unter Sauerstoffmangel, stationir
angezogene Wildtyp besitzt einen geringeren Anteil. Mit 32,8 % (B) liegt der Prozentsatz
dennoch deutlich hoher als bei Zellen, die exponentiell unter normoxischen Bedingungen
angezogen wurden (22 % (A)). Die Zusammensetzung der mehrfach ungeséttigten Fettsduren ist
vergleichbar mit der hypoxisch, exponentiell wachsender Zellen (A). Eine Ausnahme bildet die
unter hypoxischen Bedingungen angezogene efg/-Mutante. In diesen Zellen ist nur 5 % der
Linolsdure nachweisbar, etwa 85 % weniger als bei den anderen untersuchten Kulturen. Die
dreifach ungesittigte Linolensédure ist unter den sauerstoffarmen Bedingungen nicht detektierbar.
Diese starke Reduktion der mehrfach ungesittigten Fettsduren in der efg/-Mutante konnte bei
exponentiell wachsenden Zellen nicht beobachtet werden (Tab. 16 A). Somit kann in der efgi-
Mutante zwar keine Reduzierung des prozentualen Gehalts der von Olelp synthetisierten
Olsdure nachgewiesen werden, dafiir verringert sich der Gesamtgehalt an Linol- und
Linolensidure deutlich. Fiir beide Fettsiuren dient die Olsdure als Vorstufe fiir weitere
Desaturierungsschritte durch Fad2p und Fad3p (Murayama et al., 2006). Moglicherweise wird
eine verringerte Synthese der Olsiure in der efg/-Mutante auf Kosten der mehrfach
ungesittigten Fettsduren ausgeglichen. Das Fehlen des Transkriptionsfaktors scheint sich
tatsdchlich erst zu einem spiteren Zeitpunkt, nach der exponentiellen Wachstumsphase
bemerkbar zu machen.

Wird die Fettsdurezusammensetzung der efg/-Mutante unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen in der stationdren Phase verglichen so zeigt sich, dass letztere Bedingung zu einem
deutlich niedrigeren Level an mehrfach ungesittigten Fettsduren fiihrt. Dafiir steigt der Anteil an
gesittigten Fettsduren (C16:0, C18:0; Tab. 16 B) leicht an. Dieses wird auch in der ergdnzenden
Tab. 17 deutlich. Die efg/-Mutante unter hypoxischen Bedingungen (ODgoo > 7) besitzt lediglich
das 1,9-fache an ungesittigten Fettsduren, wihrend das Verhédltnis der Fettsduren unter
normoxischen Bedingungen 3,4 betrdgt. Der Unterschied im Wildtyp fallt nicht so deutlich aus
(2,4 und 2,7). Dies deutet wieder darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor Efglp unter
hypoxischen Bedingungen eine andere Aufgabe besitzt als bei sauerstoffreichen Bedingungen.
Der Prozentsatz an ungesittigten Fettsduren ist bei einer Hypoxie, wihrend der stationédren
Phase, stiarker von Efglp abhéngig als normoxisch.
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Zusammenfassend ldsst sich aus den Tabellen 16 A und B beschreiben, dass der Anteil an
Olssure unter hypoxischen Bedingungen und bei stationdiren Zellen beinahe die Hilfte der
C14:0-C18:3 Fettsduren ausmacht. Auch der Anteil an Palmitoleinsdure steigt im Vergleich zu
den unter normoxischen Bedingungen wachsenden Zellen an. Ein hoherer Prozentsatz an einfach
ungesittigten Fettsduren (C16:1 und C18:1) macht sich hauptsichlich in einem geringeren Anteil
an C18:2 und C18:3 Fettsduren bemerkbar. Weiterhin fiihrt das Fehlen von EF G/ bei stationiren
Kulturen unter hypoxischen Bedingungen zu einer weiteren Abnahme der mehrfach
ungesittigten Fettsduren.

Da sich eine Verinderung des prozentualen Anteils der Olsiure bei stationiren Zellen zeigte
(3.4.3), wurde die Promotoraktivitit von OLEI zu unterschiedlichen Zeitpunkten sowohl
normoxisch als auch hypoxisch protokolliert und in einem Balkendiagramm dargestellt (Abb.
26). Untersucht werden sollte, ob die Promotoraktivitit sich ebenfalls verdndert und zu welchem
Zeitpunkt der Wachstumsphase diese Verdnderung eintritt.
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Abb. 26: Zeitlicher Verlauf der OLEI-Promotoraktivitit in Wildtyp und efg/-Mutante. Fiir die
Luziferasemessung mittels Luminometer wurde das Reportergen RLUC stromabwirts des OLE[-Promotors im
Genom von CAF2-1 und HLCS52 integriert (Abb. 3). Die daraus resultierenden Stimme CFLJ (wt) und EGLJ
(efgl) wurden in 50 ml YPD bei 30 °C (normoxisch) oder mit Begasung von 99,9 % N, (hypoxisch) iiber den
jeweiligen Zeitraum angezogen. Es wurden jeweils zwei unabhédngige Transformanten mindestens dreimal

gemessen.

Unter normoxischen Bedingungen steigt die OLE[-Promotoraktivitit des Wildtyps nach
12 stiindiger Inkubationszeit (stationdre Phase) verglichen mit der Aktivitdt nach drei Stunden
Inkubation (exponentielle Phase) um das Doppelte an. Nach zwei Tagen Wachstum sinkt die
Promotoraktivitit wieder leicht auf den Transkriptlevel der efg/-Mutante, welche liber den
gesamten Zeitraum konstant bleibt. Auch der prozentuale Anteil der Olsdure steigt in der
stationdren Phase an (Tab. 16 B im Vergleich zu A; [+]), wobei dies auf Wildtyp und efgl-
Mutante gleichermallen zutrifft.

Unter hypoxischen Bedingungen, in der exponentiellen Phase (3-6h) ist die OLEI-
Promotoraktivitdt im Wildtyp, wie schon in 3.4.1 beschrieben, hoher als bei Normoxie und héher
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als in der efg/-Mutante. Ebenso steigt der Anteil der Olsiure in den Zellen an (Tab. 16 A: [-] im
Vergleich zu [+]). Die Promotoraktivitit im Wildtyp sinkt nach zwei Tagen unter hypoxisch
Bedingungen um mehr als die Halfte. Die Aktivitdt in der efg/-Mutante ist nun hoher als im
Wildtyp. Ergebnisse der Microarray-Analysen (Anhang: Tab. 25, ,.efg//wt HP*) und Real-time
RT-PCR (Abb. 22: ,,HP*) zeigten, dass auch der OLE[-Transkriptspiegel in efg/-Mutanten der
stationdren Phase hoher liegt als im Wildtyp. Begriindet wurde dies damit, dass efg/-Mutanten
ihr Defizit an Fettsduren aus der exponentiellen Phase gegeniiber dem Wildtyp ausgleichen
miissen. Im Gegensatz zur Promotoraktivitit sinkt der Anteil der Olsdure unter hypoxischen
Bedingungen nach zwei Tagen Inkubation (stationdre Phase) nur geringfiigig (Tab. 16 B [-]) im
Vergleich zum prozentualen Anteil exponentiell wachsender Zellen (Tab. 16 A [-]).

Sowohl die OLEI-Promotoraktivitit als auch der prozentuale Anteil der Olsiure zeigen
Verdnderungen, wenn Kulturen der exponentiellen und der stationdren Phase verglichen werden.
Die Verinderungen in der Promotoraktivitit und dem Olsduregehalt in den Zellen stimmen nicht
immer iiberein. Wie bereits festgestellt wurde kann sich eine Verdnderung auf Transkriptebene
mit Verzogerung in der Fettsdurezusammensetzung von C. albicans bemerkbar machen. Aber
auch andere Prozesse oder Signalwege kénnen die Menge an Olséure in der Zelle beeinflussen.

3.5 Genexpression der PMT-Genfamilie unter hypoxischen Bedingungen

Gene der PMT-Familie kodieren flir Protein O-Mannosyltransferasen, die viele Proteine des
eukaryontischen Sekretionsweg an den Aminoséuren Serin oder Threonin glykosylieren (Strahl-
Bolsinger et al., 1999). Ein Gen dieser Familie (PMT74) konnte im Microarray-Experiment
»efgl/wt MP* (Tab. 11) als 1,6-fach niedriger exprimiertes Gen identifiziert werden (Anhang:
Tab. 23). Seine Genexpression unter hypoxischen Bedingungen (99,9 % Stickstoff) und die der
anderen PMT-Gene schien zudem interessant, da pmt4- und pmt4/pmt6-Mutanten unter diesen
Bedingungen einen hyperfilamentdsen Phinotyp zeigen (Prill ef al., 2005). Auf der anderen Seite
zeigt eine pmtl-Mutante ein reduziertes filamentdses Wachstum bei Sauerstoffmangel. In einer
Real-time RT-PCR sollte bestétigt werden, dass Efglp fiir die Genexpression von PMT4
verantwortlich ist. Aulerdem sollte die Regulation aller PMT-Gene in Abhingigkeit von Efglp
und des Sauerstoffgehalts untersucht werden.

Aus Abb. 27 ldsst sich entnehmen, dass der Transkriptspiegel von PMT4 in der efg/-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp leicht erniedrigt vorliegt, aber aufgrund der hohen Standardabweichung
nicht signifikant reguliert wird. Das Ergebnis unterstiitzt jedoch das Microarray-Experiment
»efgl/wt MP“, in dem PMT4 ebenfalls bei den Genen mit erniedrigten Transkriptlevel gefunden
wurde. Zu beachten ist, dass es sich bei den Kulturen fiir die Real-time PCR nicht um dieselbe
Anzuchtbedingung handelt wie bei angegebener Transkriptomanalyse. Die Expressionsanalysen
der anderen PMT-Gene zeigen, dass das fiir C. albicans essentielle Gen PMT2 in der efgl-
Mutante sowohl normoxisch (NF) als auch hypoxisch (HF) signifikant hoch reguliert wird. Fiir
PMTS5 trifft dies lediglich auf die normoxischen Bedingungen zu. Der Faktor der Regulation
betrdgt bei PMT2 maximal 1,5-fach, bei PMT5 jedoch mindestens zweifach. Letzteres wird im
Vergleich zu PMT1, 2 und 4 nur sehr niedrig in der Zelle exprimiert. Allerdings ist ein Vergleich
der Transkriptlevel verschiedener PMT-Gene nur bedingt moglich, da die Effizienzen der
jeweiligen Primerpaare nicht beriicksichtig wurden.
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Abb. 27: relative Transkriptlevel der PMT-Genfamilie unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Fiir die Real-time RT-PCR wurden der Wildtyp CAF2-1 (wt) und die efg/-Mutante HLC52
(efgl) unter normoxischen (NF) und hypoxischen (HF) Bedingungen in 50 ml YPD (30 °C) angezogen (Tab.
10). Verwendete Primerpaare sind in Tab. 7 angegeben. Der PMTI-Transkriptlevel des Wildtyps unter
normoxischen Bedingungen (NF) wurde gleich eins gesetzt. Die relativen Werte sind in der Datentabelle
angegeben. Die Berechnung dieser erfolgte ohne Beriicksichtigung der Primer-Effizienzen.

3.6 Proteinkinase Sch9p von C. albicans

Die Serin/Threonin-Proteinkinase Sch9p ist fiir die Regulation der Langlebigkeit und
Stressresistenz in der Béckerhefe S. cerevisiae verantwortlich. sch9-Mutanten wachsen
langsamer, leben jedoch dreimal ldnger als der Wildtyp und sind zudem auch stressresistenter
(Fabrizio et al., 2001). Die Regulation der Stressantwort in S. cerevisiae wird durch den PKA-
Signaltransduktionsweg iiber die Proteinkinase Riml15p und die Transkriptionsfaktoren
Msn2p/Msndp gesteuert. Sch9p kontrolliert in einem PKA-unabhingigen Signalweg ebenfalls
die Stressantwort und das Wachstum der Zellen, indem vermutlich Rim15p durch Sch9p
gehemmt wird (Longo, 2003).

In C. albicans wurde ein zu SCHY9 homologes Protein in einem Screen nach Mutanten
identifiziert, die einen Defekt in der Chlamydosporenbildung zeigen (Nobile et al., 2003). Im
Gegensatz dazu ist, wie bereits beschrieben (3.1), die efg/-Mutante unter diesen sauerstoffarmen
Bedingungen hyperfilamentds. Da es denkbar ist, dass die Proteinkinase regulierend auf Efglp
wirkt und einen Einfluss auf die Regulation des filamentosen Wachstums unter hypoxischen
Bedingungen besitzt sollte CaSCHY in dieser Arbeit charakterisiert werden.

3.6.1 Southernblot-Analyse von sch9 disruptierten Stimmen

Der von Nobile et al. (2003) durchgefiihrte Screen, in dem die sch9-Mutante urspriinglich
identifiziert wurde, beruht auf einer Insertionsbibliothek. Bei dieser mit der UAU-Methode
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hergestellten Bibliothek kommt es vor, dass Gene nur teilweise disruptiert werden. Die UAU-
Methode beruht auf einer springenden 7n7-UAUI-Kassette, durch die die Gene zufillig mittels
Transposonmutagenese disruptiert werden (Davis ef al., 2002). Die beiden Allele des Orf19.829
(SCHY) wurden noch mal vollstindig mittels der ,,URA3-Blaster“~-Methode disruptiert (Giasson,
pers. Mitteilung). Nach Disruption und Selektion auf FOA-Platten, auf denen nur Zellen
wachsen konnen, die kein URA3-Gen mehr besitzen, wurden die erhaltenen Stimme in dieser
Arbeit mittels einer Southernblot-Analyse verifiziert. Wie in Abb. 28 zu sehen ist Stamm 2
(CAS2) eine Halbdisruptante und Stamm 3 (CAS4) eine sch9-Volldisruptante.

Abb. 28: Southernblot-Analyse zweier sch9-Disruptanten-
Stimme. Es wurden jeweils 1,5 pg chromosomale DNA mit
Spel verdaut und mit einem 1 %iges Agarosegel aufgetrennt.

= 5 1kb Als Sonde wurde das 1,0 kb groBe BamHI/ Bglll-Fragment
aus pMOS+SCHY9disl verwendet. Die SCHY9-Wildtypbande
besitzt eine GroBe von 2,8 kb. Bei 5,1 kb liegt die Grof3e eines
Allels, das mittels ,,URA-Blaster” disruptiert wurde und nach
FOA-Selektion URA3 negativ ist.

[ S— — 28kb Spur 1: CAI4 (SCHY9/SCHY),

Spur 2: CAS2 (SCHY/sch9::hisG),
Spur 3: CAS4 (sch9::hisG/sch9::hisG).

3.6.2 Wachstum und Stressantwort von sch9-Mutanten in C. albicans

Nach Verifizierung der Stimme wurde die sch9-Volldisruptante CAS4 mit dem Wildtypstamm
CAI4 zur Uberpriifung des Defekts in der Chlamydosporenbildung auf eine Maismehlagar-Platte
(+ 0,002 % Uridin) ausgestrichen. Die ausgestrichenen Zellen wurden dann mit einem
Deckgldschen bedeckt und die Platten fiir 3-5 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
mikroskopischer Beobachtung wurde deutlich, das sich der bereits von Nobile et al. (2003)
beobachtete Defekt in der Chlamydosporenbildung bestétigte (Daten nicht gezeigt). Weitere
Untersuchungen auf hypheninduzierenden Medien, wie Serum- und Lee’s-Platten, zeigten keine
Unterschiede in der Morphogenese der sch9-Mutante im Vergleich zum Wildtyp (Daten nicht
gezeigt). Um zu iiberpriifen, ob eine dhnliche Funktion von CaSch9p wie in S. cerevisiae in der
Langlebigkeit besteht, wurde im weiteren Verlauf eine Wachstumskurve durchgefiihrt.
Ubernachtkulturen des Wildtyps und der sch9-Mutante wurden auf eine ODgpo = 0,12 in 50 ml
YPD angeimpft und bei 30 °C inkubiert. Die ODgy9 wurde iiber einen Zeitraum von 30 Stunden
protokolliert (Abb. 29).

In den ersten sieben Stunden, die sowohl lag-Phase als auch exponentielle Wachstumsphase
einschlieen, zeigt die sch9-Mutante ein geringfligig langsameres Wachstum als der Wildtyp
(Abb. 29 A). Nach etwa zehn Stunden beginnt der Wildtyp in die stationire Phase iiberzugehen
und wird dann im Wachstum von der sch9-Mutante eingeholt (Abb. 29 B). Der Eintritt in die
stationdre Phase erfolgt somit bei der sch9-Mutante, wie auch in S. cerevisiae, deutlich
langsamer. Somit scheint auch CaSch9p fiir die Regulation von Wachstumsprozessen der Zelle
verantwortlich zu sein.
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Abb. 29: Wachstumskurve einer sch9-Mutante verglichen mit dem Wildtyp. Die Stimme CAI4 (wt) und
CAS4 (sch9) wurden in 50 ml YPD-Medium bei 30 °C inkubiert. Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm.

Neben der Langlebigkeit beeinflusst Sch9p auch die Stressantwort in S. cerevisiae. Enjalbert et
al. (2003) fanden heraus, dass in C. albicans im Gegensatz zu S. cerevisiae keine generelle
Stressantwort vorhanden ist. Hohere Stressbedingungen als die gewdhnlichen fithren dennoch zu
einer Antwort, bei denen spezielle Gene der generellen Stressantwort aktiviert werden (Brown,
pers. Mitteilung). Zur Beobachtung hinzugezogen wurde, neben der sch9-Mutante, auch die von
Setiadi (2002) charakterisierte riml5-Mutante. In S. cerevisiae ist Rim15p im PKA-Signalweg
involviert und reguliert Wachstum und Stressantwort der Zelle (Reinders et al., 1998). Der
Einfluss von CaRiml15p wurde lediglich unter moderateren Stressbedingungen getestet, bei
denen sich die Mutante wie der Wildtyp verhielt.

Es sollte nun gezeigt werden, ob riml5- und sch9-Mutanten unter sehr hohem Stress einen
Defekt in der Stressantwort aufweisen. Die Zellen wurden dafiir in YPD-Fliissigmedium mit 0,6
M KCl oder 1,2 M Sorbitol inkubiert und anschlieend auf YPD-Platten ausplattiert. Die Anzahl
an lberlebenden Zellen wurde anhand der Kolonien auf den Platten bestimmt und in einem
Balkendiagramm graphisch dargestellt (Abb. 30). Nach Stressinduzierung durch Kaliumchlorid
oder Sorbitol iiberleben rund 70 % der Zellen des Wildtyps und sind in der Lage, Kolonien auf
YPD-Agarplatten zu bilden. Im Vergleich dazu reagiert die rim/5-Mutante sogar leicht tolerant
auf diese Stressbedingungen (,,YPD* Abb. 30). Anders als in S. cerevisiae, wo der entsprechende
disruptierte Stamm eine erhohte Sensitivitdt wéihrend der stationiren Wachstumsphase zeigt
(Reinders et al., 1998), konnte CaRiml15p fiir die Repression von Genen der Stressantwort
verantwortlich sein. SCH9-disruptierte Zellen hingegen zeigen die gleiche Sensitivitdt gegeniiber
Stress wie Wildtypzellen. Auffillig ist allerdings der hohere Ausgangswert der CFU von sch9-
Mutanten, die in YPD-Medium inkubiert wurden (Referenzwert). So liegt die Anzahl der CFU
von stressinduzierten sch9-Zellen in etwa auf gleicher Hohe, mit der des Wildtyps ohne
Stresseinwirkung (,,YPD*). Wie bereits die Wachstumskurve von sch9-Mutanten zeigte (Abb.
29), deutet auch dieses Ergebnis darauf hin, dass Zellen in Abwesenheit von Sch9p langlebiger
sind als Wildtypzellen. Ein direkter Einfluss des Proteins auf die Stressantwort konnte nicht
gezeigt werden.
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Abb. 30: Stressantwort von rim15- und sch9-Mutanten. Die Stimme CAI4 (wt), CAR23-7-5-1 (rim15) und
CAS4 (sch9) wurden 3-4 Tage bei 30 °C in unterschiedlichen Medien inkubiert. Zellen in YPD-Medium ohne
zusétzliche Substanzen dienen als Referenz fiir Stress-behandelte Zellen. Nach Ausplattieren von etwa 400
Zellen auf YPD-Platten und Inkubation bei 30 °C, wurden die Kolonien ausgezéhlt und damit die colony
forming unit (CFU) bestimmt.

3.6.3 Untersuchungen zu SCH9 und RIM15 unter sauerstoffarmen Bedingungen

Sch9p und Riml15p sind Regulatoren des filamentosen Wachstums unter sauerstoffarmen
Bedingungen. sch9-Mutanten sind nicht in der Lage Chlamydosporen zu bilden, wahrend rim15-
Mutanten auf die ,,eingebetteten* Bedingungen leicht hyperfilamentds gegeniiber dem Wildtyp
reagieren (Setiadi, 2002). Aufgrund dieser Kenntnis wurde untersucht, ob allein der Mangel an
Sauerstoff in der Lage ist, eine verstirkte Filamentierung auszuldsen. Dies wurde bereits im
Zusammenhang mit der Rolle von EFGI bei der Hyphenbildung beschrieben (3.1). Des
Weiteren wird in diesem Kapitel die Regulation der Transkripte beider Gene unter
sauerstoffarmen Bedingungen behandelt.

3.6.3.1 Morphologische Untersuchungen

Die Abb. 31 zeigt mikroskopische Authahmen der Morphologie von sch9- und rim15-Mutanten
unter hypoxischen Bedingungen in Anwesenheit und Abwesenheit von 6 % CO,. Die efgl-
Mutante dient hierbei als Positivkontrolle fiir das starke Hyphenwachstum unter angegebenen
Bedingungen. Wurden die verschiedenen Stimme mit 99,9 % N, bei 24 °C inkubiert, so zeigt
sich, dass die riml5-Mutante leicht hyperfilamentds im Vergleich zum Wildtyp ist. Dies
korreliert mit dem Ergebnis der eingebetteten Bedingungen, wo sich die Mutante ebenfalls leicht
hyperfilamentds zeigte (Setiadi, 2002). Rim15p konnte somit ebenfalls wie Efglp an der
Repression eines alternativen Signalwegs fiir die Hyphenbildung unter hypoxischen
Bedingungen beteiligt sein. Die sch9-Mutante zeigt bei Begasung mit nur 99,9 % N, keine
morphologischen Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp. Die zusitzliche Begasung mit
6 % CO; (,,Gas NC*, Tab. 3) 16st jedoch ein stark hyperfilamentdses Wachstum aus, welches
noch stiarker ist als bei der efg/-Mutante. Eine Temperaturerhdhung auf 30 oder 37 °C unter
diesen Bedingungen zeigte keinen Einfluss auf den sch9-Phénotypen (Daten nicht gezeigt). Bei
niedrigen Sauerstoffkonzentrationen und 6 % CO, ist Sch9p ein starker Repressor des
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filamentosen Wachstums. Im Gegensatz zu Efglp scheint Sch9p speziell fiir die Repression bei
erh6hten Kohlendioxidwerten verantwortlich zu sein. Es deutet sich an, dass mehrere
Signalwege fiir die Regulierung der Filamentbildung unter hypoxischen Bedingung existieren.

99,9 % N,

riml5 * sch9 *

99.9 % N3+ 6 % COE

SO

wit efgl riml5 sch9

Abb. 31: Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingungen bei 24 °C. Die Stimme CAI4 (wt), HLC67 (efgl),
CAR23-7-5-1 (rim15) und CAS4 (sch9) wurden auf YPS-Platten vereinzelt und bei 24 °C mit angegebenen
Gasen 4-8 Tage inkubiert. Einzelkolonien von mit einem Sternchen (*) markierten Stimmen zeigen keine
Hyphenbildung; abgebildet ist der Ausstrich.

3.6.3.2 Transkriptlevel der Gene SCHY und RIM15

Den Ergebnissen aus 3.6.3.1 zufolge spielen Sch9p und Rim15p eine Rolle bei der Regulation
des Hyphenwachstums unter hypoxischen Bedingungen. Um zu untersuchen, ob dieser Einfluss
auf unterschiedliche Expressionsniveaus zurlickzufiihren sein konnte und zudem vom
Transkriptionsfaktor Efglp abhéngig ist, wurde eine Real-time RT-PCR durchgefiihrt. Hierzu
wurde die Gesamt-RNA von Wildtyp und efg/-Mutanten Zellen analysiert, die unter
normoxischen und sauerstoffarmen Bedingungen angezogen wurden.

Wie in Abb. 32 zu erkennen, wird SCH9 unter sauerstoffarmen Bedingungen (HF, MP, HP)
starker exprimiert als unter normoxischen Bedingungen (NF, AP, NP). Lediglich bei in
Flissigmedium (HF) angezogenen efg/-Mutanten verdndert sich der Transkriptlevel im
Vergleich zu normoxisch (NF) angezogenen Zellen nicht. Obwohl die morphologischen
Untersuchungen bei Hypoxie (ohne CO,-Begasung) ergaben, dass Sch9p keinen Einfluss auf die
Hyphenbildung hat (3.6.3.1), zeigen sich Unterschiede auf Transkriptebene. Wird die Expression
der beiden Stimme gegeniibergestellt, wird deutlich, dass SCHY in der efg/-Mutante unter allen
Bedingungen stdrker exprimiert wird. Die Regulation der Expression von SCH9 ist somit Efglp-
abhingig. Bei RIM15 zeigt sich im Gegensatz zu SCHY kein Unterschied zwischen den beiden
Stammen oder den beiden untersuchten Bedingungen. Morphologische Untersuchungen unter
hypoxischen Bedingungen zeigten ebenfalls nur geringe reprimierende Eigenschaften von
Rim15p beziiglich der Hyphenbildung (3.6.3.1). Auffallig ist die starke Induktion des RIM15-
Transkriptspiegels bei Anzucht auf festen Medien (AP, MP, NP und HP). Dies deutet darauf hin,
dass Rim15p moglicherweise an der Matrixkontakt-Sensorik beteiligt ist.
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Abb. 32: Relativer Transkriptlevel von SCHY9 und RIMI15 unter normoxischen und hypoxischen
Bedingungen. Die Stamme CAF2-1 (wt) und HLC52 (efgl/efgl) wurden fiir die Real-time RT-PCR unter
verschiedenen Bedingungen (Tab. 10) angezogen. Der Transkriptlevel des Wildtyps (NF) wurde gleich eins
gesetzt. Die relativen Werte sind in der Datentabelle angegeben.

3.7 Einfluss verschiedener Substanzen auf Zellwand/-membran bei Hypoxie

Die Zellwand von C. albicans ist aus ungefahr 40 % B1,3-Glucan, 20 % B1,6-Glucan, 35-40 %
Mannoproteinen und nur 1-2 % Chitin aufgebaut (Klis ef al., 2001). Bei efg/-Mutanten zeigen
bereits elektronenmikroskopische Aufnahmen eine veridnderte Struktur der Zelloberflache. Auch
die Zellform der Mutante ist gegeniiber dem Wildtyp verdndert. EFG-deletierte Zellen besitzen
eine lingliche, ovalere Form als die rundlich geformte Wildtypzelle. Die an die Zellwand
angrenzende Membran der Hefe besteht aus einem Phospholipid-Bilayer, der aus ungeséttigten
und gesittigten Fettsduren aufgebaut ist. In Kapitel 3.3 wurde gezeigt, dass die
Fettsdurezusammensetzung von Efglp in Abhidngigkeit vom Sauerstoffgehalt der Umgebung
beeinflusst wird. Um weitere Aufschliisse iiber die Funktion von Efglp, in Bezug auf Zellwand-
und Membranstrukturen, insbesondere unter hypoxischen Bedingungen zu erhalten, wurden
Sensitivitdtsstudien durchgefiihrt. Sensitivititen gegeniiber bestimmten Substanzen geben oft
Aufschluss tiber die Funktion eines Proteins und der Beteiligung an bestimmten Synthesewegen.
Eingesetzt wurden Agenzien, die auf Zellwand oder -membran einwirken, wie SDS, diverse
Azole und Congo red. Dariiber hinaus wurde Hygromycin B hinzugezogen, da die Substanz
Fehllesungen wihrend des Translationsvorgangs induziert. In Kapitel 3.3 wurden einige Gene
der Translation als von Efglp reguliert identifiziert.

3.7.1 Sensitivititstests bei verschiedenen Temperaturen

Zunichst wurde ein Sensitivititstest mit efg/-, efhi-, efgl/efhl- und sch9-Mutanten bei der
optimalen Wachstumstemperatur von 30 °C durchgefiihrt. In Abb. 33 zeigt sich, dass die efgl-
Mutante unter normoxischen Bedingungen leicht sensitiv gegeniiber 0,06 % SDS, sowie stark
sensitiv gegeniiber Congo red und Fluconazol ist. Die efhl-Mutante verhdlt sich auf allen
getesteten Platten wie der Wildtyp, wihrend die efgl/efh1-Doppelmutante genauso sensitiv wie
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die efgl-Einfachmutante ist. Lediglich auf Fluconazol-Platten kann eine leichte Resistenz
gegeniiber der efg/-Mutante beobachtet werden. Der Vergleich zwischen der sch9-Mutante und
dem Wildtyp erfolgte mit einem weiteren, vergleichbaren Wildtypstamm (CAI4), da es sich bei
dieser Mutante um einen URA43-negativen Stamm handelt. Die sch9-Mutante ist leicht resistenter
gegeniiber SDS, Congo red- und Fluconazol als der Wildtyp. Bei Hygromycin B verhélt es sich
umgekehrt; die Mutante ist leicht sensitiver als der Wildtypstamm. Es wird aulerdem deutlich,
dass die Substanz das Wachstum der ura3-Stamme stdrker hemmt, als das der URA3 positiven
Stimme. Das Gen kodiert fiir die Orotidin-5’-Phosphat-Decarboxylase, die in der Pyrimidin-
Ribonukleotid-Synthese involviert ist. Dadurch zeigt der Translationshemmer Hygromycin B bei
URA3-disruptierte Zellen eine stirkere Wirkung.

Um die Auswirkung hypoxischer Bedingungen auf die Sensitivitidt der Zellen bestimmen zu
konnen, wurden dieselben Platten wie normoxisch mit ,,Gas N* (99,9 % N;) und ,,Gas NC* (+
6 % CO,, beide Tab. 3) inkubiert. Da neben dem Sauerstoffgehalt zudem die Temperatur
entscheidend fiir die Morphogenese von C. albicans ist (3.1.1), wurden die Sensitivitdten bei 24
und 37 °C unter hypoxischen Bedingungen analysiert (Abb. 34). So zeigt sich eine starke
Sensitivitdt von efgl-Mutanten gegeniiber Hygromycin B bei 30 °C und 99,9 % N, (Abb. 33).
Beim weiteren Vergleich fillt auf, dass diese Hygromycin B-Sensitivitit der efg/-Mutante
sowohl Sauerstoff- als auch Temperaturabhingig ist. Bei hoheren Temperaturen und geringem
Sauerstoffgehalt wird die Sensitivitdt stirker (Abb. 33 und Abb. 34). Folgerichtig kann die
starkste Sensitivitdt bei 37 °C und hypoxischen Bedingungen beobachtet werden (Abb. 34).
Auch die Regulation der Morphogenese von C. albicans durch Efglp ist sowohl vom
Sauerstoffgehalt als auch der Temperatur abhdngig. Weiterhin bestitigt sich, wie bereits
aufgrund der Microarray-Analysen vermutet (3.3.2, Tab. 14), dass Efglp fiir die Regulation der
Translation unter sauerstoffarmen Bedingungen (u.a. Expression ribosomaler Proteine) wichtig
ist. Beziiglich der SDS-Sensitivitit der efg/-Mutante sind einige Auffilligkeiten im Wachstum
bei 24 °C zu beobachten. Hier ist die Sensitivitit unter normoxischen und vor allem unter
hypoxischen Bedingungen besonders stark ausgepridgt (Abb. 34). Dies bedeutet, dass die
Zellmembran von efg/-Mutanten besonders bei Sauerstoffmangel und einer niedrigen
Temperatur durch SDS angreitfbar ist. Transkriptomanalysen zeigen, dass die erhohte Sensitivitét
von efgl-Mutanten unter hypoxischen Bedingungen nicht etwa durch einen erniedrigten
Transkriptspiegel von Resistenzgenen (z.B. CDRI) ausgelost wird (Anhang: Tab. 21 und Abb.
19 D). Vielmehr konnten Verdnderungen in der Fettsdurezusammensetzung der Membran die
Ursache dafiir sein (3.4.3, Tab. 16 B). Ebenfalls in Abb. 34 zeigt sich zum ersten Mal eine
leichte Sensitivitét der effi]-Mutante gegeniiber einer Substanz (SDS). Allerdings verhilt sie sich
nur bei normoxischen Bedingungen und niedriger Temperatur (24 °C) anders als der Wildtyp.
Des Weiteren kann beobachtet werden, dass die efgl/efh1-Doppelmutante anders auf eine SDS-
Behandlung reagiert als die efg/-Einfachmutante. Die Doppelmutante ist unter hypoxischen
Bedingungen resistenter als die efg/-Mutante und verhilt sich bei normoxischen Bedingungen
sogar wie der Wildtyp (Abb. 34, 24 °C). Somit ist die zusétzliche EFH-Disruption in der Lage,
die starke Sensitivitit der efg/-Mutante zu supprimieren. Ahnliche supprimierende Effekte,
wenn auch schwicher, sind auf Fluconazol- (z.B. normoxisch, Abb. 33, Abb. 34) und
Hygromycin B-haltigen Medien (z.B. hypoxisch 30 °C, Abb. 33 und normoxisch 37 °C, Abb.
34) zu beobachten.

Anderungen beziiglich der Sensitivitit von sch9-Mutanten unter hypoxischen Bedingungen oder
bei Temperaturen von 24 bzw. 37 °C zeigen sich auf Congo red-haltigem Medium. Die Mutante
ist hypoxisch nicht mehr resistenter als der der Wildtyp (Abb. 33 und Abb. 34). Ahnlich wie bei
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der efg/-Mutante kann auch hier eine Abhéngigkeit der Sensitivitit vom Sauerstoffgehalt der
Umgebung und der Temperatur beobachtet werden. So verliert der Stamm bei sauerstoffarmen
Bedingungen oder erhohter Temperatur seine Resistenz und wird bei einer Kombination beider
Bedingungen sogar sensitiver als der Wildtyp. Interessanterweise verdndert sich die leichte
Resistenz der sch9-Mutante gegen Congo red und 0,06 % SDS, unter hypoxischen Bedingungen
mit zusétzlicher CO,-Begasung. Bei diesen Bedingungen, unter denen auch der stark
hyperfilamentdse Phanotyp der sch9-Mutante beobachtet wurde, ist der Stamm sensitiver als der
Wildtyp. Eine weitere Auffilligkeit ist die starke Sensitivitdt von sch9-Mutanten gegeniiber
Hygromycin B. Bei keinen der untersuchten Bedingungen ist die Mutante in der Lage, auf
Hygromycin B-haltigem Medium zu wachsen. Da bekannt ist, dass die Substanz Fehllesungen an
Ribosomen induziert, konnte dies auf einen moglichen Einfluss von Sch9p auf die
Ribosomenbiogenese hindeuten, wie es in S. cerevisiae der Fall ist (Jorgensen et al., 2002).

YPD SDS Congo red Fluconazol Hygromycin B
Luft [Kontrolle] [0,06%] [200pg/ml] [5 pg/ml] [200 pg/ml]
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efhl
efgl/efhl
wt ¥
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Abb. 33: Sensitivititstest bei 30 °C unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zu normoxischen
Bedingungen. Die Stimme CAF2-1 (wt), HLC52 (efgl), C4-d63 (efhl), H1.22 (efgl/efhl), CAl4 (wt *) und
CAS4 (sch9 *) wurden in einer Verdiinnungsreihe auf YPD-Platten, mit den jeweiligen Substanzen, getropftt
und unter den jeweiligen Bedingungen inkubiert. Die Verdiinnungen von 10° bis 10" Zellen (1:10) wurden von
links nach rechts aufgetragen. Rahmen deuten eine Verinderung der Sensitivitit unter hypoxischen
Bedingungen, im gleichzeitigen Vergleich zu den normoxischen Bedingungen (Luft) und dem Wildtypstamm,
an. Blaue Rahmen zeigen leichte, rote Rahmen stérkere Verdnderungen an und werden im Text naher erldutert.
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Abb. 34: Sensitivititstest: normoxisch und hypoxisch bei 24 °C und 37 °C im Vergleich. Die Stimme
CAF2-1 (wt), HLC52 (efgl), C4-d63 (efhl), H1.22 (efgl/efhl), CAl4 (wt *) und CAS4 (sch9 *) wurden in
einer Verdiinnungsreihe auf YPD-Platten, mit den jeweiligen Substanzen, getropft und unter den jeweiligen
Bedingungen inkubiert. Die Verdiinnungen von 10° bis 10" Zellen (1:10) wurden von links nach rechts
aufgetragen. Eingesetzte Konzentrationen der Substanzen, sind der Tab. 2 zu entnehmen. Rahmen deuten eine
Verdnderung der Sensitivitdt unter hypoxischen Bedingungen, im gleichzeitigen Vergleich zu den
normoxischen Bedingungen (Luft) und dem Wildtypstamm, an; oder umgekehrt. Blaue Rahmen zeigen leichte,
rote Rahmen stirkere Verdanderungen an und werden im Text ndher erldutert.
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4 Diskussion

C. albicans ist ein einzelliger Pilz, der aufgrund seiner Féahigkeit zwischen unterschiedlichen
Wachstumsformen zu wechseln (Ernst, 2000a) und zudem Virulenzfaktoren zu exprimieren
(Kumamoto und Vinces, 2005), viele Nischen im menschlichen Organismus vorfindet. Der
opportunistische Erreger ist ein Kommensale des gesunden Menschen, kann allerdings bei
immunsupprimierten Menschen sowohl oberfldchliche als auch systemische Mykosen auslésen
(Odds, 1994). Unter normoxischen Bedingungen wird der Wechsel von der Hefeform, bei der
eine schnelle Vermehrung garantiert ist, zur Hyphenform tiber den Proteinkinase A (PKA)-Weg
durch den Transkriptionsfaktor Efglp aktiviert (Stoldt et al., 1997; Bockmiihl und Ernst, 2001).
In der Hyphenform ist C. albicans in der Lage, in Gewebe und einzelne Zellen zu penetrieren
und invasiv zu wachsen, Hefezellen hingegen sind avirulent (Lo et al., 1997). In diesen Nischen
ist nur sehr wenig Sauerstoff vorzufinden (hypoxische Bedingungen), worauf die Pilzzellen ihren
Metabolismus umstellen miissen. Die hypoxische Antwort auf diese Bedingungen ist in
C. albicans noch weitestgehend unbekannt. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass das
APSES-Protein Efglp unter sauerstoffarmen Bedingungen nunmehr als Repressor der
Hyphenbildung agiert (Brown et al., 1999; Sonneborn et al., 1999).

In dieser Arbeit konnte durch morphogenetische Untersuchungen von efg/-Mutanten unter
Stickstoffbegasung (99,9 %) gezeigt werden, dass der hyperfilamentdse Phinotyp der Mutante
allein durch die Sauerstoffreduktion ausgelost werden kann. Weitere Beobachtungen unter
diesen Bedingungen deuten darauf hin, dass Efglp, Sch9p und Riml5p einen alternativen
Signalweg reprimieren, Tpklp und Tpk2p jedoch nicht. Mit einer genomweiten
Transkriptomanalyse wurde die hypoxische Antwort von C. albicans charakterisiert und Efglp
als Bestandteil dieser Genregulation identifiziert. Neben Genen der Stressantwort und
hyphenspezifischen Genen gehdren weitere Zielgene des Transkriptionsfaktors der
Fettsdurebiosynthese an. Eine Fettsdureanalyse bestitigte die Aktivierung der Fettsdure-
Desaturase Olelp unter hypoxischen Bedingungen durch Efglp.

4.1 Regulation des filamentosen Wachstums bei Hypoxie durch einen
alternativen Signaltransduktionsweg in C. albicans

Die Regulation des filamentosen Wachstums von C. albicans verlduft unter den bisher
charakterisierten, normoxischen Induktionsbedingungen iiber den cAMP/PKA-Signalweg (Abb.
2). Das hypheninduzierende Signal wird dabei iiber die Adenylatcyclase, den beiden
Untereinheiten der PKA (Tpklp und Tpk2p) bis zum Transkriptionsfaktor Efglp in den Kern
weitergeleitet (Bockmiihl und Ernst, 2001). Dieser aktiviert schlieflich Gene, die fiir die
Hyphenbildung von Bedeutung sind. Signale, die das filamentdse Wachstum bei Normoxie
ausldsen, kdnnen zum einen Temperaturen von 37 °C sein oder aber auch die Zugabe von Serum
oder N-Acetylglucosamin in einem Medium mit neutralem pH (Shepherd et al., 1980; Buffo et
al., 1984; Cassone et al., 1985). Im Folgenden wird die Regulation der Morphogenese unter
hypoxischen Bedingungen beschrieben und mogliche Regulationsmechanismen diskutiert.
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4.1.1 Efglp agiert als Repressor und Aktivator des filamentosen Wachstums in
Abhiingigkeit von Sauerstoff und Temperatur

Untersuchungen zu den eingebetteten und mikroaerophilen Bedingungen von efg/-Mutanten
suggerierten bereits, dass Efglp ein Repressor der Hyphenbildung unter sauerstoffarmen
Bedingungen ist (Brown et al., 1999; Sonneborn et al., 1999; Doedt et al., 2004). Unklar war
jedoch aufgrund der undefinierten Gaszusammensetzungen, ob der Mangel an Sauerstoff das
hyperfilamentése Wachstum auslost. Morphologische Untersuchungen bei Temperaturen unter
37 °C konnten zeigen, dass Efglp bei Begasung mit nur 99,9 % N, tatsachlich als ein Repressor
der Hyphenbildung fungiert (3.1.1; Abb. 5, Abb. 6). Im Gegensatz zum Wildtyp sind efgi-
Mutanten stark filamentos, auch wenn das Medium einen sauren pH aufweist, welcher unter
normoxischen Bedingungen die Hyphenbildung hemmt (Buffo ef al., 1984). Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass die Morphogenese von C. albicans hypoxisch anders reguliert wird als
normoxisch. Eine Bestitigung wurde darin gefunden, dass #pk/- und tpk2-Mutanten sich wie der
Wildtyp verhalten. Der klassische Signaltransduktionsweg von C. albicans, reguliert durch die
Proteinkinase A, ist somit nicht an der Repression der Hyphenbildung bei sauerstoffarmen
Bedingungen beteiligt. Demnach muss eine zum PKA-Weg parallele Signaltransduktion fiir die
Regulation der Morphogenese vorhanden sein.

Das aus den Ergebnissen entwickelte Modell in Abb. 35 zeigt eine Mdglichkeit der Regulation
des filamentosen Wachstums unter hypoxischen Bedingungen. Neben dem APSES-Protein
Efglp werden auBerdem zwei weitere Transkriptionsfaktoren (Flo8p und Czflp) in dem Modell
mit einbezogen. Denkbar wire, dass Sauerstoff einen alternativen Signalweg reprimiert, der
durch hypoxische Bedingungen induziert wird. Die Hyphenbildung wird dennoch nicht aktiviert,
da Efglp diesen hypoxisch aktiven Signalweg konstitutiv reprimiert. Im Zusammenhang hierzu
wurde beobachtet, dass der EFG-Transkriptlevel und die Proteinmenge hypoxisch héher liegen
als normoxisch (3.2.2; Abb. 11, Abb. 14), vermutlich weil Efglp bei Sauerstoffabwesenheit fiir
die Repression des alternativen Signalwegs bendtigt wird. Unter normoxischen Bedingungen
hingegen konnte eine geringe Menge des Transkriptionsfaktors damit begriindet sein, dass
molekularer Sauerstoff bereits den alternativen Weg hemmt, und Efglp nicht oder nur zum Teil
fiir dessen Repression bendtigt wird. Der von Cao et al. (2006) charakterisierte
Transkriptionsfaktor Flo8p konnte ebenfalls ein Repressor desselben alternativen Signalwegs
sein, da C. albicans-Zellen in Abwesenheit von Flo8p unter eingebetteten Bedingungen wie
efgl-Mutanten hyperfilamentds erscheinen. Wihrend Efglp eine Vielzahl von Prozessen (u.a.
Kohlenstoffmetabolismus, Fettsduerbiosynthese, Morphologie) steuert, ist die Funktion von
Flo8p auf die Expression hyphenspezifischer Gene beschrinkt (Cao ef al., 2006). Unklar bleibt,
ob das verstirkt filamentose Wachstum von flo§-Mutanten auch ohne die Einbettung, allein
durch einen Sauerstoffmangel ausgelost werden kann. Cao ef al. (2006) konnten mittels einer
Chromatin-Immuno-Prézipitation eine Interaktion beider Proteine in vivo nachweisen. Denkbar
wire, dass Flo8p die Repression des alternativen Signalwegs durch Interaktion mit Efglp
unterstitzt.
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In dieser Arbeit wurde verdeutlicht, dass Efglp allein aufgrund des Sauerstoffmangels als
Repressor eines alternativen, hypheninduzierenden Signalwegs aktiv wird und nicht etwa
aufgrund von erhohten CO,-Werten wie von Klengel et al. (2005) beschrieben. Trotz Repression
des alternativen Signalwegs durch Efglp ist der Wildtypstamm bei Sauerstoffmangel allerdings
nicht vollkommen afilamentos (3.1.1). Die Hyphenbildung beginnt lediglich zu einem spiteren
Zeitpunkt als bei der efg/-Mutante. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wire, dass eine hohe
Zelldichte den alternativen Signalweg zusétzlich aktiviert. Oder aber, ein dereprimierender
Mechanismus hebt die repressorische Eigenschaft von Efglp auf. Mutanten des Zink-Finger-
Proteins Czflp beispielsweise sind unter eingebetteten, mikroaerophilen Bedingungen im
Vergleich zum Wildtyp in ihrer Fahigkeit zur Hyphenbildung leicht eingeschrénkt (Brown et al.,
1999). Giusani et al. (2002) konnten eine Interaktion zwischen Czflp und Efglp nachweisen.
Moglicherweise ist Czflp auch hypoxisch, durch die Bindung an Efglp, fiir eine DeRepression
des alternativen Signalwegs verantwortlich ist (Abb. 35).

Denkbar wire aber auch eine Autoregulation des eigenen Promotors, wie sie bereits unter
normoxischen Bedingungen von Tebarth et al. (2003) beobachtet wurde: Nach Induzierung der
Keimschlduche reprimiert Efglp seinen eigenen Promotor, wahrscheinlich mit Hilfe des Sin3p-
Histondeacetylase-Komplexes, um das filamentdse Wachstum nicht negativ zu beeinflussen.
Durch hypoxische Bedingungen wird die EFGI-Expression wie bereits erwéhnt aktiviert (3.2.2;
Abb. 11). Die erhohte Efglp-Menge konnte die Repression des eigenen Promotors auslésen und
nach einer gewissen Zeit wieder zu einer verringerten Produktion an Efglp fiihren (Abb. 36).
Doedt (2004) konnte zeigen, dass der EFHI-Promotor ebenfalls durch Efglp reprimiert werden
kann. Die Daten der Real-time RT-PCR (3.2.2, Abb. 11) korrelieren mit der Beobachtung der
Promotoraktivititen, da der EFHI-Transkriptlevel in einer efg/-Mutante zunimmt.
Moglicherweise kann Efglp den alternativen Signalweg ohne die unterstiitzende Funktion von
Efhlp nicht mehr vollstindig reprimieren. Der alternative Signalweg wiirde schlieBlich
dereprimiert werden, und die Hyphenbildung beim Wildtyp kdénnte so verzogert induziert



Diskussion 73

werden. Ein Beleg, z.B. mittels Immunoblot-Analyse, fiir die Abnahme der Menge an Efgl-
Proteinen wurde in dieser Arbeit nicht gezeigt. Allerdings wurde die Menge des EFGI-
Transkripts nach ldngerer Inkubationszeit untersucht, welche ebenfalls den Real-time-Daten
entnommen werden kann (3.2.2, Abb. 11). Hier wurde unter hypoxischen Bedingungen (HP)
tatsdchlich weniger EFG-Transkript detektiert als unter Normoxie (NP). Da Transkriptlevel und
Proteinmenge bei fliissig angezogenen Zellen in etwa iibereinstimmen, kann auch hier davon
ausgegangen werden, dass die relativen Transkriptmengen mit den Proteinmengen korrelieren.

_ /—i EFGlp W EFGIM  Abb. 36: Modell der Regulation des filamentésen
Efel) 7.

Efgl) Wachstums unter hypoxischen Bedingungen durch

Efhl Efgl) < Efgl-) EFGIp-Autoregulation. Hypoxische Bedingungen
J- Efhl N bewirken, dass mehr Efgl-Protein produziert wird

s (Abb. 14), welches die Hyphenbildung mittels

ke Unterstlitzung  durch ~ Efhlp  reprimiert. Die

Autoregulation des eigenen Promotors fithrt zu einer
Abnahme der Expression des Repressors, wodurch die
Hyphenbildung durch einen alternativen Signalweg
ausgelost werden kann (Abb. 35).

filamentdses Wachstum

Efglp Menge

Bis hierhin wurde die Repression eines alternativen Signalwegs durch Efglp bei Temperaturen
unter 37 °C diskutiert. Wie die Ergebnisse im Abschnitt 3.1.1 (Abb. 7) zeigen wird die Funktion
des Transkriptionsfaktors nicht nur durch den Sauerstoff in der Umgebung bestimmt, sondern
auch durch die Temperatur. Bisher besagt die Theorie, dass Efglp unter hypoxischen
Bedingungen als Repressor der Hyphenbildung agiert. Bei Temperaturen ab 37 °C jedoch scheint
das APSES-Protein wieder eine aktivierende Funktion, &hnlich wie unter normoxischen
Bedingungen, zu besitzen. Der einzige Unterschied besteht darin, dass efg/-Mutanten bei einem
Sauerstoffmangel nicht vollkommen afilamentds sind. Die Hyphenbildung ist aber gegeniiber
dem Wildtyp deutlich reduziert (Abb. 7). Anders als bei niedrigeren Temperaturen verlauft die
Regulation der Morphogenese hier vermutlich wieder iiber den Proteinkinase A (PKA)-
Signaltransduktionsweg; tpk2-Mutanten sind vollkommen defekt in der Hyphenbildung, tpki-
Mutanten nur geringfligig. Dem Modell (Abb. 35) kann entnommen werden, dass durch
hypoxische Bedingungen und einer Temperatur von 37 °C beide Signalwege aktiviert werden
(PKA- und alternativer Weg), Efglp aber den alternativen Signalweg konstitutiv reprimiert. So
kommt es zu einer PKA-induzierten Hyphenbildung des Wildtyps. Fehlt Efglp so kann dieser
das filamentose Wachstum nicht induzieren, aber den alternativen Signalweg auch nicht mehr
reprimieren. Dadurch sind efg/-Mutanten unter hypoxischen Bedingungen bei 37 °C immer noch
in der Lage Hyphen zu bilden. Obwohl der alternative Signalweg in der Mutante dereprimiert
vorliegt, féllt das filamentdse Wachstum nicht sehr stark aus. Nur etwa 10 % der Kolonien
zeigen Hyphenbildung (3.1.1). Erkldarbar wére dies dadurch, dass im alternativen Weg ein
Transkriptionsfaktor aktiv ist (Abb. 35: Protein X;), der weniger stark induzierend wirkt als
Efglp. Andererseits konnte neben dem starken Repressor Efglp ein weiteres Protein an der
Repression des alternativen Wegs bei hohen Temperaturen beteiligt sein.

CaRIM15 wurde bereits durch Setiadi (2002) charakterisiert. Es stellte sich heraus, dass Rim15p
unter normoxischen Bedingungen keinen regulatorischen Einfluss auf die Morphogenese von
C. albicans besitzt. Untersuchungen beziiglich der Mutante und des Proteins gaben keine
Hinweise darauf, dass Rim15p, wie sein Homologes in S. cerevisiae, im PKA-Weg involviert
sein konnte. Lediglich unter eingebetteten Bedingungen konnte CaRiml15p als ein schwacher
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Repressor der Hyphenbildung identifiziert werden (Setiadi, 2002). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass die Abwesenheit von Sauerstoff der Ausloser fiir den schwach hyperfilamentdsen
Phanotyp der rimi5-Mutante ist (3.6.3.1; Abb. 31). Rim15p konnte die Komponente sein, die
den alternativen Signalweg zusétzlich zu Efglp reprimiert (Abb. 35). Eine RIM15-Disruption
fiihrt unter hypoxischen Bedingungen dazu, dass die schwache Repression des
hypheninduzierenden Wegs dereprimiert wird, die starke Repression durch Efglp aber bestehen
bleibt. Dadurch wird kein stark hyperfilamentdses Wachstum ausgeldst. Die unter hypoxischen
Bedingungen durchgefiihrten Microarray-Experimente und die darauf folgend erstellten Venn-
Diagramme der Transkriptome von efg/- und riml5-Mutanten bestdtigen die Theorie, dass
Rim15p und Efglp denselben Signalweg beeinflussen (3.3.1; Abb. 17). Etwa 80 % der 26 von
Rim15p hypoxisch regulierten Gene unterliegen auch der Kontrolle des Transkriptionsfaktors.
Darunter fillt beispielsweise die Aktivierung des hyphenspezifischen Gens ALS4.

Dem Modell in Abb. 35 ist weiterhin zu entnehmen, dass das zu Efglp homologe APSES-
Protein Efhlp die reprimierende Eigenschaft von Efglp unter hypoxischen Bedingungen
unterstiitzt. Bereits Doedt ef al. (2004) konnten diese Funktion von Efhlp unter den
eingebetteten Bedingungen beobachten. In dieser Arbeit konnte dies noch mal auf SS-Medium
bei Begasung mit 99,9 % N, bestitigt werden: efgl/efhl-Doppelmutanten filamentieren stirker
als efgl/-Einfachmutanten (3.3.1; Abb. 6). Dieser synthetische Phénotyp der Doppelmutante
konnte allerdings nur auf Minimalmedium (SS) und nicht auf Vollmedium (YPS) beobachtet
werden. Eine efh/-Mutante zeigt jedoch kein hyperfilamentdses Verhalten gegeniiber dem
Wildtyp. Entweder wird Ethlp nur unter bestimmten Bedingungen als zusétzlicher Aktivator
von Efglp bendtigt, weil die Repression des alternativen Signalwegs durch Efglp allein
ansonsten ausreichend ist, oder aber der Effekt fillt auf Vollmedium weniger stark aus, so dass
er nicht entscheidend wahrgenommen wurde. Der Einfluss von Efhlp in einer efg/-Mutante
kann auch in den durchgefiihrten Sensitivititstests (3.7.1) gezeigt werden. Auf Fluconazol-,
Hygromycin B- und vor allem SDS-haltigen Medien kann eine EFH-Disruption in der Mutante
zu einer Supprimierung seiner Sensitivitit gegeniiber genannten Substanzen fiihren (Abb. 33,
Abb. 34). Da in einer Real-time RT-PCR eine Erhohung des EFHI-Transkriptspiegels in efg!-
Mutanten aufgezeigt wurde (3.2.2, Abb. 11), besteht die Moglichkeit, dass eine vermehrte
Efhlp-Aktivitdt der Grund der stirkeren Sensitivitidt von efg/-Mutanten ist. Es wére denkbar,
dass der Repressor Efglp die Genexpression von EFHI reprimiert, um die Expression
bestimmter Gene niedrig zu halten.

4.1.2 Sch9p — ein Repressor des alternativen Signalwegs bei hohen CO;-Konzentrationen

In Abschnitt 4.1.1 wurde bereits ein alternativer Signalweg vorgestellt, der unter hypoxischen
Bedingungen von Efglp und Rim15p reprimiert wird. In diesem Teil der Arbeit soll nun die
Rolle von Sch9p wihrend der hypoxischen Antwort von C. albicans diskutiert werden. Wie das
Ergebnis einer Wachstumskurve zwischen Wildtyp und sch9-Mutante zeigt, ist das Protein fiir
die Regulation des Wachstums der Zelle verantwortlich (3.6.1, Abb. 29). SCHY-disruptierte
Zellen wachsen wihrend der exponentiellen Phase etwas langsamer als der Wildtyp, treten aber
erst spiter in den Go-Arrest und leben somit linger. Des Weiteren sind sch9-Mutanten sehr
empfindlich gegeniiber Hygromycin B, das Fehllesungen an Ribosomen induziert (3.7.1; Abb.
33, Abb. 34). Die hohe Sensitivitit konnte damit begriindet sein, dass Sch9p in C. albicans
ebenfalls wie in S. cerevisiae fiir die Ribosomenbiogenese wichtig ist (Jorgensen et al., 2002).
Ein Fehlen des Proteins wiirde somit eine zusétzlich negative Beeinflussung der Translation
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bedeuten und damit auch des Wachstums der Hefe. Die beschriebene Charakterisierung von
SCHY entspricht auch den Untersuchungen in S. cerevisiae zum homologen Gen (ScSCHY)
(Fabrizio et al., 2001; Jorgensen et al., 2002). Ein Unterschied besteht darin, dass ScSch9p die
Stressantwort reguliert, wihrend CaSch9p nicht daran beteiligt zu sein scheint (Abb. 30). Da in
C. albicans jedoch keine generelle Stressantwort vorhanden ist (Enjalbert et al., 2003), ware
denkbar, dass das Protein unter anderen sehr speziellen Stress-induzierenden Bedingungen Gene
der Stressantwort reguliert. Eine Stressbedingung konnte auch das Wachstum bei einer Hypoxie
darstellen. Hier zeigten Beobachtungen der Morphogenese von sch9-Mutanten, dass diese unter
hypoxischen Bedingungen mit zusétzlicher CO,-Begasung (6 %) stark hyperfilamentds sind
(3.6.3.1; Abb. 31). Ohne CO, (hypoxisch) oder normoxisch (auch mit 6 % CO,, Daten nicht
gezeigt) verhilt sich die Mutante wie der Wildtyp. Sch9p ist somit wie Efglp ebenfalls ein
starker Repressor der Hyphenbildung, der allerdings nur bei hohen CO;-Konzentrationen und
unter hypoxischen Bedingungen aktiviert wird. Da sch9-Mutanten eine noch stérkere
Hyphenbildung zeigen als efg/-Mutanten, bei 99,9 % N,-Begasung ohne CO; jedoch afilamentos
sind, besteht die Moglichkeit, dass Sch9p einen weiteren alternativen Signalweg reguliert (Abb.
35).

Der Einfluss von Kohlendioxid auf Sch9p wird auch durch Sensitivititstests auf Congo red- und
SDS-haltigen Medien deutlich (3.7.1; Abb. 33). Unter hypoxischen Bedingungen ohne CO,
(99,9 % N,) sind sch9-Mutanten leicht resistent gegeniiber den eingesetzten Substanzen. Bei
Begasung mit 99,9 % N, und 6 % CO; hingegen, bei der sich das hyperfilamentése Wachstum
erst bemerkbar machte, zeigte sich die Mutante sensitiv im Vergleich zum Wildtyp. Da Sch9p in
S. cerevisiae unter hypoxischen Bedingungen fiir die Aktivierung der Alkoholacetyl-Transferase
(Atflp) verantwortlich ist (Fujiwara et al., 1999), die mutmaBlich an der Fettsdurebiosynthese
beteiligt ist (Mason und Dufour, 2000) und somit vermutlich den Aufbau der Zellmembran
beeinfluflt, konnte so der Einfluss der Membran angreifenden Substanz SDS auf sch9-Mutanten
erkléart werden.

Unter hypoxischen Bedingungen scheinen mehrere Signaltransduktionswege die Hyphenbildung
des humanpathogenen Pilz C. albicans zu kontrollieren. Bei Temperaturen unterhalb von 37 °C
wird ein zum PKA-Weg paralleler Signaltransduktionsweg von Efglp (mdoglicherweise durch
Interaktion mit Flo8p) und Rim15p gehemmt. Steigt zusidtzlich zum niedrigen Sauerstoffgehalt
die Kohlendioxidkonzentration wird das filamentése Wachstum zusdtzlich durch Sch9p
reprimiert. Wie die Signalwege dereprimiert werden ist unklar. Moglicherweise wird das
filamentdse Wachstum bei niedrigem Sauerstoffgehalt zunichst reprimiert, weil es von Vorteil
sein konnte, wenn sich die Hefen im menschlichen Organismus rasch vermehren, bevor sie das
Gewebe durch die Hyphenbildung schidigen. Da es im Korper des Menschen viele
unterschiedliche Nischen gibt, die C. albicans in der Lage ist zu besiedeln, muss der Pilz sich
auch auf unterschiedliche Gaszusammensetzungen einstellen konnen. Es wére also giinstig
mehrere Sensoren fiir Signale (z.B. O,- und CO,-Sensoren) zu besitzen, um zwischen den
unterschiedlichen Wachstumsbedingungen differenzieren zu konnen. Es ldsst sich nur dariiber
spekulieren wie viele Signalwege tatsdchlich fiir die Regulation der Morphogenese
verantwortlich sind und ob beispielsweise Sch9p doch denselben Signalweg reguliert wie Efglp
(Abb. 35). Hierzu miissten Epistaseexperimente durchgefiihrt, Doppelmutanten wie efgl/sch9
hergestellt und deren Morphologie analysiert werden. Des Weiteren konnte beobachtet werden,
dass Temperaturen oberhalb von 37 °C den PKA-Signalweg induzieren und dass Efglp hier wie
unter normoxischen Bedingungen als Aktivator der Hyphenbildung fungiert. efg/-Mutanten
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verhalten sich unter hypoxischen Bedingungen wie andere dimorphe Pilze (z.B. Histoplasma
capsulatum). Bei niedrigen Temperaturen bilden sie Hyphen aus, bei erhohten Temperaturen
wechseln die Pilze in die Hefeform. Vielleicht wurde Efglp im Laufe der Evolution von
C. albicans hinzugezogen, um den alternativen Signalweg der Hyphenbildung zu hemmen und
so sein dimorphes Verhalten besser an die Wirtsbedingungen anpassen zu kénnen.

4.2 Hypoxische Genregulation in C. albicans

4.2.1 Genregulation in C. albicans weicht der von S. cerevisiae ab

Nachdem deutlich wurde, dass Sauerstoffmangel eine komplexe Regulation morphogenetischer
Prozesse auslost (4.1), wurde mittels Microarray-Analyse das gesamte Transkriptom von
C. albicans unter hypoxischen Bedingungen untersucht. Es wurden einzelne Gene und auch
ganze Gengruppen identifiziert, die aufgrund des Sauerstoffmangels reguliert werden (3.3.1.1;
Tab. 12). Ahnlich wie in S. cerevisiae (ter Linde et al., 1999; Becerra et al., 2002; Kwast ef al.,
2002) fallen darunter Gene der Fettsdure- (u.a. OLEI, FAS2) und Ergosterolbiosynthese (z.B.
ERGI1) sowie Gene der Stressantwort (z.B. HSP12, SSA4) und der Zellwandbiosynthese (z.B.
ECM33), welche durch einen Sauerstoffmangel aktiviert werden. Wachstumsprozesse verlaufen
bei einer Hypoxie anders als normoxisch; Zellwand und die Lipide in der Membran werden
umgebaut (Abramova et al., 2001), weshalb Gene der Fettsdure- und Zellwandbiosynthese
reguliert werden. Auch bedeutet der Mangel an Sauerstoff eine Stress-Situation sowohl fiir
C. albicans als auch fiir S. cerevisiae, so dass bei beiden Organismen eine Stressantwort aktiviert
werden muss.

Neben diesen Parallelen wurden auch Unterschiede in der hypoxischen Genexpression
ersichtlich. Glykolyse und Fermentation werden in C. albicans aktiviert, wihrend Gene des
oxidativen Metabolismus (Atmungskette, ATP-Synthese, Tri-Carbonsédure-Zyklus) reprimiert
werden (3.3.1.1; Tab. 12). Dieses Muster entspricht der Genexpression von Sédugerzellen
(Hochachka et al., 1996), aber nicht dem von S. cerevisiae. In der Backerhefe werden unter
hypoxischen Bedingungen weder Glykolyse noch Gene der Atmungskette anders reguliert als
unter Normoxie (ter Linde et al., 1999; Becerra et al., 2002), weil der so genannte Pasteur-
Effekt, anders als bei Sduger- und C. albicans-Zellen, hier nicht statt findet (Gancedo, 1992). Die
Glykolyse wird unabhingig vom Sauerstoffgehalt erhoht gehalten so lange geniigend Glukose im
Medium vorhanden ist. Des Weiteren werden auch Translationsvorgdnge unterschiedlich
reguliert. In C. albicans werden unter hypoxischen Bedingungen mehrere Gene fiir ribosomale
Proteine aktiviert (Anhang: Tab. 19) sowie PTRI, ein Gen kodierend fiir den Translations-
Initiationsfaktor elF-3. Dieser wird in S. cerevisiae nicht reguliert, dafiir wird hier ein anderer
Initiationsfaktor eIF-5A (ANBI) speziell durch die Hypoxie induziert. Das homologe Protein in
C. albicans (orf19.3426) wurde in der Transkriptomanalyse zumindest nicht als signifikant
reguliert identifiziert. Dasselbe gilt fiir Gene von Zellwand-Mannoproteinen der DAN/TIR-
Gruppe, die fiir das anaerobe Wachstum von S. cerevisiae essentiell sind (Cohen et al., 2001),
sowie flir Gene der Himbiosynthese (z.B. HEM13). Da seine Biosynthese sauerstoffabhingig ist,
ist Him ein Sauerstoffsensor und Regulator der hypoxischen Genexpression. In C. albicans
scheint die Sauerstoffsensorik iiber ein anderes Protein zu verlaufen, welches den in 4.1.1
beschriebenen alternativen Signalweg aktivieren konnte.

Eine weitere Gengruppe, ndmlich die der hyphenspezifischen Gene, wird nur in C. albicans
hypoxisch aktiviert. Da S. cerevisiae weder humanpathogen ist, noch in der Lage ist echte



Diskussion 77

Hyphen zu bilden, war auch nicht zu erwarten, dass homologe Gene existieren bzw. reguliert
werden. Zu den in C. albicans identifizierten Genen gehdren ALSI2 (Agglutinin dhnliches
Protein), RBTS5 oder HWPI (hyphal wall protein). Trotz der Erh6hung des Transkriptspiegels
dieser Gene bei Sauerstoffarmut konnte kein filamentoses Wachstum der Zellen beobachtet
werden. Die Expression hyphenspezifischer Gene muss nicht gleichbedeutend mit einer
Hyphenbildung sein, wie anhand von Agc/-Mutanten gezeigt werden konnte. Diese sind nicht in
der Lage Hyphen zu bilden, exprimieren aber hyphenspezifische Gene wie HWPI und ECE]
(Zheng und Wang, 2004). Es wire also denkbar, dass ein wichtiger Aktivator flir die
Morphogenese von Hyphen im Fliissigmedium unter hypoxischen Bedingungen nicht induziert
wurde. Eventuell fehlt der Kontakt zu einer Matrix, so dass ein Sensor iiber einen
Signaltransduktionsweg z.B. Hgclp aktivieren konnte. Eine andere Erkldrung wire, dass die
Expression durch die Hypoxie lediglich einen Level beispielsweise an Hwpl-Protein erreicht,
der fiir die Hyphenbildung nicht entscheidend ist.

Neben Gengruppen, die hypoxisch unterschiedlich reguliert werden, konnten in C. albicans auch
keine homologen Proteine identifiziert werden, die in S. cerevisiae die hypoxische Antwort
regulieren. CaRfglp ist das Homologe zu ScRox1p, welches jedoch nicht fiir die Regulation
hypoxischer Gene verantwortlich ist sondern das filamentose Wachstum kontrolliert (Kadosh
und Johnson, 2001). Auch das zu ScHaplp homologe Protein, welches unter normoxischen
Bedingungen die Expression von ROXI aktiviert (Zitomer et al, 1997), wurde in der
Transkriptomanalyse nicht als hypoxisch reguliertes Gen identifiziert. Genomweite
Transkriptomanalysen von Mutanten des generellen Repressorkomplexes Tuplp/Ssn6p zeigten,
dass in S. cerevisiae hypoxische Gene bei Sauerstoffanwesenheit durch diesen Komplex
reprimiert und bei Hypoxie dereprimiert werden (Mennella et al., 2003). Transkriptomanalysen
von C. albicans konnten hingegen keine Repression hypoxischer Gene durch Tuplp/Ssn6p
zeigen (Garcia-Sanchez ef al., 2005; Kadosh und Johnson, 2005).

Die hypoxische Genregulation von C. albicans ist der von Sdugerzellen &hnlicher als der von
S. cerevisiae, vor allem Gene des allgemeinen Stoffwechsels betreffend. Wahrscheinlich ein
Grund dafiir ist, dass es sich bei C. albicans um eine humanpathogene Hefe handelt, die ihren
Stoffwechsel dem schwankenden Sauerstoff- und Nahrstoffangebot im Menschen anpassen
muss. Die Béckerhefe hingegen besiedelt 6kologische Nischen, die sowohl hypoxische als auch
normoxische Bedingungen mit einem reichlichen Angebot an Zucker einschlieBen. Diese
Unterschiede zu S. cerevisiae unterstiitzen die Theorie von Lott et al. (2005), die besagt, dass
C. albicans einen alte Entstehungsgeschichte besitzt, und sich seine Evolution schon frith mit
dem des Menschen entwickelt hat.

4.2.2 [Efglp-abhingige Genregulation der hypoxischen Antwort in C. albicans

Unter normoxischen Bedingungen ist bereits bekannt, welche Gene abhingig vom
Transkriptionsfaktor Efglp exprimiert werden. Doedt et al. (2004) fanden heraus, dass Efglp
nicht nur morphologisch wichtige Gene reguliert (z.B. ALS-Gene) sondern liberraschenderweise
auch Gene des Metabolismus. In einer genomweiten Transkriptomanalyse konnten beinahe alle
Gene der Glykolyse als von Efglp aktiviert identifiziert werden, wéhrend Gene des Tri-
Carbonséure-Zyklus reprimiert werden. Somit ist nicht verwunderlich, dass Efglp unter
hypoxischen Bedingungen neben Genen fiir Zellwandproteine und hyphenspezifische Genen,
ebenfalls einige Gene der Glykolyse aktiviert und einige des oxidativen Metabolismus, wenn
auch wenige, reprimiert (3.3.1.2 und 3.3.2; Tab. 13-Tab. 15). Die Cluster-Analyse der Abb. 19
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zeigt ebenfalls, dass beinahe alle Gene der Glykolyse durch den Transkriptionsfaktor aktiviert
werden. Allerdings ist eine hohere Expression im Wildtyp im Vergleich zur efg/-Mutante
unabhingig vom Sauerstoffgehalt zu beobachten. Dariiber hinaus wurden im Microarray-
Experiment ,,efg/ HF/NF*“ (Tab. 20) gezeigt, dass die Glykolyse in der efg/-Mutante ebenfalls
durch eine Hypoxie aktiviert wird. Die stark erhdhte Expression im Wildtyp unter hypoxischen
im Vergleich zu normoxischen Bedingungen ist somit auf andere regulatorische Proteine
zuriickzufiihren. Dieses wird nochmals dadurch bestitigt, dass keine Gene der Glykolyse im
Venn-Diagramm (s. Abb. 16) den Kategorien E und G zugeordnet werden konnten. In diesen
Kategorien ist Efglp der entscheidende Regulator der hypoxischen Antwort von C. albicans.
Auch Gene der Kategorie B und C werden hypoxisch unabhédngig von Efglp reguliert und
repriasentieren eine sehr grole Anzahl an Genen. Jedoch muss die Zahl etwas relativiert werden,
da fir die Entwicklung der Schemata vier Microarray-Experimente iiberpriift wurden, deren
nicht-regulierte Gene mitbertlicksichtigt wurden. Eine Nicht-Regulation ist allerdings nicht
statistisch signifikant, so dass sicherlich einige Gene anderen Kategorien angehdren. Sehr viele
Gene sind auch in der Kategorie D zu finden. Diese werden unabhingig vom Sauerstoffgehalt
immer gleich durch den Transkriptionsfaktor reguliert.

Wie bereits erwdhnt werden Gene der Kategorien E-G in Abhidngigkeit von Efglp hypoxisch
reguliert. Die Kategorie E enthélt beispielsweise Gene der Stressantwort wie HSP12, CTAI und
DDR48, die von dem APSES-Protein aktiviert werden, welches zu einem erhohten
Transkriptspiegel im Wildtyp fiihrt (Abb. 16). Wachstum unter sauerstoffarmen Bedingungen
stellt einen Stressfaktor dar, weshalb die Efglp-abhingige Regulation unter diesen Bedingungen
besonders wichtig fiir die Zelle ist. Moglicherweise wachsen efg/-Mutanten hypoxisch noch
langsamer als unter normoxischen Bedingungen (3.2.1, Abb. 10), weil sie schlechter mit diese
Stress-Situation zurechtkommen als Wildtypzellen mit einer funktionierenden Stressantwort. In
einer Cluster-Analyse konnte gezeigt werden, dass nicht alle Gene der Stressantwort von Efglp
aktiviert werden (3.3.3, Abb. 19). Viele werden nicht reguliert, einige sogar reprimiert. Da
Enjalbert et al. (2003) aufkldren konnten, dass eine generelle Stressantwort in C. albicans nicht
vorhanden ist, wére denkbar, dass die hier aktivierten Gene speziell unter hypoxischen
Bedingungen benoétigt werden. Andere Stressbedingungen hingegen wiirden die Expression
anderer Gene, moglicherweise durch weitere Transkriptionsfaktoren, induzieren. Weiterhin
scheint Efglp genauso wichtig zu sein, um Gene zu reprimieren oder aktivieren, wenn diese
unter hypoxischen Bedingungen nicht reguliert werden diirfen (Abb. 16, Kategorie F). Darunter
fallt beispielsweise auch NRGI, kodierend fiir einen Repressor der Hyphenbildung (Braun et
al., 2001; Murad et al., 2001). In 4.1 wurde bereits diskutiert, dass die Hyphenbildung unter
hypoxischen Bedingungen zunéchst reprimiert wird. Damit es im Wildtyp nicht zu einer
DeRepression kommt, wird der NRGI-Level eventuell durch Efglp erhoht gehalten und somit
moglicherweise der alternative Signaltransduktionsweg der Hyphenbildung inaktiviert.
Entsprechend dazu konnte der niedrige Level von NRGI mit ein Grund sein, weshalb sich die
efgl-Mutante unter hypoxischen Bedingungen hyperfilamentds gegeniiber dem Wildtyp zeigt
(3.1.1).

Eine weitere, unerwartete Klasse Efglp-regulierter Gene wurde in den Microarray-Analysen
identifiziert und der Kategorie G des Venn-Diagramms (Abb. 16) zugeordnet. Dabei handelt es
sich um einige Gene der Fettsaurebiosynthese wie OLEl und FAS2, die den
Transkriptionsfaktor benétigen, um das erforderliche Transkriptniveau unter hypoxischen
Bedingungen erreichen zu konnen. Bislang wurden noch keine APSES-Proteine identifiziert
(z.B. Phdlp, Sok2p in S. cerevisiae), die an der Regulation von Fettsdurebiosynthesegenen
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beteiligt sind. Die Aktivierung durch Efglp scheint sich jedoch auf die exponentielle
Wachstumsphase unter hypoxischen Bedingungen (,,HF*, s. Tab. 10) zu beschrinken, wie Real-
time-Experimente (3.4.1, Abb. 22) und Cluster-Analysen (3.3.3, Abb. 19) zeigen. Hier liegen die
Transkriptspiegel der Fettsduregene in der efg/-Mutante niedriger als im Wildtyp. Die
Transkriptlevel von normoxisch oder auf festem Medium (Zellen der stationidren Phase)
angezogenen efg/-Mutanten hingegen zeigen keinen Unterschied zum Wildtyp oder sind sogar
erhoht (Abb. 19, Abb. 22). Denkbar wire, dass Efglp die Fettsdurebiosynthese zu Beginn des
Wachstums unter hypoxischen Bedingungen aktiviert, weil moglicherweise eine
Umstrukturierung der Zellmembran erforderlich ist. Die Fettsduredesaturase Olelp wird
ebenfalls verstirkt synthetisiert, vielleicht um die geringen Mengen an Sauerstoffmolekiilen so
effizient wie moglich verwenden zu kénnen, um die Synthese von ungesittigten Fettsduren
aufrecht zu erhalten. Zu einem spidteren Zeitpunkt des Wachstums konnte der Umbau der
Membran abgeschlossen sein, die Zellen befinden sich im Gy-Arrest und die Fettsduresynthese
muss nicht weiter von Efglp aktiviert werden.

Anhand von Promotorstudien konnte geklart werden, dass der Transkriptionsfaktor Efglp den
Transkriptlevel von Genen der Fettsdurebiosynthese (OLEI, PDBI) unter hypoxischen
Bedingungen erhoht, indem die Promotoraktivitdt induziert wird (3.4.1, Abb. 23). Dabei stellte
sich jedoch heraus, dass die Anderung des Transkriptlevels zwischen Wildtyp und efg/-Mutante
groBer ist als die der Promotoraktivitit. Messungen der mRNA-Degradation in beiden
C. albicans-Stammen schlossen aus, dass mRNA-Stabilisierung ebenfalls einen Einfluss auf den
Transkriptspiegel im Wildtyp besitzt. Statt dessen konnte es sein, dass regulierende Sequenzen
des offenen Leserasters oder des 3’-untranslatierten Bereichs (Fantino et al., 1992; Greger und
Proudfoot, 1998) in der Promotor-Reportergen-Fusion (2.7, Abb. 3) fiir eine vollstindige
Aktivierung fehlten. Die Auswertung der Transkriptstabilitditsmessungen ergaben genau
genommen sogar eine leichte Stabilisierung von OLE! und PDBI in der efg/-Mutante unter
hypoxischen Bedingungen (3.4.2; Abb. 25). Moglicherweise fallen die Transkriptlevel in efgl-
Mutanten, welche auf festem Medium angezogen wurden und sich in der stationdren Phase
befinden, auch deshalb hoher aus als im Wildtyp (3.4.1, Abb. 22). Aus S. cerevisiae ist bekannt,
dass Cth2p im 3’-untranslatierten Bereich der mRNA bindet, wodurch diese anschliefend
abgebaut wird (Puig et al., 2005). Da der Transkriptspiegel des zu ScCTH2 homologen Gens
(orf19.5334) in efgl-Mutanten leicht erniedrigt vorliegt (Daten nicht gezeigt), konnte dies mit
ein Grund fiir die leichte Transkriptstabilisierung sein.

Ob nun Efglp die Promotoraktivitdt und damit den Transkriptspiegel von Fettsduregenen direkt
oder indirekt reguliert, dariiber kann nur spekuliert werden. In der Tab. 18 werden Sequenzen in
der Promotorregion einiger Efglp-regulierter Gene der Fettsdurebiosynthese angegeben, die fiir
die regulatorische Bindung von Proteinen bei einer Hypoxie von Bedeutung sein konnten.
LORE (low oxygen response element)-Sequenzen werden beispielsweise von dem hypoxischen
Regulator ScMga2p erkannt, so dass das ER-Membranprotein die Expression von OLE! in
S. cerevisiae aktivieren kann (Martin et al., 2002). Efglp konnte das homologe Gen CaMGA?2
(orf19.1751) regulieren, um so indirekt die Expression von CaOLE!l unter hypoxischen
Bedingungen zu induzieren. CaMGA2 konnte in den Transkriptomanalysen nicht als Efglp-
reguliertes Gen identifiziert werden, da dieses Gen nicht auf den Microarrays vorhanden war.
HBS (HIF-1 binding site)-Sequenzen, die in HRE’s (hypoxia recognition element) gefunden
werden, konnen mit 100 %iger Homologie im Promotorbereich von FAS2 und PDA1 identifiziert
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werden. Der wichtige Regulator hypoxischer Gene HIF-1 von Sdugerzellen bindet beispielsweise
an diese Sequenz (Semenza und Wang, 1992; Semenza et al., 1996). STRE (general stress
responsive element)-Sequenzen konnten mitunter von Bedeutung sein, da ein Sauerstoffmangel
gleichzeitig Stress in der Zelle auslost. Die letzte aufgefiihrte Sequenz ist in S. cerevisiae fiir die
Bindung von HMG-Domaéne-Proteinen wie Rox1p wichtig. Deckert ef al. (1999) fanden heraus,
dass der ROXI-Promotor selber diese Rox1p-Bindesequenz enthilt und ScRox1p wie CaEfglp
somit in der Lage ist, sich selbst zu autoregulieren (Deckert et al., 1995; Tebarth et al., 2003).
Parallelen von CaEfglp zu ScRox1p lassen sich zudem in der Regulation des Lipidmetabolismus
(Rox1p allerdings auch Sterolbiosynthese) ziehen (3.3.1.2, Tab. 13) (Kwast et al., 2002; Sertil et
al., 2003). Ob Efglp selber in der Lage ist, an eine dieser Sequenzen zu binden, wurde in dieser
Arbeit nicht untersucht.

Neben regulatorischen Sequenzen, die in S. cerevisiae bereits bei hypoxisch regulierten Genen
identifiziert wurden, wurden auch einige E-Boxen im Promotorbereich von Genen der
Fettsdurebiosynthese identifiziert (Abb. 37, Tab. 18). Viele Proteine mit bHLH-Domine wie
beispielsweise c-myc (humanes Onkogen) binden {iiber ihre basische Region an die
palindromische Sequenz der E-Box (5’-CANNTG-3’) (Murre et al., 1989; Ellenberger et al.,
1994). Die DNA-Bindung des bHLH-Proteins Efglp an diese Sequenz konnte in vitro
nachgewiesen werden (Leng et al.,, 2001). Somit besteht die Mdoglichkeit einer direkten
Regulation der Transkription angegebener Fettsduregene durch Efglp. So ist es denkbar, dass
Eflp die Expression dieser Gene iiber eine E-Box steuert, wihrend andere
Transkriptionsfaktoren moglicherweise zusitzlich stromaufwirts an die LORE-, HBS- oder
STRE-Sequenzen binden. Eine DNA-Bindung von Efglp z.B. an OLEIp konnte mittels einer
Chromatin-Immuno-Prézipitation (ChIP) in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt). Allerdings wurden die Analysen mit Prédzpitaten durchgefiihrt, die von Doedt
(2004) unter aeroben Bedingungen gewonnen wurden. Wahrscheinlich ist aber, dass Efglp nur
unter Sauerstoff-limitierenden Bedingungen diese Promotoren bindet, wodurch eine Bindung mit
diesen Prizipitaten nicht gezeigt werden kann.
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Abb. 37: Bindesequenzen im Promotorbereich von Genen der Fettsiurebiosynthese. Dargestellt ist der
Promotorbereich der jeweiligen Gene 800 Basenpaare stromaufwérts vom ATG. Der Wert 1.00 entspricht einer
Homologie der Sequenz von 100 %. Nach oben weisende Balken deuten auf Sequenzen des kodierenden, nach
unten weisende des nicht-kodierenden Strangs. Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programms ,,RSAT* erstellt
(http://rsat.ulb.ac.be/rsat/).
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Tab. 18: Bindesequenzen im Promotorbereich von Genen der Fettsiurebiosynthese. Die Identifizierung und
Lokalisierung der Sequenzen wurde mit Hilfe des Programms ,,RSAT* (http://rsat.ulb.ac.be/rsat/) durchgefiihrt.

Bezeichnung Sequenz Promotor Position vor ATG Homologie [%]
LORE ACTCAACAA ACClIp -770 100
FAS2p -556 100
OLEIp -383 89
PDBIp -545 78
HRE mit HBS GCCCACGTGCTGTCTCA FAS2p -546, -722 100
STRE AGGGG(A/T) OLElp -793 100
PDBIp -685 100
Rox1p- YYYATTGTTCT PDBIp -132 100
Bindesequenz OLEIp -516 88
ACClp -745 88
FAS2p -467 88
E-Box CAATTG ACClIp -279, -321 100
OLElp -115 100
CAGCTG ACClIp 218 100
FAS2p -3,-346 100
CACTTG ACClIp -26 100
PDBIp -46 100
CAAATG FAS2p -357 100
CAGATG PDBIp -180 100
CAACTG PDBIp -423 100

4.3 Efglp ist fir Membran- und Zellwandaufbau bei Hypoxie von
Bedeutung

Im Abschnitt 4.2.2 wurde der Einfluss des Transkriptionsfaktors Efglp auf die
Fettsdurebiosynthese unter hypoxischen Bedingungen diskutiert. Es wurde vermutet, dass der
niedrige Transkriptlevel an Fettsdurebiosynthesegenen in einer efg/-Mutante schlielich auch
Auswirkungen auf die gesamte Fettsdurezusammensetzung in der Zelle hat. Mit einer Analyse
der Zusammensetzung von C14:0 bis C18:3 Fettsduren wurde der Efglp-abhéngige Anstieg des
OLE-Transkripts verifiziert (3.4.3; Tab. 16). Es stellte sich heraus, dass eine EF'GI-Disruption
unter hypoxischen Bedingungen zu einer deutlichen Verminderung an ungesittigten Fettsduren
fiihrt, welche sich allerdings erst nach ldngerem Wachstum unter diesen Bedingungen bemerkbar
macht (Tab. 16). Moglicherweise konnen die Zellen den Verlust von Efglp durch andere OLE]
induzierende Faktoren oder aber durch bereits vorhandene Fettsduren {iber einen gewissen
Zeitraum kompensieren. Letztere Moglichkeit ist auch dadurch gegeben, dass die hypoxisch
angezogenen Kulturen von aeroben Vorkulturen angeimpft wurden. Ist geniigend Sauerstoff
vorhanden, so ist die OLEI-Expression nicht von Efglp abhdngig (3.4.1, Abb. 22), so dass
zumindest zu Beginn des hypoxischen Wachstums noch geniigend Olel-Protein bzw. Olsiure in
den efg/-Mutantenzellen vorhanden gewesen sein konnte.

Hypoxische Bedingungen im Wildtyp bewirken eine Zunahme an Olsiure (C18:1) und
gleichzeitiger Abnahme an C18:2 und C18:3 Fettsduren (Tab. 16). Bei stationdren Kulturen zeigt
sich derselbe Effekt, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiithren ist, dass die Zellen bei der
hohen Dichte ebenfalls leicht anaerob wachsen. Die normoxisch angezogenen efg/-Mutante
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(Tab. 16 B) zeigt hier, trotz hoher Zelldichte (ODgyp > 7) und damit Abnahme der
Sauerstoftverfligbarkeit, keine Verringerung an C18:2 und C18:3 Fettsduren. Vermutlich spiegelt
sich, wie unter hypoxischen Bedingungen, das Fehlen von Efglp erst zu einem spéteren
Zeitpunkt in der Fettsdurezusammensetzung wider. Messungen der Promotoraktivitdt unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen {iiber mehrere Stunden unterstiitzen diese
Hypothese (3.4.3, Abb. 25). Bei Normoxie liegt die OLE-Promotoraktivitit der efg/-Mutante
erst nach 12 Stunden Wachstum unterhalb der des Wildtyps, bei Hypoxie direkt zu Beginn (3 h).
Der Theorie =zufolge konnte eine Anderung der Fettsiurezusammensetzung bei
Sauerstoffanwesenheit somit frithestens 12 Stunden spéter als bei Sauerstoffabwesenheit
beobachtet werden. Die Kulturen fiir die Analysen wurden jedoch zu denselben Zeitpunkten
geerntet.

Die Werte der Tab. 17 (3.4.3) zeigen das Verhiltnis der ungesittigten zu den gesittigten
Fettsduren in Wildtyp und efg/-Mutanten an. Unter hypoxischen Bedingungen (auch stationére
Wachstumsphase) verschiebt sich das Verhiltnis mehr auf die Seite der ungeséttigten Fettséuren,
was sich womdglich auch in der Lipidzusammensetzung der Membran auswirkt.
Ausschlaggebend ist hauptsichlich der Anstieg der Olsdure (C18:1), wihrend Zellen der
exponentiellen Wachstumsphase unter normoxischen Bedingungen insgesamt einen geringeren
Anteil an ungesittigten Fettsduren besitzen, aber dennoch einen hdheren Anteil an mehrfach
ungesittigten Fettsduren (C18:2, C18:3) (Tab. 16). Denkbar wire, dass die Membran von
Hefezellen normoxisch zwar insgesamt aus weniger ungesittigte Fettsduren aufgebaut ist als
hypoxisch, dieses aber durch einen hoheren Anteil an mehrfach ungesittigten Fettsduren
ausgeglichen wird. Hypoxisch wachsende Zellen konnen aufgrund des Sauerstoffmangels
weniger Fettsduren desaturieren und behalten mehr C18:1 Fettsduren zuriick, um die Fluiditat der
Membran nicht zu stark zu beeinflussen. Vielleicht bendtigen die Zellen unter hypoxischen
Bedingungen zwar eine fluide, aber trotzdem stabilere Membran als bei Normoxie. Auffallig ist,
dass das Verhiltnis der Fettsduren (ungesittigt/gesittigt) von efg/-Mutanten, die ldnger mit
99,9 % N, begast wurden, einen niedrigen Wert aufweist, weil etwa 80 % der mehrfach
ungesittigten Fettsiuren fehlen (Tab. 16). Da die Olsiure essentiell fiir das Wachstum von
C. albicans ist (Krishnamurthy et al., 2004) und efg/-Mutanten weniger Olelp synthetisieren,
werden moglicherweise weitere Desaturierungsschritte reprimiert, um trotz Hypoxie und
Abwesenheit von Efglp ein Wachstum zu erlauben. Die Reduktion an Linol- und Linolensdure
scheint sich dennoch in einem langsameren Wachstum bemerkbar zu machen, wie der
Wachstumskurve von Wildtyp und Mutante der Abb. 10 (3.2.1) entnommen werden kann.
Anscheinend wird Efglp bei ldingerem Wachstum unter hypoxischen Bedingungen bendtigt, um
eine effektive Synthese von ungesittigten Fettsduren zu gewdhrleisten, wodurch auch das
Wachstum von C. albicans unterstiitzt wird.

Weitere Hinweise darauf, dass das APSES-Protein Efglp neben dem filamentdsen Wachstum
auch die Zusammensetzung der Zellwand/-membran reguliert, konnen den Sensitivitétstests auf
SDS- und Congo red-Medium entnommen werden (3.7; Abb. 33, Abb. 34). efg/-Mutanten sind
stark sensitiv gegeniiber der Zellwand angreifenden Substanz Congo red. Entsprechend dazu
werden den Transkriptomanalysen zufolge einige Gene fiir Zellwandproteine (z.B. ALS4) und
Zellwandbiogenese (z.B. ECM21) in efgl-Mutanten geringer exprimiert als im Wildtyp (Tab. 21
bis Tab. 25, Anhang). Da Efglp unter hypoxischen Bedingungen induzierend auf die
Biosynthese von ungesittigten Fettsduren wirkt (3.4.3, Tab. 16) und damit wahrscheinlich auch
auf die Lipidzusammensetzung der Membran, ist eine Sensitivitdt gegeniiber der Membran-
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Schiadigenden Substanz SDS zu erkldren (3.7.1). Diese macht sich vor allem bei einem
Sauerstoffmangel und niedrigen Temperaturen (24 °C) stark bemerkbar (Abb. 34) und wird nicht
etwa durch eine verminderte Expression von Genen der Resistenz ausgelost (3.3.3, Abb. 19 D).
Die efg/-Mutante zeigt einen Defekt in der Synthese von mehrfach ungesittigten Fettsduren,
welche um 80 % reduziert werden (3.4.3). Je niedriger die Temperatur, desto mehr ungeséttigte
Fettsduren werden allerdings bendtigt, um die Membranflexibilitdt beibehalten zu konnen. Greift
nun SDS zusitzlich in die Membranstrukturen ein, so ist denkbar, dass die Mutante deshalb
besonders empfindlich gegeniiber SDS reagiert und nicht mehr in der Lage ist zu wachsen (3.7;
Abb. 34: 24 °C, 99,9 % N,). Wie bei der Regulation des filamentésen Wachstums unter
hypoxischen Bedingungen (4.1.1, Abb. 35), scheint Ethlp auch beim Membranaufbau einen
Einfluss auf die Funktion von Efglp zu besitzen. Bei Wachstum auf SDS-haltigem Medium
kann eine zusdtzliche Disruption von EFHI in einer efg/-Mutante deren Sensitivitit leicht
supprimieren.

Der Transkriptionsfaktor Efglp ist unter hypoxischen Bedingungen sowohl fiir die Repression
der Hyphenbildung, als auch fiir die Aktivierung der Biosynthese von mehrfach ungeséttigten
Fettsduren verantwortlich. Wie und ob das filamentdse Wachstum im Zusammenhang mit einer
verringerten Synthese mehrfach ungeséttigter Fettsduren steht ist ungeklért. Es wére zumindest
denkbar, dass das filamentose Wachstum, auch in Anbetracht der Funktion einer Hyphe
(Invasion, Penetration), eine stabilere Membran benétigt als beim Wachstum in der Hefeform.



Zusammenfassung 84

5 Zusammenfassung

Candida albicans ist ein humanpathogener Pilz, der sowohl oberfldchliche als auch systemische
Mykosen verursachen kann. Wahrend der Infektion stof3t der Pathogen somit auf sauerstoffreiche
(normoxische), aber vor allem auch auf sauerstoffarme (hypoxische) Bedingungen, wie sie in
Organen oder wihrend der Phagocytose durch Wirtszellen vorkommen. Um bei
unterschiedlichen Sauerstoff-Konzentrationen die Uberlebensfihigkeit und die Virulenz aufrecht
zu erhalten, muss der Pilz seinen Metabolismus und seine Morphologie den Bedingungen
anpassen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe von genomweiten Transkriptomanalysen
sowie Untersuchungen zur Zellmorphologie, die hypoxische Antwort von C. albicans untersucht.
Hierbei stand die Beteiligung des Transkriptionsfaktors Efglp im Vordergrund. Efglp ist ein
zentraler Regulator der Morphogenese und des Metabolismus von C. albicans. Unter
normoxischen Bedingungen vermittelt er iiber einen Proteinkinase A (PKA)-abhidngigen
Signalweg die Aktivierung des filamentdsen Wachstums und der Glykolyse sowie die
Repression des oxidativen Stoffwechsels.

Durch Transkriptomanalysen konnte gezeigt werden, dass C. albicans bei Sauerstoffmangel die
Expression von Genen des fermentativen Metabolismus, der Stressantwort, der
Fettsdurebiosynthese sowie hyphenspezifischer Gene induziert, wihrend Gene des oxidativen
Metabolismus reprimiert werden. Eine Induktion glykolytischer Gene wird bei der Modellhefe
Saccharomyces  cerevisiae  dagegen nicht beobachtet. ~Weiterhin  wurde  durch
Transkriptomanalysen einer efg/-Mutante deutlich, dass Efglp eine entscheidende Rolle fiir die
hypoxische Regulation mehrerer Gene besitzt. Unerwarteterweise ist Efglp aber nicht an der
hypoxischen Aktivierung und Repression der Glykolyse bzw. des oxidativen Stoffwechsels
beteiligt. Der durch Hypoxie ausgeldste positive Einfluss von Efglp auf die Fettsdurebiosynthese
konnte durch Analysen der Fettsdurezusammensetzung bestitigt werden. Erhohte Sensitivitidten
einer efg/-Mutante gegeniiber Inhibitoren werden mdglicherweise durch eine verdnderte
Zusammensetzung der Membranlipide verursacht.

Die Bedeutung von Efglp fiir das hypoxische Verhalten von C. albicans wurde durch
Untersuchungen der Zellmorphologie bestitigt. Bei Temperaturen unterhalb von 37 °C und
Sauerstoff-Limitierung wuchsen efg/-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in hyperfilamentdser
Form. Zwei Proteinkinasen (Sch9p, Rim15p) wurden identifiziert, deren Ausfall ebenfalls ein
verstarkt filamentoses Wachstum ausloste, wéahrend sich PKA-Mutanten wie der Wildtyp
verhielten. Somit sind Efglp, Sch9p und Rim15p drei Komponenten, die die Hyphenbildung
unter hypoxischen Bedingungen blockieren. Bei hoheren Temperaturen hingegen ist Efglp, nicht
aber Sch9p und Riml5p, auch unter hypoxischen Bedingungen an der Aktivierung der
Hyphenbildung beteiligt. Moglicherweise ist die voriibergehende Repression der Hyphenbildung
bei Sauerstoffmangel eine Voraussetzung fiir die Proliferation in menschlichem Gewebe und
Zellen und somit eine wichtige Voraussetzung fiir die Virulenz von C. albicans.
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7  Abkiirzungsverzeichnis

°C

u

A
Abb.
ACP
Amp
AP
APS
ARS
AS
ATP

b (bp)
BCS
bHLH
bidest.
BSA
bzw.
ca.

C

C. albicans
CASA
cDNA
CFU
ChIP
C-Quelle
DAPI
DEPC
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
ER
Fa.
FDR

g

G

h

HA
HEPES

HRE
IP

Grad Celsius

mikro

Adenin

Abbildung
Acylcarrierprotein
Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
Autonom replizierende Sequenz
Aminoséure
Adenosin-5’-triphosphat
Basen (Basenpaare)
Bathocuproindisulfonséure
basic Helix-Loop-Helix
bidestilliert
Rinderserumalbumin
beziehungsweise

circa

Cytosin

Candida albicans
Casaminosduren
komplementire DNA

Colony Forming Unit
Chromatinimmunprazipitaion
Kohlenstoffquelle

4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat
Dimethylformanid
Demethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxinukleotid
1,4-Dithiothreitol
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
endoplasmatisches Retikulum
Firma

false discovery rate

Gramm

Guanin

Stunde

Himagglutinin
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-ethansulfonsiure
hypoxia response element
Immunprézipitation
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k.A.
kb
kDa
LB

log
LORE
M

mA
MCB
MCS
min

ml
mM
MOPS
mRNA
nm
ODX
ONPG
ORF
PAA
PBS
PCKlp
PCR
PEG
pers.
pH
PKA
POD
PVDF
RLU
RNA
RNase
mRNA
rRNA
RSAT
RT
RT-PCR
SAM
SATI1

SDS
ss
SSC
SSPE
STRE

keine Angabe

Kilobasenpaare

Kilodalton

Néhrmedium nach Luria-Bertani
logarithmisch

low oxygen response element
Molar

Milliampere

Mlul cell cycle box

multiple cloning site

Minuten

Milliliter

Millimolar
4-Morpholinopropansulfonsdure
messenger RNA

Nanometer

optische Dichte bei A = x nm
o-Nitrophenyl 3-D-Galactopyranosid
offener Leserahmen
Polyacrylamid

Phosphate buffered saline
PCK1-Promotor

‘polymerase chain reaction’
Polyethylenglycol

personlich

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-konzentration

Proteinkinase A

Peroxidase

Polyvinyliden Fluorid

relative Lichteinheiten

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

messanger RNA

ribosomale RNA

regulatory sequence analysis tools
Raumtemperatur

reverse transcriptase polymerase chain reaction
Significance Analysis of Microarrays
Gen fiir Streptothricin-Acetyl-Transferase
Sekunde

Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat

Einzelstrang

standard saline citrate

saline sodiumphosphat-EDTA

general stress responsive element
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Tab.
TAE
TBE

TE
TEMED
Tris

X-Gal
YNB
YPD
wt

z. B.

Thymidin

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylen-diamin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
units

unter anderem

iiber Nacht

Umdrehungen pro Minute

vergleiche
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-pB-D-galactopyranosid
Yeast nitrogen base

Yeast extract-Pepton-Dextrose (Vollmedium)
Wildtyp

zum Beispiel
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8 Anhang

Tab. 19: Microarray-Experiment ,,wt HF/NF“. Regulierte Gene im Wildtyp CAF2-1 unter hypoxischen im
Vergleich zu normoxischen Bedingungen (164 Gene bei einer FDR' von 5,5 %). Die Anzucht erfolgte in fliissigem
YPD-Medium bei 30 °C (Tab. 10).

'FDR: , false discovery rate“: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

2g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert” bezeichnet wird.

Gen-Name Orf- CA- Nummer Beschreibung (nach CandidaDB: -fache q-
Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation Wert?

Positiv regulierte Gene

Ergosterolsynthese
ERGII CA1387 orf19.922 cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 2,5 0,52
ERG251 CA0875 orf19.4631 C-4 sterol methyl oxidase 1,6 0,52
ERG3 CA1956 orf19.767 C5,6 desaturase 2,4 0,52
ERGS CA4418 orf19.5178 C-22 sterol desaturase 2,2 0,52
orf19.391 CA3878 orf19.391 Upc2p RNA polymerase II transcription factor 1,6 0,52
POTI14 CA0290 orf19.1591 acetyl-CoA acetyltransferase 1,7 0,52
Eisenmetabolismus
FRES CA2556 orf19.5634 ferric reductase transmembrane component 34 5,53
FTRI CAS5345 orf19.7219 high affinity iron permease 1,6 0,52
Fermentation
ADHI CA4765 orf19.3997 alcohol dehydrogenase 3,8 0,52
ADH?2 CA3923 orf19.5113 alcohol dehydrogenase 1 1,6 0,52
ADHS5 CA2391 orf19.2608 probable alcohol dehydrogenase 1,5 0,52
Fettsiduresynthese
ACCI CA5816 orf19.7466 acetyl-coenzyme-A carboxylase 2,8 0,52
FASI CA5426 orf19.979 Fatty-acyl-CoA synthase 2,8 2,29
FAS2.3F CA6107 orf19.5949 fatty-acyl-CoA synthase 1,7 4,17
FAS2.5F CA6105 orf19.5951 fatty-acyl-CoA synthase L5 0,52
OLE] CA3921 orf19.5117 Stearoyl-CoA desaturase 3,5 0,52
Glykolyse
ENOI1 CA3874 orf19.395 Enolase I (2-phosphoglycerate dehydratase) 2,4 0,52
FBAI CA5180 orf19.4618 fructose-bisphosphate aldolase 3,5 0,52
GAPI CA5892 orf19.6814 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 34 0,52
GLK1 CA0263 orf19.13 aldohexose specific glucokinase 2,9 0,52
GPM1 CA4671 orf19.903 phosphoglycerate mutase 2,9 0,52
PDCI1 CA2474 orf19.2877 Pyruvate decarboxylase 2,6 0,52
PFK2 CA3112 orf19.6540 6-phosphofructokinase 1,6 0,80
PGII CA3559 orf19.3888 Glucose-6-phosphate isomerase 2,8 0,52
PGK1 CA1691 orf19.3651 Phosphoglycerate kinase 4,2 0,52
PYC2.EXON?2 CA1464 orf19.789 Pyruvate carboxylase 2 1,6 2,29
TPII CA5950 orf19.6745 Triose phosphate isomerase 2,5 0,52
TPS3.3 CAS5505 orf19.5348 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase 2,3 0,52
Hyphenspezifische Gene
ALS12.3F CA0413 orf19.2122 agglutinin-like protein 8,5 0,52
DDR48 CA4336 orf19.4082 stress protein 2,3 0,52
HWPI CA2825 orf19.1321 Hyphal wall protein 4,1 2,29
RBTS CA2558 orf19.5636 repressed by TUP1 protein 5,5 0,52
Streflantwort
CTAI CA3011 orf19.6229 catalase A, peroxisomal 3,6 1,83
GRP2 CA2644 orf19.4309 Reductase 1,7 2,29
HSPI2 CA0627 orf19.3160 Heat shock protein 9,6 0,52
SSA1 CA2857 orf19.1065 Heat shock protein of HSP70 family 2,5 2,29
SSA4 CA1230 orf19.4980 cahsp70 mRNA for heat shock 1,6 0,52
SSC1 CA4474 orf19.1896 Mitochondrial heat shock protein 70-related protein 1,7 4,17
SSUS1 CA2188 orf19.4772 protein involved in HOGI signal transduction 1,7 4,17
pathway
Translation

BEL1.EXON2 CA4589 orf19.6906.1 protein of the 40S ribosomal subunit 1,6 1,83
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PRTI CA4892
RNR21 CA4155
RPLIOE CA5200
RPLI8.EXON2 CA6079
RPS74 CA1502
Zellwand/-membran

ALG2.5 CA1530
ECM33.3 CA3115
PGA6 CA2625
PLB4.3F CA0186
PLB4.5F CAO0185
SUN41 CA0883
SUN42 CA5232
Unbekannte und unklassifizierte
ACTI CAS5255
CBPI CA5559
CDC5 CA2986
CPY1.3F (PRCI) CA0430
FUN30 CA3229
GPHI CA5206
HHT21 CA2861
HXK2.3F CA0127
HXT62 CA1067
IFA6 CA4419
orfl9.1151 CA1330
orf19.1573 CA0761
orf19.1728 CAl1644
orf19.1729 CA1643
orfl19.1872 CA4490
orf19.1964 CA2947
orf19.1964 CA2302
orfl9.2119 CA2727
orf19.2296 CA0446
orf19.2368 CA2748
orf19.2374 CA2752
orf19.2451 CA0380
orf19.251 CA0828
orf19.2758 CA1898
orf19.2762 CA4127
orfl19.2825 CA0381
orf19.3037 CA5065
orf19.3261 CA5454
orf19.3414 CA0055
orf19.3712 CA3141
orf19.4246 CA2186
orf19.4280 CA3067
orfl19.5315 CA5482
orf19.5372 CA2216
orfl19.5525 CA0210
orf19.5539 CA1923
orf19.5667 CA4376
orf19.5976 CA6083
orf19.6608 CA3848
orf19.6614 CA5811
orf19.6882 CA4570
orf19.7310 CA5547
orf19.7350 CA5650
orf19.842 CA2020
PGA34 CA2548
PGA54 CA2769
PGA56 CA0171
PHOS88 CA5563
PMAI CA2300
POLO CA2217
PRCI CA0430
ODRI1 CA4501

orf19.6584
orf19.5801
orf19.7015
orf19.5981.1
orf19.1700

orf19.1221
orf19.3010.
orf19.4765

Ju—

orf19.1443
orf19.1442
orf19.3642
orf19.5032

orf19.5007
orf19.7323
orf19.6010
orf19.1339
orf19.6291
orf19.7021
orf19.1061
orf19.542
orf19.2023
orf19.5177
orf19.1151
orf19.1573
orf19.1728
orf19.1729
orf19.1872
orf19.1964
orf19.1691
orf19.2119
orf19.2296
orf19.2368
orf19.2374
orf19.2451
orf19.251
orf19.2758
orf19.2762
orf19.2825
orf19.3037
orf19.3261
orf19.3414
orf19.3712
orf19.4246
orf19.4280
orf19.5315
orf19.5372
orf19.5525
orf19.5539
orf19.5667
orf19.5976
orf19.6608
orf19.6614
orf19.6882
orf19.7310
orf19.7350
orf19.842
orf19.2833
orf19.2685
orf19.1105.2
orf19.7327
orf19.5383
orf19.5373
orf19.1339
orf19.508

Translation initiation factor eIF3

ribonucleoside-diphosphate reductase

Ribosomal protein L10, cytosolic
Ribosomal Protein RPL18B
ribosomal protein

mannosyltransferase, 5-prime end
cell wall biogenesis

Putative glycosylphosphatidylinositol-modified

protein

Phospholipase, 3-prime end
Phospholipase, 5-prime end
Putative cell wall beta-glucosidase
Putative cell wall beta-glucosidase

actin

Corticosteroid binding protein
Cell-cycle protein kinase
Carboxypeptidase Y precursor
helicases of the Snf2/Rad54 family
Glycogen phosphorylase
Histone H3

hexokinase II, 3-prime end
sugar transporter

Unknown function

unknown function

P-type ATPase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Ndt80p meiosis-specific protein
Similar to mucin proteins
unknown function

GAG protein of retrotransposon pCal
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Pablp mRNA polyadenylate-binding protein
member of the FRP family of proteins

unknown function
unknown function
putative phosphatidyl synthase
unknown function

repeated protein (10 times) of unknown function
Candida albicans Tca2 retrotransposon

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Osmlp osmotic growth protein
Gin3p

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Involved in phosphate transport

plasma membrane H+-transporting ATPase

pol polyprotein, reverse transcripase
Carboxypeptidase Y precursor
putative antibiotic resistance proteins

53
1,7
2,0
1,5

2,1
2,5
1,6

1,6
1,8

2,1

1,9
1,7
1,6
1,6
2,0

2,0
1,5
1.8
2,1
1,6
1,6
1,7

2,2
2,4
6,9
1,5

8,6
2,4

3,0
1,6

1,6
1,8
3,5
1,6

2.3
2,5
1,8
2,7
2,5
6,5
1,5

1,7
1,6

2,3
1,5
1,7
4,7

1,9
6,5

3,8
1,8
2,0

3,08
0,80
2,29
0,80
2,29

3,08
0,52
0,52

0,52
1,43
0,52
0,52

0,80
0,80
0,80
0,52
0,52
1,83
1,41
1,43
0,52
1,41
0,52
2,29
0,80
0,52
0,52
0,52
0,52
0,80
0,52
5,53
0,52
0,52
0,52
0,80
0,52
0,52
0,52
0,52
0,80
0,80
1,43
0,52
0,80
0,52
0,52
0,52
4,17
3,08
0,80
0,52
3,08
3,08
0,52
2,29
1,43
2,29
2,29
2,29
2,29
0,52
0,52
0,52
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RATI
SBPI
SCS7
SCw1
SIK1
SPB1
SUR2

TKL1
TOSI
UBI4

CA3242
CA2951
CA4852
CA0156
CA5975
CA0443
CA2225

CA3924
CA2303
CA5932

Negativ regulierte Gene

Atmungskette

COX13 CA4536
CYTI CA0864
orf19.2821 CA0540
orf19.4016 CA4783
orf19.913.2 CAO0118
QOCR2 CA2065
RIPI CA6149
(ATP-Synthese)

ATP1.EXON3 CA4457
ATP2 CA4362
ATP3.3 CA1489
ATPS CA5775
ATP7 CA1907
orf19.5598.2 CA2973
MIR1 CA1513
orf19.5231.2 CA1107
orf19.5598.2 CA2973
PHO84.3EO0C CA1782
STF2 CA2738
Tri-Carbonséiure-Zyklus
ACO1 CA3546
CIT1.EXON2 CA3909
FUMI12.3F CA4351
FUMI2.5F CA4349
IDH1.3 CA4753
IDH?2 CA4148
KGD2 CA2997
Unbekannte und unklassifizierte
DBF2 CA0205
FRE30.3 CA3416
FRE30.53 CA3415
GPX2 CAO0558
IFE2 CA2075
FKH2 CA5754
0GG1 CA5318
orf19.1590 CA0289
orf19.1682 CA0216
orfl19.26 CA3609
orf19.2954 CA4178
orf19.3264 CA5456
orf19.3679 CA4048
orf19.3926 CA2231
orf19.6124 CA2996
orf19.6223 CA0400
orf19.6474 CA0973
orf19.6493 CA1727
orf19.695 CA2209
orf19.718 CA1240
orf19.7386 CA5684
orf19.952 CA5408

orf19.4681
orf19.5854
orf19.3822
orf19.1779
orf19.7569
orf19.76

orf19.5818

orf19.5112
orf19.1690
orf19.6771

orf19.1467
orf19.3527
orf19.2821
orf19.4016
orf19.913.2
orf19.2644
orf19.5893

orf19.6853.3
orf19.5653
orf19.3223
orf19.5419
orf19.2785
orf19.5598.2
orf19.4885
orf19.5231.2

orf19.5598.2
orfl19.1172
orf19.2107.1

orf19.6385
orf19.4393
orf19.6725
orf19.6724
orf19.4826
orf19.5791
orf19.6126

orf19.1223
orf19.6139
orf19.6140
orf19.85
orf19.5288
orf19.5390
orf19.7190
orf19.1590
orf19.1682
orf19.26
orf19.2954
orf19.3264
orf19.3679
orf19.3926
orf19.6124
orf19.6223
orf19.6474
orf19.6493
orf19.695
orf19.718
orf19.7386
orf19.952

5 -3 Exoribonuclease

RNA binding protein-like

Required for hydroxylation of ceramide
glucanase

nucleolar protein involved in pre-rRNA processing
Putative methyltransferase

Hydroxylation of C-4 of the sphingoid moiety of
ceramide

transketolase

putative Anchor subunit of a-agglutinin
Polyubiquitin

cytochrome-c oxidase chain VIa
cytochrome-cl

NADH dehydrogenase (ubiquinone)
ubiquinol-cytochrome-c reductase

Qcr6p ubiquinol-cytochrome-c reductase
Ubiquinol--cytochrome-c reductase 40KD
Ubiquinol cytochrome-c reductase

F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit
F1F0-ATPase complex, F1 beta subunit
F1F0-ATPase complex, F1 gamma subunit
F1F0-ATPase complex, OSCP subunit
F1F0-ATPase complex, FO D subunit
F1-ATPase epsilon subunit

phosphate transport protein, mitochondrial
ATP19 subunit K of mitochondrial F1FO-ATP
synthase

F1-ATPase epsilon subunit

Inorganic phosphate transport protein,
ATP synthase regulatory factor

aconitate hydratase

Citrate synthase, exon 2
Fumarate hydratase,

Fumarate hydratase,

isocitrate dehydrogenase (NAD+)
Isocitrate dehydrogenase (NAD+)
2-oxoglutarate dehydrogenase

putative ser/thr protein kinase
ferric reductase Fre2p

ferric reductase

glutathione peroxidase
Unknown function

Fork head protein type transcription factor
8-oxoguanine DNA glycosylase
unknown function

unknown function

Pngl1P peptide:N-glycanase
unknown function

unknown function

unknown function

Rny]1 ribonuclease

Ace2p transcription factor
Spo22 involved in sporulation,
unknown function

unknown function

unknown function

Rrn11p involved in RNA polymerase [
unknown function

unknown function

1,7

1,6
2,0

5.1
1,6

8,2
1,7
2,2

0,62
0,64
0,67
0,58
0,63
0,55
0,63

0,45
0,52
0,56
0,52
0,56
0,63
0,39
0,62

0,64
0,61
0,67

0,63
0,56
0,41
0,53
0,54
0,55
0,65

0,48
0,55
0,56
0,63
0,51
0,64
0,60
0,61
0,63
0,64
0,66
0,54
0,33
0,66
0,50
0,48
0,43
0,54
0,64
0,51
0,65
0,44

4,17
5,53
1,41
0,52
2,29
4,17
0,80

0,80
0,52
0,80

0,52
1,43
1,83
0,52
1,83
0,52
0,52

0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
2,29
0,52
0,52

2,29
0,52
1,83

1,41
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52
0,52

0,52
0,52
0,52
0,80
0,52
2,29
0,80
0,52
0,52
1,83
2,29
3,08
0,52
1,83
3,08
0,52
1,83
0,52
3,08
0,52
0,52
0,52
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PDE?2 CA3450 orf19.2972 Nucleotide phosphodiesterase 0,65 2,29
YHBI CA0943 orf19.3707 flavohemoglobin 0,27 0,52
YNK1 CA2645 orf19.4311 Nucleoside diphosphate kinase 0,53 0,52

Tab. 20: Microarray-Experiment ,,efg! HF/NF“. Regulierte Gene in der efg/-Mutante HLC52 im Vergleich zum
Wildtyp CAF-21 unter hypoxischen Bedingungen (373 Gene bei einer FDR' von 5,5 %). Die Anzucht erfolgte in

fliissigem YPD-Medium bei 30 °C (Tab. 10).

'FDR: , false discovery rate“: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

’g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert* bezeichnet wird.

Gen-Name Orf- CA-Nummer
Nummer

Positiv regulierte Gene

Atmungskette

COX15 CA1688 orf19.3656
CYBS5 CA5645 orf19.7049
NCP1 CA3327 orf19.2672
DNA Replikation

MCM3 CA4471 orf19.1901
RNR21 CA4155 orf19.5801
RNR22 CA4492 orf19.1868
Eisenmetabolismus

FET34.3EOC CA1431 orf19.1206
FETS CA2920 orf19.4215
FTRI CAS5345 orf19.7219
FTR2 CA5354 orf19.7231
Ergosterolsynthese

ERGI3 CAS5549 orf19.7312
ERGI1 CA1387 orf19.922
ERG251 CAO0875 orf19.4631
ERG3 CA1956 orf19.767
ERGS CA4418 orf19.5178
ERG7 CA3994 orf19.1570
orf19.391 CA3878 orf19.391
POTI4 CA0290 orf19.1591
Fermentation

ADHI CA4765 orf19.3997
ADH?2 CA3923 orfl19.5113
Fettsiiuresynthese

OLE] CA3921 orf19.5117
orf19.4048 CA2493 orf19.4048
Glykosylierung

ALG2.5 CA1530 orf19.1221
PMT2 CAS5894 orf19.6812
Glykolyse

ENOI CA3874 orf19.395
FBAI CAS5180 orf19.4618
GAPI CA5892 orf19.6814
GPM1I CA4671 orf19.903
PFKI CA1834 orf19.3967
PGII CA3559 orf19.3888
PGK1 CA1691 orf19.3651
TPI1 CAS5950 orf19.6745
GTP-Bindung

ARF22 CA6093 orf19.5964
FUNII CA3893 orf19.5083
GSP1 CA2675 orf19.5493
GTRI CA1677 orf19.3617
orf19.3977 CA3401 orf19.3977
SAR1.3 CA2029 orf19.3462

Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation
cytochrome oxidase assembly factor 1,9
Cytochrome b5 1,9
NADPH-cytochrome P450 reductase 1,5
replication initiation protein 1,7
ribonucleoside-diphosphate reductase 1,8
ribonucleoside-diphosphate reductase 2,3
iron transport multicopper oxidase 8,1
multicopy oxidase 5,2
high affinity iron permease 3,5
high affinity iron permease 2,0
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A synthase 1,5
cytochrome P450 lanosterol 14a-demethylase 3,1
C-4 sterol methyl oxidase 1,9
C5,6 desaturase 8,1
C-22 sterol desaturase 2,4
lanosterol synthase 1,6
Upc2p RNA polymerase II TF (sterol uptake) 2,0
acetyl-CoA acetyltransferase 1,9
alcohol dehydrogenase 2,3
alcohol dehydrogenase 1 2,6
Stearoyl-CoA desaturase 1,7
putative fatty acid desaturase 1,9
mannosyltransferase 2,0
O-D-mannosyltransferase 1,5
Enolase I (2-phosphoglycerate dehydratase) 1,9
fructose-bisphosphate aldolase 4,0
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2,0
phosphoglycerate mutase 3,7
6-phosphofructokinase, alpha subunit 2,1
Glucose-6-phosphate isomerase 2,4
Phosphoglycerate kinase 2,2
Triose phosphate isomerase 2,2
GTP-binding protein of the ARF family 1,5
putative GTP-binding protein 5,2
GTP-binding protein 1,8
GTP-binding protein 2,8
putative GTP-binding protein 1,6
GTP-binding protein of the ARF family 1,7

q-

Wert

0,82
1,17
0,45

2,46
1,59
0,45

0,25
0,25
0,25
0,45

0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
4,45
0,25
0,25

0,82
0,25

1,08
0,25

3,54
1,17

0,25
0,25
0,25
0,25
0,45
0,25
0,82
0,25

0,93
2,88
1,08
3,54
0,25
2,88
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Hyphenspezifische Gene

RBTS5 CA2558
Transkription

GALI1 CA3928
RPA49 CA0912
RPO26 CA2066
Translation

BELI1.EXONI CA4588
BELI1.EXON2 CA4589
CDC61.3F CA2060
HCRI CA6012
HTS1 CA2494
KRS1 CA5947
MRPLI16 CA0910
MRPL38 CA2607
MRPL9 CA5830
orf19.3341 CA2720
RPLS2 CA3304
RPSI13.3 CA1304
RPSI19A4.3 CA6068
RPS21 CA1715
SESI CA1598
SuUI3 CA5298
TIF3 CA3754
TIF34 CA4166
TIF35 CAS5359
TIF5 CA0667
TRM1 CA5457
Zellwand/-membran

EXGI CA0822
SUN41 CA0883
SUN42 CA5232
Unbekannte und unklassifizierte
ARO2 CA0398
BAT22 CA5040
CC43 CA3005
COS162 CA4134
CYS3 CA5127
DAK2.3EOC CA0776
DBP2. EXON2 CAl415
DBP3 CA1202
DIP2 CA3927
EBP4 CA4030
ENPI CA2449
FURI CA2069
GAAl CA2612
GAP3 CA2638
GAP6 CA4265
GAP7.5EOC CA0160
GOG)S5 CA2980
HEMI15 CA4484
HIS7 CA2447
HPTI CA3787
HSH49 CA3579
ICL1 CA4446
IFO3 CA1393
ILV2 CA0428
IMH3.EXONI1 CA1246
IPF3767 CA0057
LYS2 CA0916
MAKI11 CA2461
MIS12 CA5869
MRT4 CA2283
NOG2.EXON2 CA2848
NOPI CA3570

orf19.5636

orf19.5105
orf19.2017
orf19.2643

orf19.6906.1
orf19.6906.1
orf19.2560
orf19.7613
orf19.4051
orf19.6749
orf19.2019
orf19.5684
orf19.7485
orf19.3341
orf19.2311
orf19.4193.1
orf19.5996.1
orf19.3334
orf19.269
orf19.7161
orf19.3423
orf19.2967
orf19.7236
orf19.4261
orf19.3265

orf19.2990
orf19.3642
orf19.5032

orf19.1986
orf19.6994
orf19.6237
orf19.4240
orf19.6402
orf19.4777
orf19.171
orf19.4870
orf19.5106
orf19.3433
orf19.5507
orf19.2640
orf19.5693
orf19.4304
orf19.6659
orf19.3195
orf19.1232
orf19.1880
orf19.5505
orf19.5832
orf19.2261
orf19.6844
orf19.1766
orf19.1613
orf19.19
unknown
orf19.2970
orf19.1791

orf19.7534
orf19.5550
orf19.5733

orf19.3138

repressed by TUP1 protein 5

DNA-directed RNA polymerase II holoenzyme
DNA-directed RNA polymerase A
DNA-directed RNA polymerase I, II, IIT 18 KD

protein of the 40S ribosomal subunit

protein of the 40S ribosomal subunit
Cytosolic leucyl-tRNA synthetase

putative translation initiation factor 3 subunit
histidine tRNA synthetase

Lysyl-tRNA synthetase

ribosomal protein

ribosomal protein of the large subunit(L14)
Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
Arginyl-tRNA synthetase

60S ribosomal protein L7a.e.B

ribosomal protein

ribosomal protein S19.e

ribosomal protein

seryl-tRNA synthetase

Translation initiation factor eIF2 beta subunit
translation initiation factor e[F4B

Translation initiation factor eIF3, p39 subunit
translation initiation factor eIF3, p33 subunit
Translation initiation factor eIF5
N2,N2-dimethylguanine tRNA methyltransferase

glucan 1,3-beta-glucosidase
Putative cell wall beta-glucosidase
Putative cell wall beta-glucosidase

chorismate synthase

branched chain amino acid aminotransferase
Cell Division Control -like

involved in manganese homeostasis
cystathionine gamma-lyase

dihydroxyacetone kinase

ATP-dependent RNA helicase of DEAD box family
ATP-dependent RNA helicase

beta transducin

NADPH dehydrogenase

Essential nuclear protein

Uracil phosphoribosyltransferase

required for attachment of GPI anchor onto proteins
General amino acid permease

General amino acid permease

general amino acid permease

GDP-mannose transporter

ferrochelatase precursor

Histidine biosynthesis

hypoxanthine guanine phosphoribosy transferase
spliceosome-associated essential protein
Isocitrate lyase (glyoxylate cycle)

putative hydrolase

acetolactate synthase

IMP dehydrogenase

unknown fuction

L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase
involved in cell growth and replication of M1
dsRNA virus

mitochondrial C1-tetrahydrofolate synthase
required for mRNA decay

unknown function Nuclear/Nucleolar GTP-binding
protein,

Fibrillarin

2,5
2,2
2,4

1,6
2,0
1,8
1,8
1,6

1,6
1,6
L5
1,7
1,9
1,5
1,7

1,9
1,7
2,0
1,9

1,8
1,8

52
1,7

s

1,7
1,6
1,8

1,9
1,6
1,9
33
1,7
1.8
1,7

2,8
1,7

1,6
1,6
1.9
4,0

1,6
1,5

2,8
1,5
1,7
1,7

24
1,7
1,5

1,6

0,25

5,46
4,45
2,88

1,59
2,46
0,83
1,59
0,93
1,17
2,88
3,54
4,45
1,59
0,82
1,17
3,54
0,83
0,25
2,08
0,25
1,59
1,59
0,25
4,45

1,19
0,25
0,25

2,08
3,54
5,46
3,54
1,17
3,54
0,25
0,25
2,08
1,17
0,25
5,46
2,88
2,08
1,17
2,08
0,25
5,46
1,19
2,46
0,25
0,25
0,45
1,59
1,17
2,88
5,46
3,54

5,46
1,08
1,19

0,25
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NOP2
NUP2
orf19.1086
orf19.1168
orf19.150

orf19.1518.3
orfl19.1566
orfl19.1569
orfl19.1573
orfl19.1595
orf19.1679
orfl19.1691
orf19.1697
orf19.1729
orf19.1800
orf19.1802
orf19.1865
orfl19.1917
orf19.2119
orf19.2286
orf19.2314
orf19.2374
orf19.2503
orf19.2810
orf19.2998
orf19.3034
orf19.3063
orf19.3159
orf19.319
orf19.3261
orf19.3350
orf19.3463
orf19.3799
orf19.3859
orf19.3876
orfl19.3914
orf19.3969
orf19.4002
orf19.4013
orf19.4030
orf19.4068
orf19.4070
orf19.4219
orf19.4282
orf19.4283
orf19.4330
orf19.4612
orfl19.4742
orf19.4831
orf19.494
orf19.506
orf19.5067
orf19.5103
orf19.5246
0rf19.5279
orf19.5305
orf19.5356
orf19.5372
orf19.5884
orf19.5885
orfl19.6227
orf19.6234
0rf19.6379
orf19.6686
orfl19.6705
orf19.6710

CA4505
CA4270
CA0372
CA1786
CA0010

CA1749
CA3990
CA3993
CA0761
CA0295
CA0837
CA2302
CA1500
CA1643
CA0982
CA0984
CA4495
CA0812
CA2727
CAl1l114
CA3301
CA2752
CA1040
CA2619
CA2814
CA5063
CA5088
CA1268
CA3389
CA5454
CA0986
CA2030
CA1423
CA3097
CA3551
CA3016
CA1309
CA4770
CA4780
CA4795
CA1140
CA1142
CA1318
CA3065
CA3064
CA0646
CA5175
CA1947
CA4749
CA4511
CA4502
CA0533
CA3931
CA5001
CA4973
CA5476
CA5510
CA2216
CA6155
CA6154
CA3012
CA3007
CA3543
CA4289
CA4305
CA4339

orf19.501
orf19.6665
orf19.1086
orf19.1168
orf19.150

orf19.1518.3
orf19.1566
orf19.1569
orf19.1573
orf19.1595
orf19.1679
orf19.1691
orf19.1697
orf19.1729
orf19.1800
orf19.1802
orf19.1865
orf19.1917
orf19.2119
orf19.2286
orf19.2314
orf19.2374
orf19.2503
orf19.2810
orf19.2998
orf19.3034
orf19.3063
orf19.3159
orf19.319
orf19.3261
orf19.3350
orf19.3463
orf19.3799
orf19.3859
orf19.3876
orf19.3914
orf19.3969
orf19.4002
orf19.4013
orf19.4030
orf19.4068
orf19.4070
orf19.4219
orf19.4282
orf19.4283
orf19.4330
orf19.4612
orf19.4742
orf19.4831
orf19.494
orf19.506
orf19.5067
orf19.5103
orf19.5246
orf19.5279
orf19.5305
orf19.5356
orf19.5372
orf19.5884
orf19.5885
orf19.6227
orf19.6234
orf19.6379
orf19.6686
orf19.6705
orf19.6710

nucleolar protein

Nuclear pore protein

unknown fuction

unknown fuction

Tim17p mitochondrial inner membrane import
translocase

unknown fuction
beta-transducin

unknown fuction

P-type ATPase

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

aldehyde dehydrogenase
unknown fuction

Ndt80p meiosis-specific protein
unknown fuction

unknown fuction

GAG protein of retrotransposon pCal
unknown fuction

amino acid permease

unknown fuction

nontransporter of ATP-binding cassette superfamily

Dpb3p DNA-directed DNA polymerase epsilon
unknown fuction

unknown fuction

member of the FRP family of proteins
Mrp20p ribosomal protein of the large subunit
unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

Dunlp protein kinase

unknown fuction

Prilp DNA-directed DNA polymerase
unknown fuction

unknown fuction

Nuclear valosin-containing protein-like
unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

Similar to Legionella pneumophila sbpA
starvation protein -like

unknown fuction

unknown fuction

Similar to dnal proteins

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

Candida albicans Tca2 retrotransposon
unknown fuction

Snul3p U4/U6.US snRNP associated protein
unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

1,6

1,17
4,45
0,25
0,45
2,08

1,17
1,59
2,08
1,59
1,08
2,08
0,25
4,45
0,25
1,17
0,25
0,25
1,19
0,83
0,25
0,82
0,25
1,08
5,46
0,25
0,25
3,54
4,45
2,08
0,82
1,17
1,17
1,19
2,46
2,08
1,19
2,08
1,59
1,08
1,08
1,17
0,25
1,59
0,25
3,54
3,54
2,88
3,54
5,46
1,19
1,17
5,46
2,08
5,46
1,17
1,19
3,54
0,25
2,46
1,19
0,25
0,25
3,54
0,25
1,17
1,59
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orfl19.6723
orf19.6803
orf19.6862
orf19.6882
orf19.6955
orf19.6984
orf19.7098
orf19.7200
orf19.7307
orf19.7310
orf19.7463
orfl19.853
orf19.927
PAN3
PGA26
PGA50
PGAS54
PHOS8S5
PHOSS
POLO
POL30
PRY2
RATI
RCK2
RHR?2
RRP9
SBHI
SCS7
Sou2
SPO70.5F
SSHI.3
SUR2

THR4

TOSI
UGA6.3EOC
URA7

YBN5

YRBI

CA4348
CA5903
CA4465
CA4570
CA4718
CAS5030
CA5601
CA5326
CA5545
CA5547
CA5814
CA0771
CA1383
CA4TTT
CA2885
CA1777
CA2769
CA4448
CA5563
CA2217
CA5178
CA5344
CA3242
CA1881
CA5788
CA2545
CA1072
CA4852
CA3770
CA6102
CA0898
CA2225

CA4139
CA2303
CA3798
CA1635
CA1927
CA5822

Negativ regulierte Gene

Atmungskette

COX4 CA4533
CYTI CA0864
MCRI CA2457
NDH1 CA4633
orf19.2091 CA4810
orf19.2821 CA0540
OCR2 CA2065
OCRY CA0376
(ATP-Synthese)

ATP1.EXON3 CA4457
ATP2 CA4362
ATP3.3 CA1489
ATPS CASTT5
ATP7 CA1907
ATPS.EXON2 CA4830
orf19.5231.2 CA1107
orf19.5598.2 CA2973
STF2 CA2738
Fettsiuresynthese

FAS2.3F CA6107
(Acetyl-CoA-Synthese)

ACHI1 CA0345
PDAI CA4412

orf19.6723
orf19.6803
orf19.6862
orf19.6882
orf19.6955
orf19.6984
orf19.7098
orf19.7200
orf19.7307
orf19.7310
orf19.7463
orf19.853
orf19.927
orf19.4010
orf19.2475
orf19.1824
orf19.2685
orf19.6846
orf19.7327
orf19.5373
orf19.4616
orf19.7218
orf19.4681
orf19.2268
orf19.5437
orf19.2830
orf19.2533.1
orf19.3822
orf19.2897
orf19.5954
orf19.412
orf19.5818

orf19.4233
orf19.1690
orf19.5820
orf19.3941
orf19.754

orf19.7477

orf19.1471
orf19.3527
orf19.3507
orf19.339
orf19.2091
orf19.2821
orf19.2644
orf19.2707.1

orf19.6853.3
orf19.5653
orf19.3223
orf19.5419
orf19.2785
orf19.2066.1
orf19.5231.2
orf19.5598.2
orf19.2107.1

orf19.5949

orf19.3171
orf19.3097

unknown fuction

transmembrane sugar transporter

unknown fuction

Osmlp osmotic growth protein

unknown fuction

unknown fuction

transcriptional regulator

unknown fuction

similar to cytochrome-b5- and nitrate reductases
Gin3p

putative protease

asaprtic proteinase

unknown fuction

comp. of Pablp-dependent poly(A) ribonuclease
unknown fuction

unknown fuction

unknown fuction

Negative regulator of PHO system

Involved in phosphate transport

pol polyprotein, reverse transcripase
Proliferating Cell Nuclear Antigen

putative pathogen related proteins

5 -3 Exoribonuclease

Ca/calmodulin-dependent ser/thr protein kinase
DL-glycerol phosphatase

U3 small nucleolar ribonucleoprot.associated protein
involved in translocation into the ER

Required for hydroxylation of ceramide
Sorbitol utilization protein Sou2p

involved in meiosis and sporulation

involved in co-translational pathway of prot. transp.
Hydroxylation of C-4 of sphingoid moiety of
ceramide

threonine synthase

putative Anchor subunit of a-agglutinin
GABA-specific transport protein, 3-prime end
CTP synthase 1

Putative purine nucleotide-binding protein
GTPase-activating protein

cytochrome-c oxidase

cytochrome-c1

NADH-cytochrome-b5 reductase
Mitochondrial NADH dehydrogenase

Subunit of NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
NADH dehydrogenase (ubiquinone)
Ubiquinol--cytochrome-c reductase
ubiquinol--cytochrome-c reductase

F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit
F1F0-ATPase complex, F1 beta subunit
F1F0-ATPase complex, F1 gamma subunit
F1F0-ATPase complex, OSCP subunit
F1F0-ATPase complex, FO D subunit
F1F0-ATPase complex, Atp8 subunit, exon 2
ATP19 subunit K of FIFO-ATP synthase
F1-ATPase epsilon subunit

ATP synthase regulatory factor

fatty-acyl-CoA synthase

acetyl-coenzyme-A hydrolase
Pyruvate dehydrogenase alpha chain

1,6

1,5
2,0

2,5
1,5
2,0
1,9
2,8
1,8
2,9

1,7
2,0
2,0
1,6

1,5
2,5

3,0
34

1,6
1,7
1,7
1,8

2,0
1,6
1,7

1.8
1,6
2,0

1,6
1,5

0,62
0,66
0,52
0,45
0,57
0,47
0,51
0,59

0,41
0,30
0,62
0,59
0,45
0,65
0,46
0,59
0,35

0,57

0,62
0,32

4,45
0,93
3,54
1,59
5,46
3,54
1,19
1,19
5,46
2,88
0,45
5,46
1,17
2,46
0,93
3,54
0,83
2,88
1,19
0,25
2,08
1,08
2,46
1,17
0,25
0,25
3,54
4,45
0,45
2,08
2,88
2,88

4,45
0,45
0,25
0,45
3,54
1,08

0,25
2,88
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
1,08

0,25
0,25
0,82
1,08
0,25
1,59
0,25
0,25
0,25

0,25

0,82
0,25
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PDXI CAS5242
Fermentation

ALDS CA4159
Glukoneogenese

FBP26 CA5110
PCK1 CAS857
GTP-Bindung

TEM1 CA2812
StreBantwort

HSP104 CAS135
SOD22.3F CAS588
YHBI CA0943
Transkription

CAPI CA0183
CTA24.3 CAS5387
CTA241. EXON1I CA2615
MRPLS CA2999
orf19.5338 CA5497
Tri-Carbonsiure-Zyklus
ACOI CA3546
CIT1.EXON2 CA3909
FUMI12.3F CA4351
FUMI12.5F CA4349
IDH1.3 CAA4753
IDH?2 CA4148
IDP1 CA2131
IDP2 CA0643
KGDI CA3149
KGD2 CA2997
LSCI CA0791
MDH1 CAS164
Unbekannte und unklassifizierte
ADE?2 CA6139
AIP2 CA2406
AMI3 CA5025
AOX2 CA2189
BUB3 CA0526
CAN2 CA1191
CBF1 CA2473
CDCS5S5 CA4535
CDRI1.3F CA0609
CSA1 CAS585
DBF2 CA0205
DPHS52.3E0C CA4284
ECM21.3 CA1707
FDHI1.3 CA6000
FDHI2 CA1846
FRE7 CA5621
FTI1 CA2642
FUN34.5E0C CA3154
GADI CAl564
GALI CA4040
GALI0 CA4041
GDH?2 CA1775
IFE2 CA2075
IFNI CA1137
IFQ1.3F CA2241
IFR2 CA1964
1FS4 CA2891
IPF17799 CA0019
IPF18859 CA0827
MAF1 CA3745
MEP3 CA0302
MIR1 CA1513
MTDI CA4842
NCE102 CA6097

orf19.5021

orf19.5806

orf19.6423
orf19.7514

orf19.3001

orf19.6389
orf19.7111.2
orf19.3707

orf19.1623
orf19.7276.1
orf19.5700
orf19.6129
orf19.5338

orf19.6385
orf19.4393
orf19.6725
orf19.6724
orf19.4826
orf19.5791
orf19.5211
orf19.3733
orf19.6165
orf19.6126
orf19.3358
orf19.4602

orf19.5906
orf19.300
orf19.6979
orf19.4773
orf19.2655
orfl19.111
orf19.2876
orf19.1468
orf19.919
orf19.7114
orf19.1223
orf19.6682
orf19.4887
orf19.7600
orf19.638
orf19.7077
orf19.4307
orf19.6169.2
orf19.1153
orf19.3670
orf19.3672
orf19.2192
orf19.5288
orf19.1979
orf19.4674
orf19.2396
orf19.2467
unknown
unknown
orf19.2173
orfl19.1614
orf19.4885
orf19.3810
orf19.5960

Pyruvate dehydrogenase complex protein X
aldehyde dehydrogenase (NAD+)

Fructose-2,6-bisphosphatase
phosphoenolpyruvate carboxykinase

GTP-binding protein of the RAS superfamily

Heat shock protein
superoxide dismutase
flavohemoglobin

transcriptional acivator
transcriptional activator
transcriptional activator, exon 1
mitochondrial 60s ribosomal subunit
transcriptional activator

aconitate hydratase

Citrate synthase, exon 2

Fumarate hydratase

Fumarate hydratase

isocitrate dehydrogenase (NAD+)
Isocitrate dehydrogenase (NAD+)
isocitrate dehydrogenase, cytosolic
isocitrate dehydrogenase, cytosolic
2-oxoglutarate dehydrogenase
2-oxoglutarate dehydrogenase complex E2
succinate-CoA ligase / synthetase
Mitochondrial malate dehydrogenase

phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
actin interacting protein 2

protein required for normal mitochondrial structure
alternative oxidase

cell cycle arrest protein

amino acid permease

putative centromere binding factor 1

B subunit of protein phosphatase 2A
multidrug resistance protein

mycelial surface antigen

putative ser/thr protein kinase

Diphthamide methyltransferase

Involved in cell wall biogenesis
formaldehyde dehydrogenase

Formate dehydrogenase

Ferric reductase transmembrane component
Rad52 inhibitor

unknown function

Glutamate decarboxylase

galactokinase

UDP-glucose 4-epimerase

NAD-specific glutamate dehydrogenase
unknown function

glycerophosphoinositol transporter
unknown function

unknown function

Pirin protein

unknown function

unknown function

nuclear protein

low affinity high capacity ammonium permease
phosphate transport protein
methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
secretion of proteins that lack classical secretory
signal sequence

0,51
0,44

0,65
0,28

0,64

0,61
0,41
0,22

0,58
0,51
0,53
0,48
0,59

0,27
0,50
0,29
0,38
0,36
0,59
0,62
0,34
0,47
0,62
0,64
0,33

0,51
0,59
0,66
0,33
0,56
0,65
0,53
0,58
0,66
0,58
0,55
0,55
0,47
0,60
0,41
0,46
0,64
0,65
0,51
0,54
0,63
0,34
0,57
0,54
0,60
0,41
0,58
0,52
0,64
0,53
0,48
0,49
0,34
0,63

0,25
0,25

5,46
0,25

2,08

0,82
0,25
0,25

0,25
0,25
0,25
0,25
0,25

0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,45
0,25
0,25

0,25
0,25
1,08
0,25
0,25
1,19
0,25
0,25
0,25
0,83
0,25
2,88
0,25
0,25
0,25
0,25
2,88
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
1,19
0,25
0,25
0,25
1,08
0,45
0,25
0,25
0,45
0,93
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NRGI
orfl9.1151
orfl19.1277
orf19.1306
orfl19.1356
orf19.1562
orf19.1664
orfl19.1785
orfl19.1795
orf19.1861
orf19.204
orf19.2397.3
orf19.2398
orf19.2414
orf19.2439.1
orfl19.251
orfl19.26
orf19.2647
orf19.2659
orf19.2730
orf19.2749
orf19.2753
0r119.279
orf19.285
orf19.2954
orf19.3007.2
orf19.3071
orf19.3233
orf19.3335
orf19.3364
orf19.3378
orf19.3406
orf19.3782.2
orf19.3926
orf19.3963
orfl19.4127
orf19.4246
orf19.4347
orf19.4424
orf19.4430
orf19.449
orfl19.4544
orf19.4579
orf19.4684.2
orf19.4698
orfl19.4811
orf19.4897
orf19.4907
orf19.5008.1
orf19.5069
orfl19.5193
orf19.5282
orfl19.5513
orfl19.5552
orf19.5917
orf19.5961
orf19.6223
orfl19.6225
orfl19.6435
orf19.6580
orfl19.6713
orf19.6720
orf19.6757
orf19.6763
orf19.6807
orf19.6918
orf19.6971

CA5289
CA1330
CAl411
CA1326
CA0258
CA3986
CA3468
CA1168
CA2465
CAO0385
CA3621
CA0026
CA1962
CA0005
CA1916
CA0828
CA3609
CA1726
CA0495
CA1163
CA1170
CA1892
CA2779
CA2782
CA4178
CA3119
CA0578
CA5431
CA1716
CA1196
CA0338
CA2427
CA1184
CA2231
CA1838
CA1158
CA2186
CA2193
CA1363
CA1287
CA0670
CA4202
CA5142
CA3239
CA0641
CA3073
CA2360
CA2021
CA5254
CA1098
CA1761
CA4970
CA2516
CA2285
CA6131
CA6096
CA0400
CA3014
CA5104
CA4888
CA4341
CA4346
CA5940
CA5936
CA5899
CA4599
CA5018

orf19.7150
orfl19.1151
orf19.1277
orf19.1306
orf19.1356
orf19.1562
orf19.1664
orf19.1785
orf19.1795
orf19.1861
orf19.204
orf19.2397.3
orf19.2398
orf19.2414
orf19.2439.1
orf19.251
orf19.26
orf19.2647
orf19.2659
orf19.2730
orf19.2749
orf19.2753
orf19.279
orf19.285
orf19.2954
orf19.3007.2
orf19.3071
orf19.3233
orf19.3335
orf19.3364
orf19.3378
orf19.3406
orf19.3782.2
orf19.3926
orf19.3963
orf19.4127
orf19.4246
orf19.4347
orf19.4424
orf19.4430
orf19.449
orf19.4544
orf19.4579
orf19.4684.2
orf19.4698
orf19.4811
orf19.4897
orf19.4907
orf19.5008.1
orf19.5069
orf19.5193
orf19.5282
orf19.5513
orf19.5552
orf19.5917
orf19.5961
orf19.6223
orf19.6225
orf19.6435
orf19.6580
orf19.6713
orf19.6720
orf19.6757
orf19.6763
orf19.6807
orf19.6918
orf19.6971

similar to transcriptional repressor Nrglp/Nrg2p
unknown function
unknown function
unknown function
thiosulfate sulfurtransferase
unknown function
beta-glucosidase

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

PnglP peptide:N-glycanase
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
Similarity to transcriptionfactors
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

Mih1p M-phase inducing prot. tyrosine phosphatase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

probable formate dehydrogenase
unknown function

Rny1 ribonuclease

unknown function

unknown function

putative phosphatidyl synthase
Probable ser/thr protein kinase

acid phosphatase

unknown function

phosphatidyl synthase

unknown function

Erv29p ER-Golgi transport vesicle protein
unknown function

unknown function

putative tricarboxylate carrier
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

oxidoreductase

unknown function

unknown function

unknown function

Stp2p involved in pre-tRNA splicing
Nas6p subunit of 26S proteasome
Spo22 involved in sporulation, 3-prime end
Pcl7p cyclin protein interacting with Pho85p
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

aldo/keto reductase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

0,56
0,66
0,59
0,62
0,60
0,60
0,66
0,49
0,61
0,60
0,64
0,61
0,45
0,57
0,65
0,65
0,62
0,57
0,28
0,64
0,55
0,43
0,54
0,55
0,66
0,67
0,63
0,52
0,58
0,47
0,66
0,66
0,62
0,65
0,48
0,65
0,63
0,65
0,59
0,54
0,35
0,38
0,63
0,66
0,59
0,44
0,66
0,35
0,54
0,45
0,46
0,41
0,61
0,62
0,41
0,65
0,39
0,64
0,65
0,61
0,46
0,64
0,66
0,63
0,64
0,57
0,61

0,25
0,82
0,25
1,19
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
2,46
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
2,46
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,93
1,59
0,25
2,08
1,08
0,25
0,45
1,19
0,25
0,25
0,83
4,45
0,83
0,25
1,17
0,25
0,83
0,25
0,25
0,25
2,88
0,82
0,25
0,25
0,25
4,45
0,25
0,25
0,25
0,45
2,46
0,93
2,08
5,46
1,17
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orf19.7006
orf19.7085
orf19.7209
orf19.7306
orf19.7341
orf19.7381
orf19.93
orf19.952
PCL2
PETY9
PGAl6
PTC5
RPS31
SDS24
SHM?2
SKS1
SNC2.EXON2
SPC19
SPT16
SRBI10
STE23
TALI
TPS2
UGT51
YDC1
YNK1

CA5194
CA5613
CA5335
CA5544
CA5574
CA5678
CA1987
CA5408
CA1351
CA5388
CA2015
CA3540
CA2011
CA3920
CA0895
CA4039
CA5257
CA2420
CA1409
CA1468
CA1653
CA2582
CA5066
CA0618
CA4406
CA2645

orf19.7006
orf19.7085
orf19.7209
orf19.7306
orf19.7341
orf19.7381
orf19.93
orf19.952
orf19.403
orf19.930
orf19.848
orf19.6376
orf19.3087
orf19.5118
orf19.5750
orf19.3669
orf19.5006.2
orf19.4473
orf19.2884
orf19.794
orf19.5561
orf19.4371
orf19.3038
orf19.2616
orf19.3104
orf19.4311

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

G1/8S specific cyclin

ADP/ATP carrier protein

unknown function

Type 2C Protein Phosphatase

Ubiquitin fusion protein

Similar to S. cerevisiaec YBR214w
Serine hydroxymethyltransferase precursor
serine/threonine kinase

Strong similarity to synaptobrevin, exon 2
spindle pole body protein

general chromatin factor
cyclin-dependent kinase

protease involved in a-factor processing
transaldolase

Threalose-6-phosphate phosphatase
UDP-glucose:sterol glucosyltransferase
alkaline dihydroceramidase

Nucleoside diphosphate kinase

0,59
0,53
0,29
0,49
0,65
0,62
0,63
0,50
0,24
0,35
0,51
0,58
0,64
0,43
0,63
0,59
0,67
0,61
0,49
0,66
0,66
0,56
0,55
0,64
0,56
0,37

0,25
0,25
0,25
0,25
1,17
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
1,08
0,25
0,25
1,17
0,93
0,83
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,45
1,08
2,88
0,25

Tab. 21: Microarray-Experiment ,,efgl/wt HF*“. Regulierte Gene in der efg/-Mutante HLC52 unter hypoxischen
Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 (181 Gene bei einer FDR' von 5,2 %). Die Anzucht erfolgte in
fliissigem YPD-Medium bei 30 °C (Tab. 10).
'FDR: ,false discovery rate: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

2g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert” bezeichnet wird.

Gen-Name

Orf-

Nummer

Positiv regulierte Gene

Atmungskette
RIPI
Eisenmetabolismus
FET31

FET32
FET34.3EOC
FETS

FTRI

FTR2
Ergosterolsynthese
ERGI
Glukoneogenese
FBPI
GTP-Bindung
GTRI
Glykosylierung
KTR?2

MNNY9
Transkription
CTA4

HOS1

JA2

MBPI

MEDS

CA6149

CA2922
CA2923
CA1431
CA2920
CA5345
CA5354

CA1353

CA3199

CA1677

CA1444
CA5681

CA5671
CA1453
CA1155
CA2953
CA2328

CA-Nummer

orf19.5893

orf19.4213
orf19.4212
orf19.1206
orf19.4215
orf19.7219
orf19.7231

orf19.406

orf19.6178

orf19.3617

orf19.4494
orf19.7383

orf19.7374
orf19.4411
orf19.107

orf19.5855
orf19.4497

Beschreibung (nach CandidaDB:
http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/)

Ubiquinol cytochrome-c reductase

cell surface ferroxidase

cell surface ferroxidase

iron transport multicopper oxidase,
multicopy oxidase

high affinity iron permease

high affinity iron permease

squalene epoxidase
Fructose-1,6-bisphosphatase
GTP-binding protein

mannosyltransferase
Required for complex N-glycosylation

Probable transcription factor
Putative histon deacetylase
ATP-dependent RNA helicases-like
transcription factor

transcriptional regulation mediator

-fache
Regulation

1,7
1,6
3,6
2,2
3,6
2,5
1,5
1,6
15

1,6

1,5

1,6
2,4
1,5

q_
Wert?

1,84

4,40
0,53
0,53
4,40
0,53
1,76

4,40
0,53
2,52

3,17
0,53

1,69
0,80
0,80
0,80
4,40
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RPC53 CA1275
Translation

ATE1 CA2736
KRS1 CA5947
RPS15.3 CA6123
SEN15 CA0857
Unbekannte und unklassifizierte
AOX2 CA2189
APNI CA5723
BAT22 CA5040
CAN2 CA1191
CCT2 CA3174
CDRI1 CA6066
CRDI1 CA2832
CTK1 CA4014
DBP2.EXON2 CAl415
ENA21.3 CA4425
ENA22 CA4929
FDH3.3F CA1253
HGTI1 CA1506
HOM?2 CA3984
HPTI CA3787
HUBI CA1206
IFAI2 CA2755
IFAS CA3506
IFC4 CA0442
KREI CA2589
NOG2 CA2847
NPR2 CA3381
orf19.1049 CA0925
orf19.138 CA1815
orfl9.1418 CA3959
orf19.1490 CA1345
orf19.1539 CA1028
orf19.1588 CA3157
orf19.1708 CA1559
orf19.1863 CA4497
orf19.1885 CA4481
orf19.1902 CA4470
orf19.2041 CA3650
orf19.2049 CA3657
orfl19.2333 CA3338
orf19.2459 CA1872
orf19.2685 CA2769
orf19.284 CA2781
orf19.286 CA2783
orf19.3245 CA5442
orf19.3261 CA5454
orf19.3475 CA2903
orf19.3852 CA1032
orf19.3876 CA3551
orf19.3969 CA1309
orf19.4191.2 CA1307
orf19.4193 CA1305
orf19.4282 CA3065
orf19.454 CA0475
orfl19.4612 CA5175
orf19.4792 CA2839
orf19.5019 CA5244
orf19.5065 CAO0535
orf19.5297 CA2159
orf19.5305 CA5476
orfl19.5314 CA0097
orf19.5340 CA5498
orf19.5491 CA2678
orfl19.5725 CA2049
orf19.5840 CA3780

orf19.2715

orf19.2110
orf19.6749
orf19.5927
orf19.4464

orf19.4773
orf19.7428
orf19.6994
orfl19.111
orf19.1402
orf19.6000
orf19.4784
orf19.1619
orf19.171
orf19.5170
orf19.6070
orf19.1774
orf19.4527
orf19.1559
orf19.5832
orf19.3774.1
orf19.5619
orf19.6353
orf19.2292
orf19.4377
orf19.5733
orf19.328
orf19.1049
orf19.138
orf19.1418
orf19.1490
orf19.1539
orf19.1588
orf19.1708
orf19.1863
orf19.1885
orf19.1902
orf19.2041
orf19.2049
orf19.2333
orf19.2459
orf19.2685
orf19.284
orf19.286
orf19.3245
orf19.3261
orf19.3475
orf19.3852
orf19.3876
orf19.3969
orf19.4191.2
orf19.4193
orf19.4282
orf19.454
orf19.4612
orf19.4792
orf19.5019
orf19.5065
orf19.5297
orf19.5305
orf19.5314
orf19.5340
orf19.5491
orf19.5725
orf19.5840

DNA-directed RNA polymerase I1I

arginyl tRNA transferase

Lysyl-tRNA synthetase

40S ribosomal protein S15,

tRNA splicing endonuclease delta subunit

alternative oxidase

AP endonuclease, exonuclease I1I homologue
branched chain amino acid aminotransferase
amino acid permease

chaperonin of the TCP1 ring complex,cytosolic
multidrug resistance protein

Cu-transporting P1-type ATPase

probable cell division protein kinase
ATP-dependent RNA helicase of DEAD box family
P-type ATPase,

P-type ATPase involved in Na+ efflux
formate dehydrogenase,

hexose transporter

Aspartate-semialdehyde dehydrogenase
hypoxanthine guanine phosphoribosy transferase
Ubiquitin-like modifier

unknown function

unknown function

unknown function

secretory pathway protein

unknown function

nitrogen permease regulator

unknown function

unknown function

Sec15p component of the exocyst complex
Msb2p multicopy suppressor of CDC24
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Mptlp required for protein synthesis
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

member of the FRP family

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Similar to Legionella pneumophila sbpA
unknown function

unknown function

Erd1p required for retention of luminal ER proteins
Ttb1p transcription initiation factor
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

1,5

1,9
1,6

1,5

1,5
1,9
1,7
1,9
2,3

1,9
1,9
1,5
1,5
1.8
2,2
1,5

1,6
1,8
1,6
1,6

1,9
1,5

1,5
1,6
L5
1,6
2,0
1,9
1.8

1,5
1,8

1,5
1,8
1,9
1,8

2,8
1,7

1,7
2,3
1,5
2,0

2,2
1,6

1,7
3,1
2,1
1,7

3,8
2,9

1,5
1,7
1,6

5,24

4,40
0,53
0,53
0,80

0,53
1,84
0,53
1,76
4,40
0,53
1,69
3,51
0,53
2,77
0,53
1,27
3,51
0,53
4,40
5,24
127
3,17
2,77
0,53
0,53
1,84
0,53
3,17
1,84
1,76
1,76
2,77
0,53
4,40
0,53
4,40
0,53
1,76
0,53
1,27
0,53
0,53
1,05
5,24
3,17
0,53
3,51
4,40
1,76
1,84
4,40
1,76
4,40
1,05
0,53
0,53
0,53
1,84
0,53
4,40
0,53
2,77
4,40
1,76
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orf19.5890 CA6151 orf19.5890 unknown function 1,6 1,76
orf19.5919 CA6128 orf19.5919 unknown function 3,0 2,52
orf19.6175 CA3196 orf19.6175 unknown function 1,7 1,69
orf19.6736 CA4359 orf19.6736 unnown function 1,6 4,40
orf19.6742 CAS5952 orf19.6742 Feplp TFIIF interacting component of CTD 1,5 0,80

phosphatase
orf19.6824 CA5885 orf19.6824 unknown function 1,8 2,52
orf19.7050 CAS5644 orf19.7050 unknown function 1,5 3,17
orfl19.7576 CAS5980 orf19.7576 unknown function 1,5 3,51
orf19.938 CA5395 orf19.938 unknown function 1,5 3,17
PDE?2 CA3450 orf19.2972 Nucleotide phosphodiesterase 1,5 5,24
PHO84.3EOC CA1782 orf19.1172 Inorganic phosphate transport protein, 1,7 1,27
PTR21 CA4707 orf19.6937 peptide transporter 1,6 0,53
PUBI CAS5666 orf19.7368 Major polyadenylated RNA-binding protein L5 1,27

RFG1.3f CA0346 orf19.2824 regulator of filamentous growth and virulence L5 1,76
RIM1 CA3804 orf19.2483 telomere-binding protein 1,5 0,53
RIM9 CA1150 orf19.101 regulator for sporulation and invasive growth 2,5 2,52
SPE2 CA2712 orf19.568 adenosylmethionine decarboxylase precurser 2,4 0,80
SRP40 CA1666 orf19.2859 RNA I and II supressor 2,9 4,40
URA7 CA1635 orf19.3941 CTP synthase 1 1,6 0,53
YHBI CA0943 orf19.3707 flavohemoglobin 2,0 0,53
ZRC1 CA1030 orf19.1537 Zinc and cadmium resistance protein 1,8 3,17

Negativ regulierte Gene
Fettsiduresynthese
ACBI1.EXON2 CA5225 orf19.7043.1 acyl-coenzyme-A-binding protein 0,57 0,53
ACCI1 CA5816 orf19.7466 acetyl-coenzyme-A carboxylase 0,49 0,53
FAS2.3F CA6107 orf19.5949 fatty-acyl-CoA synthase, alpha chain 0,56 0,53
OLE] CA3921 orf19.5117 Stearoyl-CoA desaturase 0,63 1,69
PDAI CA4412 orf19.3097 Pyruvate dehydrogenase alpha chain 0,65 0,80
PDBI CA2162 orf19.5294 pyruvate dehydrogenase 0,51 1,69
Fermentation
ADHS5 CA2391 orf19.2608 probable alcohol dehydrogenase 0,59 0,53
Glykolyse
ENOI CA3874 orf19.395 Enolase I 0,65 0,53
GLKI CA0263 orf19.13 aldohexose specific glucokinase 0,44 0,53
GPHI CA5206 orf19.7021 Glycogen phosphorylase 0,38 0,53
Hyphenspezifische Gene
ALS4.3F CA1528 orf19.4556 agglutinin-like protein 0,38 0,53
DDR48 CA4336 orf19.4082 stress protein 0,46 0,53
NRG1 CA5289 orf19.7150 transcriptional repressor Nrglp/Nrg2p 0,56 0,53
RBTS CA2558 orf19.5636 repressed by TUP1 protein 5 0,63 2,77
Streflantwort
CTAI CA3011 orf19.6229 catalase A, peroxisomal 0,48 1,05
GRP2 CA2644 orf19.4309 Reductase 0,65 0,53
HSP104 CA5135 orf19.6389 Heat shock protein 0,65 1,05
HSPI2 CA0627 orf19.3160 Heat shock protein 0,27 0,53
SOD1.3 CA4120 orf19.2770.1 Cu,Zn-superoxide dismutase 0,62 1,05
SSA4 CA1230 orf19.4980 cahsp70 mRNA for heat shock 0,52 0,53
Tri-Carbonsiure-Zyklus
GADI1 CA1564 orf19.1153 Glutamate decarboxylase 0,58 0,53
MDHI1 CA5164 orf19.4602 Mitochondrial malate dehydrogenase 0,61 0,53
Unbekannte und unklassifizierte
ADE] CA5829 orf19.7484 phosphoribosyl-amidoimidazole- 0,66 0,80

succinocarboxamide synthetase
CPY1.3F (PRCI) CA0430 orf19.1339 Carboxypeptidase Y precursor 0,64 0,53
CWHS CAll146 orf19.3682 putative required protein for dolichol-linked 0,59 0,53
oligosaccharides in the ER

EFGI CA2787 orf19.610 Enhanced filamentous growth factor 0,65 1,84
1FQ3 CA2597 orf19.54 unknown function 0,55 0,53
IFU6.3F CA2687 unknown Unknown function 0,67 0,53
GSY1 CA5467 orf19.3278 glycogen synthase 0,49 0,53
MSW1 CA2636 orf19.4299 Mitochondrial tryptophanyl-tRNA synthetase 0,65 0,53
orfl9.1122 CA0360 orf19.1122 unknown function 0,64 0,53
orf19.1721 CA2796 orf19.1721 Ncel03p inv. in non-classical prot. export pathway 0,61 0,53
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orf19.1728 CA1644 orf19.1728 unknown function 0,65 1,84
orf19.1729 CA1643 orf19.1729 unknown function 0,56 0,80
orf19.1862 CA0386 orf19.1862 unknown function 0,61 0,80
orf19.1889 CA4478 orf19.1889 unknown function 0,63 0,53
orf19.2071 CA4825 orf19.2071 unknown function 0,64 0,53
orf19.2296 CA0446 orf19.2296 Similar to mucin proteins 0,61 1,05
orf19.2344 CA2342 orf19.2344 probable heat shock protein 0,61 0,80
orf19.251 CA0828 orf19.251 unknown function 0,48 4,40
orf19.260 CA0109 orf19.260 unknown function 0,65 0,80
orf19.2607 CA2392 orf19.2607 unknown function 0,63 0,80
orf19.2762 CA4127 orf19.2762 unknown function 0,25 0,53
orfl19.28 CA3611 orf19.28 unknown function 0,52 0,53
orf19.3139 CA3571 orf19.3139 unknown function 0,64 0,53
orf19.3325 CA2938 orf19.3325 Glg2p self-glucosylating initiator of glycogen synth. 0,65 2,52
orf19.3335 CAl1716 orf19.3335 unknown function 0,56 0,53
orf19.424 CA4049 orf19.424 unknown function 0,62 1,05
orf19.4246 CA2186 orf19.4246 putative phosphatidyl synthase 0,52 0,53
orf19.4390 CA3912 orf19.4390 unknown function 0,52 0,53
orf19.4907 CA2021 orf19.4907 unknown function 0,52 0,53
orfl19.5145 CA3629 orf19.5145 related to flavin-containing monooxygenase 0,16 0,53
orf19.5232.1 CA1105 orf19.5232.1 unknown function 0,60 0,80
orf19.5267 CA4983 orf19.5267 unknown function 0,56 0,53
orf19.5334 CA5494 orf19.5334 Tis11p tRNA-specific adenosine deaminase 3 0,66 0,53
orf19.5431 CAS5784 orf19.5431 unknown function 0,64 2,52
orf19.566 CA0059 orf19.566 unknown function 0,62 0,53
orf19.5689 CA2609 orf19.5689 Sec28p epsilon-COP coatomer subunit 0,67 0,53
orf19.6024 CA2152 orf19.6024 unknown function 0,65 2,52
orf19.6313 CA3279 orf19.6313 unknown function 0,61 0,80
orf19.6407 CAS5121 orf19.6407 unknown function 0,66 0,80
orf19.675 CA4111 orf19.675 unknown function 0,61 1,05
orfl19.6757 CA5940 orf19.6757 aldo/keto reductase 0,61 0,53
orf19.6816 CAS891 orf19.6816 putative aldehyde reductase 0,65 0,53
orf19.7350 CA5650 orf19.7350 unknown function 0,49 0,53
orf19.868 CA1203 orf19.868 Unknown function 0,58 0,53
PETS CA5616 orf19.7082 mitochondrial carrier protein 0,46 0,53
PHR? CA3867 orf19.6081 pH-regulated protein 2 0,67 2,77
PRCI1 CA0430 orf19.1339 Carboxypeptidase Y precursor 0,41 0,53
PST2 CA1673 orf19.3612 1,4-benzoquinone reductase 0,59 0,53
RIB2 CA2531 orf19.3177 DRAP deaminase 0,66 0,53
SKI2 CA5108 orf19.6425 Antiviral protein and putative helicase 0,65 2,77
SNZ1 CA4184 orf19.2947 stationary phase protein 0,63 0,80
SouUl CA3771 orf19.2896 Sorbitol utilization protein Soulp 0,67 5,24
TALI CA2582 orf19.4371 transaldolase 0,65 1,84
TFS1 CA0748 orf19.1974 cdc25-dependent cell-cycle regulator 0,64 1,27
URA3 CA2801 orf19.1716 orotidine-5 -monophosphate decarboxylase 0,47 0,53
ZORRO2B.5F CA5386 orf19.7277 Putative gag protein, 5-prime end 0,66 1,69

Tab. 22: Microarray-Experiment ,efgl/wt AP“. Regulierte Gene in der efg/-Mutante HLC52 unter aeroben
(bzw. normoxischen) Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 (404 Gene bei einer FDR' von 5,0 %). Die
Anzucht erfolgte auf festem YPD-Medium bei 30 °C (Tab. 10).

'FDR: , false discovery rate: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

’g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert“ bezeichnet wird.

Gen-Name

Orf-
Nummer

Positiv regulierte Gene

Atmungskette
RIP]
Drogenresistenz
CDRI

CA6149

CA6066

CA-Nummer

orf19.5893

orf19.6000

Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation
Ubiquinol cytochrome-c reductase 1,9
multidrug resistance protein 2,0

q_
Wert?

0,16

0,16
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CDRI11.5F CA0610
HOL5.3F CA3162
SNG2 CA2618
Fermentation

IPF20104 CA2520
ALDS CA4159
Fettsiiuresynthese

OLE] CA3921
PLBI CA1975
Hyphenspezifische Gene
ECEI CA1402
HWPI CA2825
Transkription

CTA24 CA2495
CTA241. EXON2 CA2614
CTA25 CA0050
HOS1 CA1453
IPF1266 CA5670
MBPI CA2953
SNF5.5F CA6164
SRBY CA4547
Transporter

JENI CA5737
PHO84 CA0083
PHO84.3EOC CA1782
IPF5942 CA5903
ZRTI CA4398
ZRT2 CA3160
(Peptidtransporter)
OPT2.53F CA2870
PTR2] CA4707
Tri-Carbonsiure-Zyklus
LSC2.3EO0C2 CA3376
Unbekannte und unklassifizierte
ACF3 CA5091
ALSS5 CA2852
ALS7 CA5699
AMO1 CA2809
BETS CA2508
CHAI2 CA3945
DFGS5 CA4822
DPH52.3EOC CA4284
DRS23 CA3385
FDH3.3F CA1253
FRE7 CA5621
FRPI CA3813
FRP2 CA3153
FUN34.5EOC CA3154
GACI CA5641
GFAl CA4016
HOK CA5192
HRR25 CA2902
HYRI CA1576
IFCI CA3257
IFC4 CA0442
IFDI CA0840
IFD5 CA0924
IFF6 CA1621
IPF10124 CA2776
IPF10214 CA1476
IPF10490 CA2124
IPF11469 CA2248
IPF11725 CA2903
IPF12076 CA5879
IPF12209 CA1743
IPF12316 CA1098
IPF1252 CA5664

orf19.918
orf19.1583
orf19.2812

orf19.5517
orf19.5806

orf19.5117
orf19.689

orf19.3374
orf19.1321

orf19.4054
orf19.5699.1
orf19.362
orf19.4411
orf19.7372
orf19.5855
orf19.5872
orf19.1451

orf19.7447
orf19.655

orf19.1172
orf19.6803
orf19.3112
orf19.1585

orf19.2847.1
orf19.6937

orf19.1857.1

orf19.3066
orf19.5736
orf19.7400
orf19.5784
orf19.302
orf19.1996
orf19.2075
orf19.6682
orf19.323
orf19.1774
orf19.7077
orf19.2496
orf19.6169
orf19.6169.2
orf19.7053
orf19.1618
orf19.7004
orf19.3476
orf19.4975
orf19.3746
orf19.2292
unknown
orf19.1048
orf19.4072
orf19.276
orf19.1093
orf19.419
orf19.2366
orf19.3475
orf19.6830
orf19.5053
orf19.5069
orf19.7366

multidrug resistance protein
member of superfamily multidrug-resistance protein
drug transporter

alcohol dehydrogenase
aldehyde dehydrogenase (NAD+)

Stearoyl-CoA desaturase
phospholipase B

Cell Elongation Protein
Hyphal wall protein

transcriptional regulation

transcriptional activator

transcriptional activation

Putative histon deacetylase

Probable transcription factor

transcription factor

Component of SWI/SNF transcript. activator compl.
DNA-directed RNA polymerase 11

Carboxylic acid transporter protein
high-affinity inorganic phosphate/H+ symporter
Inorganic phosphate transport protein
transmembrane sugar transporter

high-affinity zinc transport protein

zine transport protein

Oligopeptide transporter
peptide transporter

succinate-CoA ligase beta subunit

endo-1,3-beta-glucanase

agglutinin-like protein

agglutinin-like protein

amine oxidase

targeting and fusion of ER to Golgi transp. vesicles
L-serine/L-threonine deaminase

Required for filamentous growth
Diphthamide methyltransferase
Membrane-spanning Ca-ATPase

formate dehydrogenase

Ferric reductase transmembrane component
member of the FRP family

member of the FRP family

unknown function

ser/thr phosphoprotein phosphatase 1
glutamine:fructose-6-phosphate amidotransferase
unknown function

casein kinase I

hyphally regulated protein

Unknown Function

unknown function

Putative aryl-alcohol dehydrogenase
Putative aryl-alcohol dehydrogenase
unknown function

Alcohol acetyltransferase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

enoyl CoA hydratase

Ecolp inv. in sister chromatid cohesion during repl.
unknown function

Conserved hypothetical protein

1,8
5,6

1,6
1,7

1,7
1,9

3.4
1,6

1,5
1,6
L5
3,1

1,8
1,6

2,1
2,7
1,7

2,5
12,0

2,0
2,6

2,8

1,7
1,6

1,5
1,5
1,7
1,6
2.8
3,7
1,5

2,4
2,1
1,7
1,9
2,9
1,9
1,5

1,6
32

2,6
1,7
1,6
1,7

4.4
4,0

1,5
2,6
1,9

0,16
0,70
2,18

0,41
0,16

0,16
0,51

0,16
0,16

0,16
0,16
0,41
1,68
4,59
1,56
4,99
0,16

0,16
0,16
4,99
1,56
0,16
0,16

2,07
0,16

4,59

1,68
0,16
1,56
0,51
4,59
0,16
0,16
4,59
1,08
1,08
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
4,59
0,51
0,16
0,16
0,16
0,16
0,51
2,07
0,16
0,70
0,16
0,16
3,53
0,16
0,16
3,94
0,16
2,18
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IPF12758.3F
IPF12758.5F
IPF12946
IPF1299?2
IPF13121.3
IPF13131.3
IPF13352
IPF13398
IPF13582
IPF13607
IPF14109
IPF14348.3
IPF14510
IPF14618
IPFI15119
IPF1531
IPF15581
IPF1566
IPF15781
IPF15784
IPF15870
IPF16233
IPF16320
IPF16758
IPF17068
IPF17272
IPF17358
IPF17652.3
IPF1839
IPF18512
IPF1857
IPF1862.5F
IPF1863
IPF1869
IPF19700
IPF19702
IPF19896
IPF19906
IPF19908
IPF1992
IPF19977
IPF20008
IPF2382
IPF2471
IPF2702
IPF2710.REPEATI
IPF2795
IPF2908
IPF3309.3EOC
IPF3311
IPF3393
IPF3418
IPF3439
IPF3446
IPF3624
IPF4129
IPF4292
IPF4450
IPF4580
IPF4764
IPF4842
IPF4847
IPF498
IPF5556
IPF5915
IPF5965
IPF5972

CA0393
CA0394
CA2040
CA0921
CA3161
CA3158
CA2078
CA0724
CA3338
CA4951
CA0380
CA3231
CA1779
CA0286
CA0200
CA4632
CA1720
CA5412
CA1238
CA1237
CA2769
CA0814
CA1754
CA1697
CA3275
CA0860
CAO0112
CA0037
CA6158
CA2209
CA6150
CA6147
CA6146
CA6145
CA0614
CA0646
CA1032
CA1201
CA1242
CA5570
CA3211
CA4124
CA5899
CA5728
CA1134
CA1133
CA5936
CA5749
CA5696
CA5694
CA2087
CA3193
CA3200
CA3204
CA4341
CA3647
CA4250
CA0684
CA4955
CA3938
CA6070
CA6069
CA5626
CA1363
CA0670
CA5911
CA5551

orf19.333.2
orf19.334
orf19.4356
orf19.1043
orf19.1584
orf19.1587
orf19.4873
orf19.35
orf19.2333
orf19.6527
orf19.2451
orf19.6293.1
orf19.1826
orf19.6079
orf19.1534
orf19.338
orf19.4651
orf19.956
orf19.716
orf19.715
orf19.2685
orf19.1914
orf19.5131
orf19.5043
orf19.6309
orf19.3522
orf19.5754
orf19.6078
orf19.5879
orf19.695
orf19.5892
orf19.5895
orf19.5896
orf19.5897
orf19.1600
orf19.4330
orf19.3852
orf19.4869
orf19.1344
orf19.7336
orf19.6192
orf19.2767
orf19.6807
orf19.7437
orf19.2163
orf19.2160
orf19.6763
orf19.7459
orf19.7398
orf19.7396
orf19.836
orf19.6170
orf19.6180
orf19.6186
orf19.6713
orf19.2038
orf19.539
unknown
orf19.6522
orf19.2005
orf19.5994
orf19.5995
orf19.7071
orf19.4424
orf19.449
orf19.6794
orf19.7314

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
protein kinase
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
Unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
reverse transcriptase

1-Acyl dihydroxyacetone phosphate reductase

unknown function

Hul4p hect domain E3 ubiquitin-protein ligase

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

putative MFS transporter

unknown function
unknown function
unknown function

maltose acetyltransferase

unknown function
putative permease
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
Unknown function
unknown function
unknown function

bleomycin Hydrolase

unknown function

putative allantoate permease

unknown Function

Rsglp ras-related GTP-binding protein

unknown function
unknown function
acid phosphatase

phosphatidyl synthase
NADH-ubiquinone oxidoreductase
putative cysteine dioxygenase

0,16
0,16
0,41
0,16
0,16
0,16
0,16
3,53
0,16
1,56
0,70
1,56
0,16
0,16
0,16
0,51
4,59
2,70
0,16
0,41
0,16
0,16
0,16
2,70
1,08
0,16
0,16
0,16
4,59
0,16
3,94
0,16
0,16
0,16
0,51
0,16
1,56
2,70
1,08
0,16
3,53
0,16
0,16
0,16
0,16
2,07
0,41
2,18
0,16
0,16
2,18
1,68
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,70
0,41
0,16
0,16
4,59
0,41
1,56
0,16
0,16
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IPF6003 CA1345 orf19.1490 Msb2p multicopy suppressor 2,0 0,16
IPF6011 CA1000 orf19.1486 unknown function 2,4 0,16
IPF6235 CA2216 orf19.5372 Candida albicans Tca2 retrotransposon 1,7 0,16
IPF643 CA6009 orf19.7610 Ptp3p protein tyrosine phosphatase 1,6 0,16
IPF6488 CA1028 orf19.1539 unknown function 3,1 1,08
IPF6493 CA0193 orf19.1541 unknown function 1,9 0,16
IPF650 CA6007 orf19.7608 unknown function 1,8 1,56
IPF6748 CA3393 orf19.315 unknown function 3,3 4,99
IPF6916 CA1522 orf19.3791 unknown function 1,6 0,51
IPF7561 CA5016 orf19.6968 unknown function 1,5 0,16
IPF7635 CA1783 orf19.1171 unknown function 1,6 0,41
IPF8336 CA2839 orf19.4792 unknown function 2,0 4,59
IPF8527 CA5476 orf19.5305 unknown function 2.3 0,16
IPF8535 CA2156 orf19.5302 unknown function 1,5 0,41
IPF9101 CA2548 orf19.2833 unknown function 2,8 0,16
IPF9251 CA3639 orf19.5133 unknown function 1,8 0,16
IPF9282 CA2178 orf19.1510 unknown function 1,5 0,41
IPF9413 CA3411 orf19.6146 unknown function 1,9 0,41
IPF9955 CA2452 orf19.3499 unknown function 1,9 0,16
LPI9 CA3110 orf19.6544 Microtubule-associated protein 2,0 0,16
LYS2 CA0916 orf19.2970 L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase L5 0,16
NCEI102 CA6097 orf19.5960 secretion of prot. that lack classical secretory signal 2,1 0,16

sequence
NOGI CA5682 orf19.7384 Nucleolar G-protein 2,5 4,99
OPS4 CA3713 orf19.4934 opaque - phase specific protein OP4 4,7 0,16
PEPI.3 CA2171 orf19.3767 Vacuolar protein sorting/targeting protein 1,7 0,16
PHOI1 CA0616 orf19.2619 Secreted acid phosphatase 33 0,16
PMAI CA2300 orf19.5383 plasma membrane H+-transporting ATPase 1 1,7 0,16
PMCI CA1645 orf19.1727 Ca2+-transporting P-type ATPase 2,1 0,16
POLI CA6163 orf19.5873 DNA-directed DNA polymerase alpha 1,7 0,16
PRAI CA4399 orf19.3111 pH-regulated antigen 4,7 0,16
RGTI CA1172 orf19.2747 Regulator of glucose-induced genes 1,9 1,08
RIM9 CA1150 orf19.101 regulator for sporulation and invasive growth 3,7 4,99
RNH1 CA0277 orf19.5614 ribonuclease H 1,9 0,16
RPN4 CA2854 orf19.1069 26S proteasome subunit 2,0 0,16
RPS6204 CA3267 orf19.6300 unknown function 2,0 0,70
RPS620B CA3268 orf19.6301 unknown function 1,9 0,41
SCw1 CA0156 orf19.1779 glucanase 1,7 0,16
SNU71 CA0492 orf19.1491 Associated with U1 snRNP 1,9 0,70
SOD22.3F CA5588 unknown superoxide dismutase 1,8 1,56
STE23 CA1653 orf19.5561 protease involved in a-factor processing 2,8 0,16
TIM22 CA0367 orf19.1352 Mitochondrial import inner membrane translocase 1,8 0,51
Vrc2 CA3918 orf19.4381 putative polyphosphate synthetase 2,3 0,16
YHBI CA0943 orf19.3707 flavohemoglobin 12,3 0,16
YHVI CA6087 orf19.5971 unknown function 1,6 0,16
ZORRO2A.3F CA0709 orf19.3387 Reverse transcriptase 1,5 0,70

Negativ regulierte Gene
Aminosiurepermease
AGP2 CA3244 orf19.4679 amino-acid permease 0,52 0,16
GAP6 General amino acid permease 0,39 0,16
Eisenaufnahme
FRE30.3 CA3416 orf19.6139 Strong similarity to ferric reductase Fre2p 0,34 0,16
FRE30.53 CA3415 orf19.6140 Strong similarity to ferric reductase 0,37 0,16
FRES CA2556 orf19.5634 ferric reductase transmembrane component 0,62 0,16
CFL2 CA3461 orf19.1264 ferric reductase 0,63 0,16
Fermentation
ADHI CA4765 orf19.3997 alcohol dehydrogenase 0,44 0,16
ADH?2 CA3923 orf19.5113 alcohol dehydrogenase | 0,52 0,16
ADHS5 CA2391 orf19.2608 probable alcohol dehydrogenase 0,11 0,16
Glykolyse
HXK2.3F CA0127 orf19.542 hexokinase IT 0,60 0,70
GPM1 CA4671 orf19.903 phosphoglycerate mutase 0,46 0,16
GLK1 CA0263 orf19.13 aldohexose specific glucokinase 0,41 0,16
ENOI CA3874 orf19.395 Enolase I (2-phosphoglycerate dehydratase) 0,34 0,16
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FBAI CA5180
Hyphenspezifische Gene
DDR48 CA4336
RBTS5 CA2558
SAP4 CA2055
SAP6 CA0968
Streantwort

CTAl CA3011
HSPI2 CA0627
HSP30 CA1507
HSP78.3F CA4683
HSP78.5F CA4684
GRP2 CA2644
MGE] CA1738
SOD2 CA2719
SSA4 CA1230
SSB1 CA3534
SSC1 CA4474
SSE1 CA1911
TPS2 CA5066
TPS3.3 CAS5505
Transkription

PTR3 CA4194
SUA70 CA5082
MBF1I CA4604
Transkriptionsfaktor
CTA211.3F CA0498
TYE7 CA3707
TBPI CA2369
TFC4 CA2774
Translation

EFBI CA4862
RPLI0 CA2047
RPLI1 CA0763
RPLI2 CA4001
RPL2.3 CA3307
RPL20B CA0736
RPL21A4.3 CA2092
RPL23B.3 CA2454
RPL25.3 CA1977
RPL28.3F CA1662
RPL29 CA3305
RPL3 CA0615
RPL33.3 CA4571
RPL434.3 CA1637
RPLS5 CA3111
RPL74.3 CA3800
RPPIB CA5317
RPP2 CA5125
RPS10.3 CA3739
RPS17.3 CA3341
RPS21 CA1715
RPS22 CA3539
RPS23 CA0567
RPS25B CA4269
RPS28B.3 CA5646
RPS3 CA3278
RPS31 CA2011
RPS6A4 CA2708
RPS84 CA4562
TUFI CA4909

Tri-Carbonsiure-Zyklus

MDH1
Zellwand/-membran

CA5164

orf19.4618

orf19.4082
orf19.5636
orf19.5716
orf19.5542

orf19.6229
orf19.3160
orf19.4526
orf19.884

orf19.882

orf19.4309
orf19.2524
orf19.3340
orf19.4980
orf19.6367
orf19.1896
orf19.2435
orf19.3038
orf19.5348

orf19.4535
orf19.3059
orf19.3294

orf19.2661
orf19.4941
orf19.1837
orf19.274

orf19.3838
orf19.2935
orf19.2232
orf19.1635
orf19.2309.2
orf19.4632
orf19.840
orf19.3504
orf19.687.1
unknown
orf19.2310.1
orf19.1601
orf19.6882.1
orf19.3942.1
orf19.6541
orf19.2478.1
orf19.7188
orf19.6403.1
orf19.2179.2
orf19.2329.1
orf19.3334
orf19.6375
orf19.6253
orf19.6663
orf19.7048.1
orf19.6312
orf19.3087
orf19.4660
orf19.6873
orf19.6047

orf19.4602

fructose-bisphosphate aldolase

stress protein

repressed by TUP1 protein 5
secreted aspartyl proteinase
secreted aspartyl protease

catalase A, peroxisomal

Heat shock protein

heat shock protein

heat shock protein of clpb family of ATP-dependent
proteases

heat shock protein of clpb family of ATP-dependent
proteases

Reductase

heat shock protein

Manganese-superoxide dismutase

cahsp70 mRNA for heat shock

heat shock protein 70

Mitochondrial heat shock protein 70-related protein
heat shock protein of HSP70 family
Threalose-6-phosphate phosphatase
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase

transcriptional regulator

TFIIB subunit (transcription initiation factor E)
Multiprotein bridging factor mediates GCN4-
dependent transcriptional activation

transcriptional activator

Basic helix-loop-helix transcription factor
TATA-binding protein

transcription factor IIIC chain TFC4- like

translation elongation factor eEF 1beta
Ribosomal protein L10

60S ribosomal protein
ribosomal protein

ribosomal protein L8

ribosomal protein

Ribosomal protein

ribosomal protein L23.e
ribosomal protein L23a
Ribosomal protein

ribosomal protein

60S large subunit ribosomal protein L3.e
ribosomal protein L35a
ribosomal protein

ribosomal protein

60S Ribosomal Protein L7-A
Acidic ribosomal protein L44
acidic ribosomal protein
ribosomal protein

Ribosomal protein S17
ribosomal protein

ribosomal protein

Ribosomal protein S23
Cytosolic ribosomal protein
Ribosomal protein S28B
Ribosomal protein S3.e
Ubiquitin fusion protein
ribosomal protein S6

ribosomal protein

Translation elongation factor TU

Mitochondrial malate dehydrogenase precursor

0,45

0,26
0,34
0,05
0,18

0,44
0,09
0,09
0,52

0,51

0,65
0,56
0,58
0,31
0,65
0,59
0,59
0,40
0,63

0,63
0,57
0,65

0,04
0,32
0,52
0,04

0,55
0,59
0,57
0,09
0,57
0,59
0,61
0,54
0,48
0,57
0,51
0,67
0,51
0,48
0,53
0,66
0,63
0,66
0,57
0,62
0,59
0,59
0,47
0,50
0,50
0,63
0,55
0,62
0,60
0,66

0,66

0,16

0,16
0,16
1,68
0,16

0,16
0,16
0,16
0,16

0,16

3,53
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16

3,94
0,41
0,16

0,16
0,16
0,16
0,41

2,18
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,41
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,41
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16

0,16
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ALS12.3F CA0413
ALS4.3F CA1528
ECM41.3 CA2386
SUN42 CA5232
EXG2 CA4180
Zuckertransporter

HXTS5.3F CA1069
HXT61 CA1070
Unbekannte und unklassifizierte
ACHI CA0345
ACRI CAO0783
ARCI19.EXON2 CA5448
ARDS CA3288
ATP7 CA1907
BNAI CA0804
BUB3 CA0526
CAR2 CA2561
CDCI19 CA3483
COF1 CA5409
CRN1.3F CA4940
CYPI CA0972
CYS4 CA4195
EFGI CA2787
EGDI CA1565
FDHI11.3 CA6000
FMTI CA2352
GDH3 CA1579
GSHI1.EXONI CA0584
HNTI CA2345
ICLI CA4446
IFUS CA2679
ILVS CA1983
IPF10138.3F CA1355
IPF10138.5F CA1356
IPF10455 CA1153
IPF10482 CA4049
IPF10558 CA3239
IPF11625 CA3084
IPF11646 CA0368
IPF11738 CA3306
IPF1193 CA4818
IPF12428 CA0599
IPF12793 CA2534
IPF13493 CA0586
IPF13838 CA2341
IPF14282 CA0446
IPF14495.3 CA0859
IPF14559.5F CA1757
IPF14994 CA0005
IPF15177 CA0365
IPF15220 CA0326
IPF15297 CA5078
IPF15672 CA2392
IPF15957 CAO0171
IPF16016 CA2477
IPF16253 CA0782
IPF16761 CA0502
IPF16981 CA1871
IPF16981. EXON2 CA1870
IPF17054 CA1693
IPF17074 CA2001
IPF17283 CA2021
IPF17840 CA0059
IPF18393 CA3028
IPF18508 CA2218
IPF19126 CA0202

orf19.2122
orf19.4556
orf19.2613
orf19.5032
orf19.2952

orf19.2021
orf19.2020

orf19.3171
orf19.3931
orf19.3251
orf19.6322
orf19.2785
orf19.3515
orf19.2655
orf19.5641
orf19.3575
orf19.953.1
orf19.6535
orf19.6472
orf19.4536
orf19.610
orf19.1154
orf19.7600
orf19.4418
orf19.4716
orf19.5060
orf19.2341
orf19.6844
orf19.2568
orf19.88
orf19.408
orf19.409
orf19.104
orf19.424
orf19.4684.2
orf19.4149
orf19.1353
orf19.2310
orf19.2079
orf19.2667
orf19.3182
orf19.5063
orf19.2346
orf19.2296
orf19.4466

orf19.5128
orf19.2414
orf19.750
orf19.3780
orf19.3053
orf19.2607
orf19.1105.2
orf19.2881
orf19.3932
orf19.2664
orf19.2458
unknown
orf19.5037
orf19.2792
orf19.4907
orf19.566

orf19.5375
orf19.1210

agglutinin-like protein
agglutinin-like protein

involved in cell wall biogenesis and architecture

Putative cell wall beta-glucosidase
glucan 1,3-beta-glucosidase-like

sugar transporter
sugar transporter

acetyl-coenzyme-A hydrolase
Succinate-fumarate transporter
subunit of the Arp2/3 complex
D-arabinitol dehydrogenase
F1F0-ATPase complex
3-hydroxyanthranilic acid dioxygenase
cell cycle arrest protein

ornithine aminotransferase

pyruvate kinase

cofilin

actin-binding protein

cyclophilin (peptidylprolyl isomerase)
cystathionine beta-synthase

Enhanced filamentous growth factor
GAL4 DNA-binding enhancer protein

glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase

Methionyl-tRNA Transformylase
NADP-glutamate dehydrogenase
Gamma-glutamylcysteine synthetase
similarity to protein kinase C
Isocitrate lyase

Unknown function

ketol-acid reducto-isomerase
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Gis2p containing seven zinc finger motifs

Unknown function
unknown function
Similar to mucin proteins

Erf2p involved in palmitoylation and localization of

Ras2p

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
putative aminoacid transporter

0,27
0,33
0,57
0,63
0,14

0,42
0,61

0,64
0,66
0,45
0,63
0,59
0,63
0,55
0,42
0,51
0,54
0,08
0,50
0,64
0,43
0,62
0,56
0,18
0,27
0,67
0,49
0,66
0,38
0,65
0,29
0,45
0,65
0,57
0,47
0,56
0,65
0,66
0,59
0,63
0,64
0,63
0,55
0,40
0,60

0,60
0,44
0,11
0,07
0,66
0,66
0,65
0,51
0,46
0,12
0,45
0,47
0,60
0,67
0,51
0,37
0,37
0,17
0,58

0,16
0,16
0,16
0,51
0,16

0,16
0,16

0,41
1,08
2,70
0,16
0,16
2,70
0,16
0,16
0,16
1,68
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,41
0,16
3,94
0,16
0,16
2,70
0,41
0,16
0,16
0,41
1,68
0,16
0,16
1,08
4,59
0,16
0,16
0,41
0,16
3,53
0,16
3,53

2,18
0,16
0,16
0,16
1,56
0,16
2,07
0,16
0,16
2,07
0,16
0,16
0,16
2,07
0,16
0,16
0,41
3,94
0,16
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IPF19421
IPF19435
IPF19766
IPF19785
IPF19801
IPF19802
IPF19980
IPF19998
IPF20054
IPF20161
IPF20169
IPF2373
IPF2485
IPF2615
IPF277

IPF2839
IPF2857
IPF2873
IPF3161
IPF3598
IPF3659
IPF3701
IPF3937
IPF4065
IPF4071
IPF4119
IPF4181
IPF4182
IPF4608
IPF4696
IPF4722
IPF4817
IPF4820
IPF4905
IPF4929
IPF4959
IPF4991
IPF5009
IPF514

IPF5185
IPF5330
IPF5625
IPF5742
IPF5981
IPF6006
IPF6328
IPF6340
IPF6391
IPF6624
IPF6629
IPF7141
IPF7477
IPF7530
IPF7539
IPF7715
IPF7733
IPF7737
IPF857

IPF8762
IPF8915
IPF8951
IPF9057
IPF9113
IPF9145
IPF9167
IPF9169

CA0022
CA0018
CA2746
CA3599
CA4566
CA4610
CA0093
CA3743
CA0262
CA4125
CA4381
CA5210
CAS5827
CA4291
CAS5460

CA5535
CA5526
CAS5733
CA0626
CA5072
CA4672
CAS5055
CA1203
CA0386
CAO0385
CA0125
CA5798
CA5797
CA3865
CA4970
CA3252
CA1023
CA1022
CA0899
CA6045
CA6057
CA1075
CA4089
CA5619
CA1678
CA1339
CA5586
CA4625
CAS5547
CA1001
CA1807
CA1459
CA3435
CA0293
CA4127
CA3986
CA1919
CA4190
CA1514
CA0706
CA4732
CA4730
CAS5351
CA4220
CA3127
CA2360
CA2649
CA2995
CA0962
CA2697
CA2696

orf19.162

orf19.4929
orf19.6877
orf19.3301
orf19.100

orf19.2175
orf19.6117
orf19.2765
orf19.5674
orf19.7027
orf19.7482
orf19.6688
orf19.3268

orf19.7296
orf19.7284
orf19.7443
orf19.3161
orf19.3047
orf19.900

orf19.3021
orf19.868

orf19.1862
orf19.1861
orf19.2030
orf19.5447
orf19.5446
orf19.6084
orf19.5282
orf19.3738

orf19.3351.

orf19.3353
orf19.411

orf19.7661
orf19.7676
orf19.2531
orf19.6648
orf19.7079
orf19.3618
orf19.3448
orf19.7112
orf19.3319
orf19.7310
orf19.1488
orfl19.1114
orf19.1107
orf19.583

orf19.6489
orf19.2762
orf19.1562
orf19.2442
orf19.4531
orf19.4886
orf19.682

orf19.4855
orf19.4857
orf19.7227
orf19.822

orf19.1359
orf19.4897
orf19.1189
orf19.6121
orf19.6245
orf19.2737
orf19.2736

j—

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Met30p involved in cell cycle progression
putative lipase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

human IgE-dependent histamine-releasing factor
homolog

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Sip3p protein which interacts with Snflp prot kinase

Nsplp nuclear pore protein
unknown function
Unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

putative permease
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
complex I intermediate associated prot. CIA30
unknown function

Hmilp mitochondrial DNA helicase
D-xylulose reductase
putative membrane protein
unknown function

Bud3p budding protein
putative cell wall protein
unknown function
unknown function
thioredoxin-like protein
Gin3p

unknown function
unknown function
unknown function

similare mammalian indoleamine 2,3-dioxygenase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function
ATP-binding-cassette protein
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Bur6p functional homolog of human NC2alpha

0,18
0,12
0,61
0,58
0,39
0,64
0,01
0,55
0,63
0,46
0,43
0,63
0,64
0,10
0,53

0,39
0,42
0,65
0,48
0,44
0,52
0,60
0,54
0,30
0,33
0,56
0,51
0,40
0,41
0,53
0,11
0,61
0,57
0,66
0,65
0,50
0,58
0,56
0,42
0,32
0,63
0,56
0,64
0,51
0,18
0,67
0,46
0,65
0,35
0,50
0,33
0,61
0,36
0,45
0,27
0,07
0,18
0,25
0,20
0,02
0,03
0,48
0,58
0,43
0,50
0,55

0,16
0,16
0,41
2,18
0,16
0,16
2,07
0,16
0,41
0,16
0,16
0,41
0,41
0,16
0,16

0,16
0,16
2,70
2,18
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
1,68
0,41
0,16
0,16
4,59
0,16
0,16
1,68
2,07
0,16
0,16
0,16
3,53
0,16
1,56
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
1,68
0,16
0,16
0,16
2,18
4,59
0,16
0,16
1,08
1,08
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
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IPF946 CA5968 orf19.7561
IPF9496 CA2620 orf19.2809
IPF9552 CA4569 orf19.6881
IPF9655 CA4759 orf19.3988
IPF9808 CA3148 orf19.6163
KAPI14 CA5612 orf19.7086
LEU42 CA2310 orf19.1375
MAM33 CA5316 orf19.7187
MET3 CA5238 orf19.5025
MGTI CA4402 orf19.3108
MLSI CA4748 orf19.4833
MNT?2 CA3467 orf19.1663
MSNS5.3F CA0601 orf19.2665
MSN5.5F CA0600 orf19.2666
NOPI CA3570 orf19.3138
PEX13 CA5525 orf19.7282
PEX4 CA4803 orf19.4041
PLB3 CA3834 orf19.6594
PPTI CA0298 orf19.1673
PUTI CA1552 orf19.4274
RADI6 CA0917 orf19.2969
SEC2 CA3598 orf19.4928
STF2 CA2738 orf19.2107.1
SUR2 CA2225 orf19.5818
TCA5A4 CA0455 orf19.2427
TFS1 CA0748 orf19.1974
TPK1 CA2355 orf19.4892
TRXI CA6010 orf19.7611
TRX2 CA0467 orf19.1976
YAKI1.3F CA0353 orf19.147
ZORRO14 CA0930 orf19.559

Tab. 23: Microarray-Experiment

unknown function

carnitine O-acetyltransferase

unknown function

unknown function

csedp with strong similarity to histone H3
putative RAN-binding protein/importin
2-isopropylmalalate synthase
Mitochondrial acidic matrix protein

ATP sulfurylase

0O6-methylguanine DNA repair methyltransferase
malate synthase
Alpha-1,2-mannosyltransferase
Importin-beta family member
Importin-beta family member

Fibrillarin

Peroxisome import protein - peroxin

E2 ubiquitin-conjugating enzyme -peroxin
phospholipase B

Protein ser/thr phosphatase

proline oxidase

nucleotide excision repair protein
GDP/GTP exchange factor

ATP synthase regulatory factor

Hydrox. of C-4 of the sphingoid moiety of ceramide
polyprotein of Tca5 retrotransposon
cdc25-dependent nutrient- and ammonia-response
cell-cycle regulator

cAMP-dependent protein kinase 2
thioredoxin

thioredoxin

serine/threonine protein kinase

Putative reverse transcriptase

0,58
0,50
0,55
0,38
0,06
0,56
0,46
0,61
0,64
0,61
0,66
0,65
0,58
0,58
0,62
0,66
0,63
0,64
0,02
0,65
0,64
0,54
0,39
0,45
0,59
0,66

0,59
0,59
0,65
0,54
0,66

0,16
0,16
0,16
0,16
0,41
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16
2,07
0,16
0,16
0,16
2,07
0,16
0,16
0,16
1,08
0,16
2,07
0,16
0,16
0,16
0,16
0,16

0,16
0,16
0,16
0,16
0,16

wefgl/wt MP“. Regulierte Gene in der efg/-Mutante HLCS52 unter

mikroaerophilen Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 (408 Gene bei einer FDR' von 4,7 %). Die
Anzucht erfolgte auf festem YPD-Medium bei 30 °C (Tab. 10).
'FDR: ,false discovery rate“: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

?g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert” bezeichnet wird.

Gen-Name Orf- CA-Nummer
Nummer

Positiv regulierte Gene

Drogenresistenz

CDRI CA6066 orf19.6000
CDRI11.3F CA0609 orf19.919
CDRI11.5F CA0610 orf19.918
CDR4 CA3895 orf19.5079
HOLS5.3F CA3162 orf19.1583
Eisentransport

ZRT2 CA3160 orf19.1585
Fettsiuresynthese
FAA4 CAS5992 orf19.7592
FAS2.3F CA6107 orf19.5949
FAS2.53F CA6106 orf19.5948.1
FAS2.5F CA6105 orf19.5951
Hyphenspezifische Gene
ECEI CA1402 orf19.3374

Proteinmodifikation (Phophorylierung)
IPF3001 CA5026 orf19.6980
MCKI CA2027 orf19.3459

Beschreibung (nach CandidaDB: -fache

http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation
multidrug resistance protein 1,6
multidrug resistance protein 1,5
multidrug resistance protein 1,9
Multidrug resistance protein 2,3
member of multidrug-resistance protein 1,5
zinc transport protein 83
long-chain fatty acid--CoA ligase and synthetase 4 1,5
fatty-acyl-CoA synthase 1,7
fatty-acyl-CoA synthase 1,6
fatty-acyl-CoA synthase 2,7
Cell Elongation Protein 1,8
serine/threonine protein kinase 1,7
ser/thr/tyr protein kinase 1,5

q-

Wert?

0,15
0,15
0,15
0,15
0,15

0,15
0,15
0,15
0,15
0,29
0,23

0,59
0,15
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MRS6 CA5922
Streflantwort

HSP90 CA4959
SIS1 CA3098
SSA1 CA2857
SSE1 CA1911
SOD22.3F CA5588
Transkriptionsfaktoren
RIM101 CA5367
IPF14682 CA5657
IPF15604 CA0457
IPF4835 CA6071
Translation

MRPL31 CA0908
RPL4B CA5343
RPSIS8 CA5203
Zellwand/-membran

ALS7 CA5699
Unbekannte und unklassifizierte
ALK?2 CA5856
ALRI CA0796
AOX2 CA2189
APL3 CA1908
AUT2 CAO0113
CDC4 CA2059
CDC45 CA0399
CHL4 CA4453
CMP2 CA1587
CPA2 CA0687
CRD1 CA2832
DRS1 CA6029
GCV2 CA3883
IDPI1 CA2131
IFRI CA2258
IPF10457 CA1152
IPF10490 CA2124
IPF11347 CA1342
IPF11378 CA0080
IPF11388 CAO0176
IPF11445 CA1800
IPF11646 CA0368
IPF11725 CA2903
IPF11829 CA3109
IPF12086 CA3103
IPFI12141 CA0222
IPF12253 CA4727
IPF12316 CA1098
IPF12758.5F CA0394
IPF12964 CA3887
IPF13582 CA3338
IPF13618 CA3397
IPF13704 CA4628
IPF1394 CA5092
IPF14506 CA2949
IPF14510 CA1779
IPF14514 CA0682
IPF14618 CA0286
IPF14630 CA1850
IPF15015 CA0276
IPF15119 CA0200
IPF1514 CA4637
IPF15581 CA1720
IPF15832 CA3247
IPF1621 CA4893
IPF16925 CA2543
IPF17021 CA3662

orf19.6783

orf19.6515
orf19.3861
orf19.1065
orf19.2435
orf19.7111.2

orf19.7247
orf19.7359
orf19.2432
orf19.5992

orf19.1485
orf19.7217
orf19.7018

orf19.7400

orf19.7513
orf19.1607
orf19.4773
orf19.2786
orf19.2401

orf19.2559
orf19.1988
orf19.6851
orf19.6033
orf19.3221
orf19.4784
orf19.7635
orf19.385
orf19.5211
orf19.1763
orf19.103
orf19.419
orf19.4340.1
orf19.632
orf19.652
orf19.2921
orf19.1353
orf19.3475
orf19.6548

orf19.1952
orf19.4861
orf19.5069
orf19.334

orf19.5093
orf19.2333
orf19.3972

orf19.6450
orf19.1961
orf19.1826
orf19.4701
orf19.6079
orf19.641

orf19.5612
orf19.1534
orf19.344

orf19.4651
orf19.4676
orf19.6585
orf19.2828
orf19.6464

geranylgeranyltransferase regulatory subunit

heat shock protein

heat shock protein

Heat shock protein of HSP70 family
heat shock protein of HSP70 family
superoxide dismutase

Zn finger transcription factor homolog
putative transcription factor
transcription factor

zinc finger protein

Mitochondrial ribosomal protein
Ribosomal protein L4B
Ribosomal protein S18

agglutinin-like protein

n-alkane inducible cytochrome P-450
divalent cation transporter

alternative oxidase

AP-2 complex subunit

anchor protein mediateing attachment of
autophagosomes to microtubules

CANAL CELL DIVISION CONTROL PROTEIN 4
Chromosomal DNA replication initiation protein

chromosome segregation protein
Calcineurin B

arginine-specific carbamoylphosphate
Cu-transporting P1-type ATPase
ATP dependent RNA helicase
Glycine decarboxylase P subunit
isocitrate dehydrogenase
Unknown function

nuclear fusion protein-like
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Pac2p involved in the stabilization of microtubles

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

Sthlp of the RSC chromatin remodeling complex

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

2,0

1,6
1,9

2,4
1,5

1,6
1,6
1,9
1,6

1,6
1,7
1,6

2,0
1,5

1,5
1,6
1,5

2,5
1,6
1,6

1,7
1,8
1,5
1,8
1,6
1,6
1,8

1,6
2,1
1,7
1,8
1,5
34
1,5

1,5
1,9
2,7
2,6
1,5
2,0
1,8

1,6
1,9
1,7
1,6
2,7
1,7
1,6

1,5
2,0
1,7
1,6
1,6
1,7

0,15

0,15
0,15
0,15
0,15
0,29

0,15
0,15
0,41
2,11

0,15
0,15
2,43

0,15

0,15
2,11
3,69
0,41
0,15

0,46
0,15
2,43
0,23
0,15
0,15
0,82
2,11
0,15
0,46
0,15
0,15
0,29
0,15
2,11
2,98
1,85
0,15
0,15
2,98
1,85
0,82
0,15
0,15
0,15
0,15
2,11
0,15
0,23
0,15
0,41
2,43
0,15
0,41
0,85
0,15
0,15
0,23
0,23
0,23
0,69
2,43



Anhang

118

IPF17272
IPF17358
IPF17652.3
IPF1837
IPF19142
IPF19617
IPF19664
IPF1968
IPF19688
IPF19947
IPF20065
IPF2268.3
IPF2409
IPF3540
IPF3618
IPF3737
IPF4450
IPF4684
IPF4764
IPF4842
IPF4847
IPF5009
IPF525
IPF5915
IPF6011
IPF6149
IPF6255
IPF6266
IPF6325
IPF6424
IPF6679
IPF7271
IPF8744
IPF8923
IPF8942
IPF8976
IPF9062
IPF9063
IPF9098
IPF9101
IPF9413
IPF9955
KAR2
LPI9
MCH4
MPPI10
NCEI102

NUPII16
PDCI2.EXON2
PHOS80
PHOS89
PLP2
PORI
PRAI
RFCS5
RIB2
RNHI
RPN4
SAM?2
SCw1
SFT2
STBS
UBAI
YCF1
YHBI
IPF19968

CA0860
CAO0112
CA0037
CA6159
CA0184
CA0249
CA2141
CA5557
CA0301
CA2351
CA0779
CA4441
CA5889
CA2616
CA4339
CA0950
CA0684
CA3375
CA3938
CA6070
CA6069
CA4089
CA5613
CA0670
CA1000
CA1392
CA4542
CA3277
CA1809
CA2394
CA1326
CA1906
CA1549
CA5917
CA3621
CA3137
CA2648
CA3620
CA2551
CA2548
CA3411
CA2452
CA0915
CA3110
CA2680
CAO0813
CA6097

CA5724
CA5170
CA0409
CA5160
CA1389
CA0919
CA4399
CA0124
CA2531
CA0277
CA2854
CA0959
CA0156
CA2344
CA4617
CA5729
CA1997
CA0943
CA3030

orf19.3522
orf19.5754
orf19.6078
orf19.5877
orf19.3984
orf19.1350
orf19.2511
orf19.7321
orf19.1606
orf19.4420
orf19.3491
orf19.6834.3
orf19.6818
orf19.2814
orf19.6710
orf19.1012
unknown
orf19.1857
orf19.2005
orf19.5994
orf19.5995
orf19.6648
orf19.7085
orf19.449
orf19.1486
orf19.1767
orf19.1460
orf19.6311
orfl9.1116
orf19.3535
orf19.1306
orf19.2784
orf19.4278
orf19.6788
orf19.204
orf19.1369
orf19.1187
orf19.203
orf19.2836
orf19.2833
orf19.6146
orf19.3499
orf19.2013
orf19.6544
orf19.2570
orf19.1915
orf19.5960

orf19.7433
orf19.4607.2
orf19.5755
orf19.4599
orf19.1769
orf19.1042
orf19.3111
orf19.2029
orf19.3177
orf19.5614
orf19.1069
orf19.657
orf19.1779
orf19.2342
orf19.3308
orf19.7438
orf19.6478
orf19.3707
orf19.220

unknown function

unknown function

reverse transcriptase

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Yku70p high-affinity DNA-binding protein
unknown function

RNA-dependent ATPase

unknown function

Unknown function

Apslp AP-1 complex subunit
unknown function

unknown Function

unknown Function

Rsglp ras-related GTP-binding protein
unknown function

unknown function

unknown function

phosphatidyl synthase

unknown function

Ubp8p deubiquinating enzyme
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Stb3p protein binding Sin3p
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

dnaK-type molecular chaperone
Microtubule-associated protein
NADH dehydrogenase (ubiquinone)
component of the U3 nucleolar ribonucleoprotein
secretion of proteins that lack classical secretory
signal sequence

nuclear pore protein

Pyruvate decarboxylase I

Cyclin

Na+-coupled phosphate transport
Might regulate Ste4p in pheromone response
mitochondrial outer membrane porin
pH-regulated antigen

DNA replication factor C

DRAP deaminase

ribonuclease H

268 proteasome subunit
S-adenosylmethionine synthetase 2
glucanase

Sft2p suppressor of SEDS

SIN3 binding protein
Ubiquitin-activating enzyme
Glutathione S-conjugate transporter
flavohemoglobin

putative cell wall protein of the PIR family

0,15
0,15
0,15
0,59
0,15
0,15
0,46
0,15
0,15
0,15
0,15
2,43
0,48
0,23
0,15
0,15
0,15
0,23
0,15
0,15
0,15
1,17
0,15
0,15
0,29
1,45
2,11
0,15
0,29
0,15
1,45
2,98
0,41
0,59
0,46
0,29
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15
2,11
0,15
0,15

0,46
2,43
0,23
0,23
0,15
0,15
0,15
3,69
0,15
1,85
0,15
1,17
0,15
0,53
0,29
2,11
0,46
0,15
0,15
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Negativ regulierte Gene

Atmungskette

RIP1 CA6149
Eisenaufnahme

FET31 CA2922
FET32 CA2923
FET33 CA2924
FRE30.3 CA3416
FRE30.53 CA3415
Fermentation

ADHI1 CA4765
ADH5 CA2391
Glykolyse

CDC19 CA3483
ENO1 CA3874
FBAI CAS5180
GLK1 CA0263
GPM1 CA4671
PFK2 CA3112
PGK1 CA1691
Hyphenspezifische Gene
DDR48 CA4336
RBT2 CA3957
RBT4 CA0104
RBT5 CA2558
Permeasen

IPF2710.REPEAT1 CA1133
IPF8610 CA0480
IPF4181 CAS5798
(Aminosiurepermease)

AGP2 CA3244
ALP1 CA3334
AGP1 CA1373
HIP1 CA3708
GAD1 CAl1564
GAP3 CA2638
GAP6 CA4265
CAN2 CA1191
Strelantwort

CTAl CA3011
HSP12 CA0627
HSP30 CA1507
HSP31 CA4034
IPF13836 CA2342
MGE1 CA1738
IPF15423 CA2737
GRP2 CA2644
GRP5 CA4558
GRP6 CA0672
TPS2 CA5066
TPS3.3 CA5505
Transkription

ADA2 CA3340
RET1 CA2878
TFB4 CA1303
HHF21 CA2862
HTA1 CA4696
Transkriptionsfaktoren

TYE7 CA3707
CTA29.EXON2 CAS5278
IPF10795 CA0424
SSN6 CA5907
Translation

MRPL28 CA3872

orf19.5893

orf19.4213
orf19.4212
orf19.4211
orf19.6139
orf19.6140

orf19.3997
orf19.2608

orf19.3575
orf19.395
orf19.4618
orf19.13
orf19.903
orf19.6540
orf19.3651

orf19.4082
orf19.1415
orf19.6202
orf19.5636

orf19.2160
orf19.2633
orf19.5447

orf19.4679
orf19.2337
orf19.1193
orf19.4940
orf19.1153
orf19.4304
orf19.6659
orf19.111

orf19.6229
orf19.3160
orf19.4526
orf19.3664
orf19.2344
orf19.2524
orf19.2108
orf19.4309
orf19.6868
orf19.3151
orf19.3038
orf19.5348

orf19.2331
orf19.5847
orf19.4194
orf19.1059
orf19.6924

orf19.4941

orf19.7127.

orf19.2356
orf19.6798

orf19.397

—

Ubiquinol cytochrome-c reductase

cell surface ferroxidase

cell surface ferroxidase

cell surface ferroxidase

Strong similarity to ferric reductase Fre2p
Strong similarity to ferric reductase

alcohol dehydrogenase
probable alcohol dehydrogenase

pyruvate kinase

Enolase I (2-phosphoglycerate dehydratase)
fructose-bisphosphate aldolase

aldohexose specific glucokinase
phosphoglycerate mutase
6-phosphofructokinase

Phosphoglycerate kinase

stress protein

Repressed by TUP1 protein 2
repressed by TUP1 protein
repressed by TUP1 protein 5

putative permease
permease
putative permease

amino-acid permease

amino-acid permease

asparagine and glutamine permease
Histidine permease

Glutamate decarboxylase

General amino acid permease
General amino acid permease
amino acid permease

catalase A

Heat shock protein

heat shock protein

heat shock protein

probable heat shock protein

heat shock protein

putative superoxide dismutase
Reductase
dihydroflavonol-4-reductases
Putative reductase
Threalose-6-phosphate phosphatase
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase

general transcriptional adaptor or co-activator
DNA-directed RNA polymerase I11

comp. of RNA polymerase TFIIH factor
histone H4

Histone H2A

Basic helix-loop-helix transcription factor

Protein with putative transcription activation domain
putative transcription factor

transcriptional repressor

mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

0,65

0,43
0,64
0,58
0,22
0,57

0,37
0,15

0,59
0,41
0,47
0,39
0,52
0,61
0,48

0,21
0,63
0,40
0,16

0,61
0,66
0,56

0,20
0,51
0,57
0,51
0,64
0,55
0,47
0,49

0,43
0,29
0,33
0,52
0,40
0,37
0,46
0,66
0,23
0,39
0,42
0,63

0,64
0,48
0,58
0,58
0,53

0,28
0,60
0,37
0,65

0,60

0,95

0,15
2,43
0,53
0,15
0,46

0,15
0,15

0,23
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15
0,15

0,15
2,11
0,41
0,48

0,85
1,17
0,15

0,15
0,15
0,15
0,29
0,15
2,11
0,15
0,29

0,15
0,15
0,15
0,15
0,29
0,46
0,15
1,85
0,15
0,95
0,15
0,15

0,85
0,69
0,41
0,23
0,15

0,15
1,17
0,41
0,59

0,48
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RPL14B.3 CA3602
RPLS82 CA3304
RPS10 CA2811
RPS21 CA1715
RPS25B CA4269
RPS28B.3 CA5646
RPS620A CA3267
RPS620B CA3268
Transporter

CTRI1 CA1496
SMF2 CA4827
PTR21 CA4707
(Zuckertransporter)

HXTS5.3F CA1069
HXT62 CA1067
IPF5942 CA5903
IPF3282 CA3914
Tri-Carbonsiure-Zyklus
ACO1 CA3546
CIT1.EXON2 CA3909
Vesikelverkehr

SNC2.EXON2 CA5257
TLG1 CA1049
TLG2 CA1029
YKT6 CA3448
SEC16.3F CAO0738
SLY41 CA1300
SNE7 CA4903
TRS23 CA4042
Zellwand/-membran

CHT2 CA1051
ECM21.3 CA1707
IPF5185 CA1678
SUN42 CAS5232
ECM33.3 CA3115
ECM41.3 CA2386
IPF17625 CAO0811
Unbekannte und unklassifizierte
AOX1 CA2190
APS2 CA0568
ATP17.3 CA5852
BEM1 CA0514
CAP2 CA5159
CCL1 CA4200
CCTS8 CA3857
CDC22.3EOC CA1828
CYP1 CA0972
EFG1 CA2787
ENA22 CA4929
ENPI CA2449
FAA23 CA4311
FDHI12 CA1846
GDH2 CA1775
GLNI1 CA1855
GUT2 CA3566
HNT1 CA2345
IFA2 CAO0335
IFF8 CA2713
ILV3 CA4802
IMP1 CA5084
IPF10404 CA1199
IPF10558 CA3239
IPF10919 CA2625
IPF11328 CA3440
IPF11484 CA2099
IPF11620 CA1045

IPF11644 CA0496

orf19.4931.1
orf19.2311
orf19.3002
orf19.3334
orf19.6663
orf19.7048.1
orf19.6300
orf19.6301

orf19.3646
orf19.2069
orf19.6937

orf19.2021
orf19.2023
orf19.6803
orf19.4386

orf19.6385
orf19.4393

orf19.5006.2
orf19.3898
orf19.1538
orf19.2974
orf19.4346
orf19.4199
orf19.6040
orf19.3673

orf19.3895
orf19.4887
orf19.3618
orf19.5032
orf19.3010.1
orf19.2613
orf19.1920

orf19.4774
orf19.1136
orf19.7509.1
orf19.4645
orf19.4597
orf19.4542
orf19.6099

orf19.6472
orf19.610
orf19.6070
orf19.5507
orf19.4114
orf19.638
orf19.2192
orf19.646
orf19.3133
orf19.2341
orf19.195
orf19.570
orf19.4040
orf19.3061
orf19.3369
orf19.4684.2
orf19.4765
orf19.2985
orf19.2386
orf19.1648
orf19.2660

ribosomal protein L14B

60S ribosomal protein L7a.e.B
Ribosomal protein 10
ribosomal protein

Cytosolic ribosomal protein
Ribosomal protein S28B
unknown function

unknown function

copper transport protein
Manganese transporter
peptide transporter

sugar transporter

sugar transporter
transmembrane sugar transporter
hexose transporter

aconitate hydratase
Citrate synthase

Strong similarity to synaptobrevin

tSNARE that affects a Late Golgi compartment
Syntaxin family of t-SNAREs

Endoplasmic Reticulum-Golgi transport
Multidomain vesicle coat protein

vesicular transport

Class E Vps protein

targeting and fusion of ER to golgi transport vesicles

chitinase 2 precursor

Involved in cell wall biogenesis and architecture
putative cell wall protein

Putative cell wall beta-glucosidase

cell wall biogenesis

involved in cell wall biogenesis and architecture
putative cell wall protein of the PIR family

alternative oxidase

AP-2 complex subunit

F1F0-ATPase complex

bud emergence mediator

F-actin capping protein

cyclin

component of chaperonin-containing T-complex
DNA Polymerase 111

cyclophilin (peptidylprolyl isomerase)
Enhanced filamentous growth factor

P-type ATPase involved in Na+ efflux
Essential nuclear protein
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase

Formate dehydrogenase

NAD-specific glutamate dehydrogenase (NAD)
glutamate-ammonia ligase
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
similarity to protein kinase C inhibitor-I
unknown function

unknown function

dihydroxyacid dehydratase

protease

unknown function

unknown function

Similar to Flo1p

unknown function

unknown function

Rad50p DNA repair protein

unknown function

0,64
0,57
0,64
0,66
0,66
0,60
0,55
0,64

0,53
0,64
0,58

0,33
0,49
0,64
0,62

0,64
0,38

0,63
0,66
0,66
0,65
0,55
0,59
0,65
0,42

0,58
0,64
0,26
0,20
0,66
0,46
0,06

0,60
0,54
0,57
0,59
0,65
0,51
0,61
0,64
0,64
0,63
0,55
0,65
0,64
0,41
0,66
0,56
0,52
0,52
0,64
0,49
0,60
0,59
0,62
0,57
0,56
0,61
0,64
0,63
0,65

2,98
0,46
0,59
0,46
0,29
0,59
1,17
0,69

0,15
1,31
0,53

0,15
0,85
0,69
2,43

0,69
0,15

1,31
0,35
2,43
0,59
0,41
0,15
0,41
0,35

0,41
0,35
0,15
0,15
1,17
0,15
0,69

0,46
0,23
0,41
1,17
0,46
4,68
0,46
0,35
0,69
0,23
0,48
0,23
0,29
0,15
0,23
0,15
1,17
0,15
1,45
0,85
0,15
0,15
0,15
1,85
0,59
0,46
0,46
0,53
4,68
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IPF11998
IPF12033
IPF12442
IPF12736
IPF1274
IPF14282
IPF14389
IPF14536
IPF1461
IPF14994
IPF15297
IPF15348
IPF15468
IPF1548
IPF15672
IPF15772
IPF16253
IPF16273
IPF16368.3F
IPF16368.5F
IPF16514
IPF16564
IPF16640
IPF16652
IPF1680
IPF16981.EXONI1
IPF17050
IPF17057
IPF17283
IPF17840
IPF1804
IPF18105.3F
IPF18105.5F
IPF18125
IPF18608.5F
IPF1873
IPF18732
IPF1922
IPF19766
IPF19775
IPF19801
IPF19802
IPF19813
IPF19998
IPF20009
IPF20058
IPF20135
IPF20161
IPF20169
IPF2283
IPF2326
IPF2373
IPF2485
IPF2615
IPF2690.3F
IPF2804
IPF2857
IPF3081
IPF3229
IPF3277
IPF3304
IPF3367
IPF3370
IPF3520
IPF3530
IPF3584
IPF3598

CA1898
CA0901
CAO0055
CA4380
CA5674
CA0446
CA2631
CAle617
CA4898
CA0005
CA5078
CA1857
CA3584
CA5407
CA2392
CA0278
CA0782
CA0793
CA0152
CAO0153
CA1388
CA1914
CA3841
CA4515
CA4871
CA1871
CA0925
CA2853
CA2021
CA0059
CAS5262
CA5442
CA5443
CAS5211
CA1793
CA6143
CA1234
CA5287
CA2746
CA3065
CA4566
CA4610
CA5575
CA3743
CA4130
CA0500
CA3523
CA4125
CA4381
CA4266
CA0361
CA5210
CA5827
CA4291
CA5812
CA5933
CA5526
CA5224
CA3477
CA3915
CA3907
CA4790
CA4791
CA4449
CA4445
CA5065
CA5072

orf19.2758
orf19.3412
orf19.3414
orf19.5673
orf19.7377
orf19.2296
orf19.4758
orf19.3220
orf19.6035
orf19.2414
orf19.3053
orf19.1504
orf19.2256
orf19.951
orf19.2607
orf19.4883.3
orf19.3932
orf19.553
orf19.254
orf19.255
orf19.921
orf19.2438
orf19.6601
orf19.490
orf19.6557
orf19.2458
orf19.1049
orf19.1070
orf19.4907
orf19.566
orf19.5001
orf19.3245
orf19.3246
orf19.7028
orf19.5207
orf19.5902
orf19.711
orf19.7148

orf19.4282
orf19.6877
orf19.3301
orf19.7342
orf19.2175
orf19.4245
orf19.4793
orf19.993

orf19.2765
orf19.5674
orf19.6660
orf19.1124
orf19.7027
orf19.7482
orf19.6688

orf19.6770
orf19.7284
orf19.7043
orf19.3582
orf19.4386
orf19.4395
orf19.4024
orf19.4025
orf19.6847
orf19.6843
orf19.3037
orf19.3047

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

Aselp component of the anaphase spindle midzone
Similar to mucin proteins
ubiquinone oxidoreductase subunit NUIM

unknown function

putative NADH dehydrogenase (ubiquinone)

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

Dtrlp dityrosine transporter

unknown function
Unknown function
unknown function

putative mitochondrial ribosomal protein S12

unknown function
unknown function
probable amidase
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

putative transcription factor

unknown function
unknown function

similar to glutenin and glutamine-rich proteins

unknown function

putative GTP-binding protein
histidine-rich glycoprotein precursor
similar to multidrug resistance proteins

unknown function
unknown function
unknown function

Met30p inv. in regulation of cell cycle progression

unknown function
unknown function
Unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

Aiplp actin cytoskeleton component

Riboflavin synthase

Prelp 20S proteasome subunit C11(beta4)

unknown function
unknown function

Pablp mRNA polyadenylate-binding protein
Sip3p prot. which interacts with Snflp prot. kinase

0,42
0,58
0,64
0,63
0,61
0,30
0,40
0,46
0,59
0,65
0,56
0,59
0,54
0,54
0,64
0,63
0,40
0,65
0,61
0,39
0,38
0,66
0,46
0,57
0,56
0,33
0,59
0,45
0,45
0,59
0,63
0,50
0,55
0,56
0,60
0,63
0,51
0,65
0,45
0,64
0,39
0,52
0,56
0,56
0,51
0,62
0,66
0,20
0,62
0,49
0,54
0,62
0,50
0,27
0,63
0,66
0,58
0,65
0,60
0,48
0,62
0,67
0,61
0,64
0,58
0,59
0,60

0,35
0,82
0,46
0,48
0,35
0,15
0,46
0,41
0,95
0,23
0,15
0,69
0,15
0,15
0,41
0,46
0,15
0,53
0,59
0,15
0,15
0,53
0,85
0,59
0,53
0,15
0,48
0,59
0,15
0,53
3,69
0,15
0,15
0,15
0,41
1,85
0,23
0,59
0,15
0,15
0,15
0,15
1,17
0,15
0,59
0,35
0,41
0,15
3,69
0,15
0,15
3,69
1,17
0,15
0,95
2,43
1,31
1,85
0,95
0,48
0,35
0,59
0,82
0,35
0,46
0,23
0,41
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IPF3698
IPF3875.5EOC
IPF3912
IPF3923
IPF3937
IPF4059
IPF4064
IPF4071
IPF4119
IPF4182
IPF4322
IPF4696
IPF4782
IPF4939
IPF4959
IPF5062
IPF5158
IPF559
IPF5981
IPF652
IPF6629
IPF6881
IPF6945.3F
IPF7141
IPF7217
IPF7298
IPF7324
IPF7374
IPF7527
IPE7535
IPF7539
IPF7629
IPF7666
IPF7704
IPF7711
IPF7715
IPF7719
IPF7726
IPF8030
IPF8166
IPF8321
IPF836.3
IPF846
IPF857
IPF8741.5F
IPF8762
IPF8901
IPF9057
IPF9126
IPF9145
IPF9162
IPF9207
IPF931
IPF9315
IPF9370
IPF946
IPF9550
IPF9555
IPF9605
IPF9887.3EOC
IPF9939
LAB2
LAP42
LEU42
MSNS5.3F
MTR2.3
NEM1

CA5056
CA0630
CA4960
CA4966
CA1203
CA4495
CA4497
CA0385
CA0125
CA5797
CA2524
CA4970
CA2327
CA6050
CA6057
CA1178
CA4943
CA5600
CA5547
CA6006
CA4127
CA2186
CA4846
CA3986
CA2489
CA3044
CA3446
CA2718
CA4189
CA4193
CAl514
CA1786
CA1120
CA4114
CA0707
CA0706
CA4057
CAA4735
CA2115
CA4236
CA2938
CA5362
CA5358
CA5351
CA1550
CA4220
CA1004
CA2649
CA1924
CA0962
CA4486
CA4048
CA5973
CA1717
CA3964
CA5968
CA4570
CA4567
CAO0578
CA1261
CA2214
CA3116
CA4274
CA2310
CA0601
CA5501
CA2705

orf19.3022
orf19.776
orf19.6514
orf19.6507
orf19.868
orf19.1865
orf19.1863
orf19.1861
orf19.2030
orf19.5446
orf19.5521
orf19.5282
orf19.4496
orf19.7666
orf19.7676
orf19.805
orf19.6534
orf19.7100
orf19.7310
orf19.7606
orf19.2762
orf19.4246
orf19.3814
orf19.1562
orf19.4043
orf19.2418
orf19.2977
orf19.3338
orf19.4530.1
orf19.4534
orf19.4886
orf19.1168
orf19.4056
orf19.679
orf19.681
orf19.682
orf19.432
orf19.4850
orf19.1331
orf19.519
orf19.3325
orf19.7239
orf19.7235
orf19.7227
orf19.4276
orf19.822
orf19.3758
orf19.1189
orf19.5537
orf19.6245
orf19.1877
orf19.3679
orf19.7567
orf19.4647
orf19.1424
orf19.7561
orf19.6882
orf19.6879
orf19.3071
orf19.1240
orf19.4752
orf19.3010
orf19.6671
orf19.1375
orf19.2665
orf19.5342.1
orf19.4657

Rsm24p mitochondrial ribosomal protein
unknown function

unknown function

unknown function

Unknown function

aldehyde dehydrogenase
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown Function

probable membrane protein
Seolp suppressor of sulfoxyde ethionine resistance
D-xylulose reductase

unknown function

unknown function

unknown function

Gin3p

unknown function

unknown function

putative phosphatidyl synthase
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

AP-1-like transcription factor
unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

Glg2p initiator of glycogen synthesis
regulation of G-protein function
WD-repeat protein

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

unknown function

putative CCAAT-binding factor subunit
unknown function

unknown function

Osm1p osmotic growth protein
unknown function

Mih1p M-phase inducing prot. tyrosine phosphatase
unknown function

Msndp transcriptional activator
LIPOATE BIOSYNTHESIS PROTEIN
Aminopeptidase yscl precursor
2-isopropylmalalate synthase
Importin-beta family member
mRNA transport protein
required for nuclear morphology

0,62
0,64
0,62
0,64
0,58
0,64
0,66
0,29
0,63
0,48
0,66
0,64
0,65
0,59
0,60
0,65
0,45
0,57
0,64
0,55
0,57
0,61
0,66
0,44
0,65
0,63
0,53
0,64
0,48
0,49
0,59
0,55
0,40
0,62
0,64
0,31
0,62
0,63
0,59
0,64
0,58
0,61
0,59
0,62
0,59
0,38
0,64
0,63
0,66
0,52
0,66
0,64
0,64
0,63
0,45
0,45
0,55
0,66
0,56
0,64
0,61
0,64
0,56
0,62
0,49
0,59
0,04

0,95
0,48
0,15
1,45
0,15
0,85
4,68
0,15
4,68
0,15
131
0,15
0,53
0,23
0,15
0,46
1,17
0,15
0,15
2,43
0,15
0,15
1,45
0,15
2,11
3,69
0,15
0,59
0,35
0,15
0,15
0,15
0,15
0,41
0,59
0,15
1,17
0,53
0,46
0,95
0,15
0,15
0,15
0,46
0,85
0,15
0,29
0,35
0,23
0,15
2,43
0,15
4,68
0,69
0,15
0,15
0,15
2,11
0,41
0,46
1,31
0,23
1,45
0,15
0,15
0,46
0,23
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NHP6A
NSP49.5F
OACI
PDX3
PEX14
PLB3
PMT4
PRS3
QDRI
RHO3
RHR2
RNH35
RNR22
RPTS
SAP9
SRP54
STF2
SUR2

TUBL1.3

YKE2.3
YOX1

Tab. 24:

CA5185
CA4460
CA5710
CA4261
CAO0573
CA3834
CA4314
CA3168
CA4501
CA2393
CA5788
CA4876
CA4492
CA4389
CA4700
CA5440
CA2738
CA2225

CA5546
CA3842
CA5202

orf19.4623.3
orf19.6857
orf19.7411
orf19.550
orf19.1805
orf19.6594
orf19.4109
orf19.1575
orf19.508
orf19.3534
orf19.5437
orf19.6562
orf19.1868
orf19.3123
orf19.6928
orf19.3243
orf19.2107.1
orf19.5818

orf19.7308
orf19.6601.1
orf19.7017

nonhistone chromosomal protein related to HMG1
nuclear pore protein

Mitochondrial oxaloacetate transport protein
pyridoxamine-phosphate oxidase
peroxisomal protein

phospholipase B

Mannosyltransferase

ribose-phosphate pyrophosphokinase
putative antibiotic resistance proteins
GTP-binding protein of the rho family
DL-glycerol phosphatase

RNase H

ribonucleoside-diphosphate reductase

268 proteasome regulatory subunit

aspartyl proteinase 9

54 kD signal recognition particle subunit
ATP synthase regulatory factor
Hydroxylation of C-4 of the sphingoid moiety of
ceramide

Alpha-1 tubulin

Gim complex component

Similar to homoeodomain protein

0,47
0,46
0,66
0,47
0,66
0,55
0,60
0,66
0,62
0,54
0,65
0,55
0,54
0,63
0,67
0,66
0,48
0,35

0,66
0,65
0,57

0,15
3,69
0,69
0,15
0,35
0,15
0,35
0,48
0,53
0,23
0,35
1,85
0,15
0,82
0,46
0,46
0,15
0,15

0,23
0,15
0,23

Microarray-Experiment ,efgl/wt NP* Regulierte Gene in der efg/-Mutante HLCS52 unter

normoxischen Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 (414 Gene bei einer FDR' von 5,5 %). Die Anzucht
erfolgte auf festem YPS-Medium bei 24 °C (Tab. 10).
'FDR: , false discovery rate: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

2q—Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert” bezeichnet wird.

Gen-Name

Orf-
Nummer

Postitiv regulierte Gene

Drogenresistenz
CDRI11.3F
CDRI11.5F
CDR3.5EOC
CDR4
Eisenmetabolismus
FRE30.3

FRE31

FRES

FRE7

FET33

FTRI
Ergosterolsynthese
ERG251
Fettsiiuresynthese
OLE]

FAA22

FENI1I

LPDI

PLB4.3F

PLB4.5F
Fermentation
ADH?2

ADH3

ALD4

ALDS

CA0609
CA0610
CA1545
CA3895

CA3416
CA0397
CA2556
CA5621
CA2924
CA5345

CAO0875

CA3921
CA5676
CA3497
CA2998
CA0186
CAO0185

CA3923
CA2334
CA3272
CA4159

Permeasen (Aminosiiuren)

AGPI

CA1373

CA-Nummer

orf19.919
orf19.918
orf19.1313
orf19.5079

orf19.6139
orf19.1930
orf19.5634
orf19.7077
orf19.4211
orf19.7219

orf19.4631

orf19.5117
orf19.7379
orf19.6343
orf19.6127
orf19.1443
orf19.1442

orf19.5113
orf19.4505
orf19.6306
orf19.5806

orf19.1193

Beschreibung (nach CandidaDB: -fache
http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) Regulation
multidrug resistance protein 4,5
multidrug resistance protein 6,9
ABC transporter, multidrug resistance protein 2,0
Multidrug resistance protein 2,5
Strong similarity to ferric reductase Fre2p 2,0
Ferric reductase 2,8
ferric reductase transmembrane component 3,1
Ferric reductase transmembrane component 2,5
cell surface ferroxidase 1,8
high affinity iron permease 7,7
C-4 sterol methyl oxidase 2,3
Stearoyl-CoA desaturase 1,9
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 2,0
Fatty acid elongase for sphingolipid formation 1,5
dihydrolipoamide dehydrogenase 2,1
phospholipase 1,7
Phospholipase 1,7
alcohol dehydrogenase I 2,5
probable alcohol dehydrogenase 4,4
aldehyde dehydrogenase 1,5
aldehyde dehydrogenase (NAD+) 2,5
asparagine and glutamine permease 2,0

q_
Wert?

0,08
0,08
0,08
0,08

0,38
2,13
0,08
0,08
0,22
0,08

0,08

0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08

0,08
0,08
0,08
0,25

0,08
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DIP51.3F CA2203 orf19.2942 dicarboxylic amino acid permease 2,0 0,25
IPF9490 CA2619 orf19.2810 amino acid permease 1,9 0,08
Proteinphosphorylierung
GACI CAS5641 orf19.7053 ser/thr phosphoprotein phosphatase 1 2,4 0,08
SKS1 CA4039 orf19.3669 serine/threonine kinase by homology 2,0 0,08
GIN4 CA4097 orf19.663 ser/thr protein kinase 2,1 0,16
IPF10223 CA1200 orf19.4867 putative serine/threonine kinase 1,6 0,08
IPF12811 CA2348 orf19.3751 putative serine/threonine kinase 1,6 0,08
IPF3414 CA2017 orf19.846 putative serine/threonine protein kinase 1,6 0,08
IPF13398 CA0724 orf19.35 protein kinase 2,0 0,08
Transkription
HHF21 CA2862 orf19.1059 histone H4 2,4 0,08
HHF22 CA3372 orf19.1854 histone H4 2,2 0,08
HHT21 CA2861 orf19.1061 Histone H3 2.4 0,08
HTAI CA4696 orf19.6924 Histone H2A 2,1 0,08
HTA3 CA3382 orf19.327 histone H2A F/Z variant 1,7 0,08
HTBI CA4697 orf19.6925 Histone H2B 1,8 0,08
Transkriptionsfaktoren
GCN4 CA3126 orf19.1358 transcriptional activator 1,7 0,08
IPF100.3 CA6113 orf19.5940 zinc finger protein 1,8 1,10
IPF15604 CA0457 orf19.2432 transcription factor 2,6 0,08
IPF29 CA6084 orf19.5975 zinc finger protein 2,2 0,08
IPF4835 CA6071 orf19.5992 zinc finger protein 3,5 0,08
IPF763 CAS502 orf19.5343 putative transcription factor with a Cys4- zinc finger 1,8 0,08
MIG1 CA1593 orf19.4318 transcriptional regulator 1,5 0,08
RIM101 CA5367 orf19.7247 Zn finger transcription factor homolog 2,3 0,08
IPF776 CA5497 orf19.5338 transcriptional activator 3,0 0,08
Transporter (Ionen)

CTRI CA1496 orf19.3646 copper transport protein 3,9 0,08
CTR2 CA1600 orf19.4720 copper transport protein 1,6 0,08
ZRT2 CA3160 orf19.1585 zinc transport protein 49,1 0,08
SMF12 CA1879 orf19.2270 manganese transporter 3,5 0,08
(Peptide)

PTR21 CA4707 orf19.6937 peptide transporter 1,9 0,08
OPT2.53F CA2870 orf19.2847.1 Oligopeptide transporter 1,6 0,08
Zellwand/-membran

ECM21.3 CA1707 orf19.4887 Involved in cell wall biogenesis 42 0,08
ECM22 CA0471 orf19.2623 putative protein involved in cell wall biogenesis 5,1 0,08
ECM331 CA2181 orf19.4255 Involved in cell wall biogenesis 1,7 0,08
EXGI CA0822 orf19.2990 glucan 1,3-beta-glucosidase 3,2 0,08
SCw4 CA2202 orf19.2941 cell wall glucanase 1,9 0,08
SUN41 CA0883 orf19.3642 Putative cell wall beta-glucosidase 1,8 0,08
PHRI CA4857 orf19.3829 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 3,1 0,25
IPF8796 CA4800 orf19.4035 putative GPI-anchhored prot. related to Phr1-Phr3 1,6 0,08
IPF5723.EXONI CA3295 orf19.6336 cell surface GPI-anchored protein 1,7 0,08
Unbekannte und unklassifizierte

AATI CA2661 orf19.3554 aspartate aminotransferase 2,3 0,08
ALKS.5F CA2843 orf19.5728 n-alkane-inducible cytochrome P-450 2,2 0,08
AMO2 CA0673 orf19.3152 amine oxidase 1,7 2,13
AMYG2 CA3518 orf19.999 glucoamylase 2,2 0,08
AOX2 CA2189 orf19.4773 alternative oxidase 9,0 0,08
ARF21 CA5095 orf19.6447 GTP-binding protein of the ARF family 1,6 0,08
ARG1 CA5818 orf19.7469 argininosuccinate synthetase 2,6 0,08
ASPI CA5993 orf19.7593 L-asparaginase 4,3 0,08
AXL2 CA2164 orf19.5292 Ax12p required for axial pattern of budding L5 0,08
BDF1 CA5425 orf19.978 sporulation protein 1,8 0,08
CBF1 CA2473 orf19.2876 putative centromere binding factor 1 2,0 0,08
CDCS CA2986 orf19.6010 Cell-cycle protein kinase 1,5 0,08
CDC54 CA2176 orf19.3761 cell division control protein 1,7 0,52
CDR3.3EOC CA2821 Opaque-specific ABC transporter 2,1 0,08
CHAI2 CA3945 orf19.1996 L-serine/L-threonine deaminase 1,6 0,08
CHT?3 CA5987 orf19.7586 chitinase 3 precursor 1,7 0,74
CRDI CA2832 orf19.4784 Cu-transporting P1-type ATPase 1,6 0,08
CRHI1 CAO0375 orf19.2706 Probable membrane protein 1,6 0,22
CSA1 CAS585 orf19.7114 mycelial surface antigen by homology 2,0 0,08
CTM1 CA6011 orf19.7612 cytochrome ¢ methyltransferase 1,7 0,08
CYS3 CA5127 orf19.6402 cystathionine gamma-lyase by homology 1,5 0,22
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DLD?2 CA5942 orf19.6755 D-lactate ferrycytochrome C oxidoreductase 7.3 5,53
ENA21.3 CA4425 orf19.5170 P-type ATPase 1,7 0,08
ENA22 CA4929 orf19.6070 P-type ATPase involved in Na+ efflux 1,6 0,08
EROI CA2076 orf19.4871 Required for protein disulfide bond formation in the 1,7 0,08

ER
FRPI CA3813 orf19.2496 member of the FRP family 23 4,23
GALI CA4040 orf19.3670 galactokinase 1,7 1,16
GLC3 CA2758 orf19.5622 1,4-glucan branching enzyme 1,6 0,08
GLYI CA3528 orf19.986 L-threonine aldolase 2,2 1,00
GRDI19 CA3922 orf19.5114 Probable golgi membrane protein-sorting protein 2,2 0,08
GSY1 CA5467 orf19.3278 glucosyltransferase, glycogen synthase 3.8 0,08
HEM3 CA0306 orf19.1742 porphobilinogen deaminase 1,5 0,08
HMOI1 CA4088 orf19.6645 High-mobility protein 1 by homology 2,1 0,08
HRR25 CA2902 orf19.3476 casein kinase [ 1,9 0,08
HSP31 CA4034 orf19.3664 heat shock protein 2,0 0,08
IFCI CA3257 orf19.3746 Unknown Function 1,6 0,08
IFC4 CA0442 orf19.2292 unknown function 3,5 0,08
IFC5 CA3919 orf19.5121 unknown function 1,7 1,16
IFDI CA0840 unknown Putative aryl-alcohol dehydrogenase 3,5 0,08
1IFD4 CA2416 orf19.4477 Putative aryl-alcohol dehydrogenase 2,1 0,08
IFD5 CA0924 orf19.1048 Putative aryl-alcohol dehydrogenase 2,9 0,08
IFE2 CA2075 orf19.5288 Unknown function 5,0 0,08
IFF2 CA2714 orf19.575 unknown function 1,6 0,08
IFR2 CA1964 orf19.2396 unknown function 1,9 0,08
IFS1 CA2895 orf19.2461 Unknown function 1,6 0,74
IFTI CA3585 orf19.2253 unknown function 1,5 0,08
INO1 CA5986 orf19.7585 myo-inositol-1-phosphate synthase 1,6 0,08
INTI CA0665 orf19.4257 integrin-like protein alpha chain 1,6 0,08
IPF10027 CA3016 orf19.3914 unknown function 2,2 5,53
IPF10138.3F CA1355 orf19.408 unknown function 2,0 0,08
IPF10138.5F CA1356 orf19.409 unknown function 2,1 0,08
IPF10153 CA3747 orf19.2170 membrane transporter by homology 2,4 0,08
IPF10533. EXON2 CA3455 orf19.1256 unknown function 1,5 0,08
IPF10571 CA5392 orf19.935 Unknown function 1,6 0,08
IPF11323 CA3444 orf19.2980 unknown function 1,7 5,53
IPF11503 CA3025 orf19.3902 unknown function 3,6 0,08
IPF11646 CA0368 orf19.1353 unknown function 1,5 0,08
IPF11713 CA1330 orf19.1151 unknown function 2.3 0,08
IPF11725 CA2903 orf19.3475 unknown function 3,5 0,08
IPF11888 CA4416 orf19.5180 unknown function 2,1 0,08
IPF11998 CA1898 orf19.2758 unknown function 4.8 0,08
IPF12061 CA0007 orf19.174 unknown function 3,0 0,08
IPF12084 CA3104 orf19.6554 unknown function 32 0,08
IPF12101 CA2557 orf19.5635 mycelial surface antigen precursor 2,0 0,08
IPFI1218 CA4835 orf19.2062 Similar to superoxide dismutase 2.3 0,08
IPF12297 CA4394 orf19.3117 mycelial surface antigen 3,6 0,08
IPF12316 CA1098 orf19.5069 unknown function 3,6 0,08
IPF12629 CA2285 orf19.5552 unknown function 2,2 0,08
IPF12758.5F CA0394 orf19.334 unknown function 3,5 0,08
IPF1292 CAS678 orf19.7381 unknown function Hypothetical zinc-finger protein 1,6 0,08
IPF12992 CA0921 orf19.1043 unknown function 2,8 0,08
IPF13017 CA1168 orf19.1785 unknown function 4,1 0,08
IPF13121.3 CA3161 orf19.1584 unknown function 1,8 1,16
IPF13202 CA3033 orf19.215 unknown function 2,5 0,08
IPF13582 CA3338 orf19.2333 unknown function 1,9 0,08
IPF13921 CA2211 orf19.4749 Unknown function 1,8 0,08
IPF13971 CA1790 orf19.5204 unknown function 1,8 5,53
IPF14040 CA1963 orf19.2397 probable transporter 1,5 0,08
IPF14109 CA0380 orf19.2451 unknown function 2,8 0,16
IPF14155 CA1403 orf19.3373 Rim4p involved in sporulation 1,6 0,08
IPF14284 CA1961 orf19.2399 putative dnal-like protein 1,6 3,33
IPF14295 CA3287 orf19.6321 putative Sed1p-like cell surface protein 2,0 0,08
IPF14510 CA1779 orf19.1826 unknown function 4,6 0,08
IPF14618 CA0286 orf19.6079 unknown function 37,1 0,08
IPF14623 CA1344 orf19.4342 unknown function 1,6 0,08
IPF14744 CA1759 orf19.5125 unknown function 1,8 0,08
IPF14797.3 CA1081 orf19.4818.3 unknown function 1,9 0,08
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IPF15013 CA2761 orf19.5626 pyruvate decarboxylase regulatory protein 4,9 0,08
IPF1524 CA4635 orf19.341 putative multidrug resistance protein 1,6 0,08
IPF15641 CA0795 orf19.551 unknown function 2,0 0,08
IPF15781 CA1238 orf19.716 unknown function 1,8 0,08
IPF15822 CA1869 orf19.2457 unknown function 1,6 0,08
IPF15844 CA1372 orf19.4961 Stp2p involved in pre-tRNA splicing 2,4 0,08
IPF15870 CA2769 orf19.2685 unknown function 2,6 0,08
IPF15977 CA0641 orf19.4698 unknown function 22 1,10
IPF16761 CA0502 orf19.2664 unknown function 16,6 0,16
IPF16843 CA0026 orf19.2397.3 unknown function 2,8 0,08
IPF17068 CA3275 orf19.6309 unknown function 1,9 0,52
IPF17074 CA2001 orf19.2792 unknown function 1,9 0,08
IPF17272 CA0860 orf19.3522 unknown function 3,1 2,13
IPF1732 CA2009 orf19.3089 intramitochondrial protein sorting 1,5 0,08
IPF17358 CAO0112 orf19.5754 unknown function 2,3 0,08
IPF17483 CA1537 orf19.450 unknown function 1,6 5,53
IPF17652.3 CA0037 orf19.6078 reverse transcriptase 14,0 0,08
IPF17790 CA0030 orf19.48 unknown function 1,7 0,08
IPF18690 CA1377 orf19.461 unknown function 2,5 0,08
IPF19142 CA0184 orf19.3984 unknown function 5,8 0,08
IPF19154 CA0172 orf19.1126 unknown function 1,7 1,16
IPF19540 CA3685 orf19.723 unknown function 1,6 0,08
IPF19568 CA4870 orf19.6556 unknown function 2,4 0,08
IPF19908 CA1242 orf19.1344 unknown function 15,8 2,13
IPF1992 CAS570 orf19.7336 putative MFS transporter 5,6 0,38
IPF19998 CA3743 orf19.2175 unknown function 2,1 0,08
IPF20008 CA4124 orf19.2767 unknown function 1,6 0,08
IPF20056 CA0495 orf19.2659 unknown function 2.4 0,08
IPF20135 CA3523 orf19.993 unknown function 2,1 0,08
IPF20169 CA4381 orf19.5674 unknown function 6,5 0,08
IPF2045 CA4987 orf19.5262 unknown function 1,7 0,52
IPF2067 CA1619 orf19.4077 Required for mannosylation of sphingolipids 1,6 0,08
IPF2471 CAS728 orf19.7437 maltose acetyltransferase 1,9 1,16
IPF2535 CAO0355 unknown unknown function 1,6 0,16
IPF2690.5F CA5811 orf19.6614 unknown function 33 0,74
IPF2710 CA1133 orf19.2160 putative permease 1,7 5,53
IPF2795 CA5936 orf19.6763 unknown function 1,6 0,08
IPF2878 CA5735 orf19.7445 unknown function 2,2 0,08
IPF2908 CA5749 orf19.7459 unknown function 1,5 0,08
IPF3092 CA4658 orf19.4445 unknown function 2,8 0,08
IPF32 CA6085 orf19.5974 Apg9p integral membrane prot 1,5 0,08
IPF361 CA5866 orf19.7527 unknown function 1,5 4,23
IPF3624 CA4341 orf19.6713 unknown function 1,5 0,08
IPF3664 CA4675 orf19.897 unknown function 1,7 0,08
IPF3806 CA2782 orf19.285 unknown function 1,7 0,38
IPF3964 CA4111 orf19.675 unknown function 2,2 0,08
IPF3980 CA4103 orf19.668 unknown function 1,7 0,08
IPF4010 CA1040 orf19.2503 unknown function 1,6 0,38
IPF4071 CA0385 orf19.1861 unknown function 1,8 0,08
IPF4085 CA4865 orf19.3841 Apglp essential for autophagocytosis 1,7 0,08
IPF4292 CA4250 orf19.539 bleomycin Hydrolase 3.3 0,08
IPF4293 CA4249 orf19.538 Gpi2p GlcNAc-phosphatidylinositol biosynth. prot. 1,6 2,66
IPF4303 CA4245 orf19.532 unknown function 1,7 2,66
IPF4326 CAO0211 orf19.5524 unknown function 1,7 1,16
IPF4395 CA4529 orf19.1477 unknown function 1,6 0,08
IPF4450 CA0684 unknown unknown function 3,2 0,08
IPF4667 CA3367 orf19.1847 unknown Function 1,9 0,74
IPF4820 CA1022 orf19.3353 complex I intermediate associated protein CIA30 2,3 0,08
IPF4842 CA6070 orf19.5994 Rsglp ras-related GTP-binding protein 2,8 0,08
IPF4942 CA6052 orf19.7668 Mal32p alpha-glucosidase 3.1 0,08
IPF4999 CA2874 orf19.5843 unknown function 2,0 0,08
IPF525 CA5613 orf19.7085 unknown function 4.4 0,08
IPF5330 CA1339 orf19.3448 unknown function 1,8 0,22
IPF5369 CA2286 orf19.5553 unknown function 3,5 0,08
IPF5681 CA1100 orf19.4952 unknown function 1,6 0,08
IPF5915 CA0670 orf19.449 phosphatidyl synthase 7,8 0,08
IPF5972 CAS5551 orf19.7314 putative cysteine dioxygenase 2,4 0,08
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IPF6003 CA1345 orf19.1490 Msb2p multicopy suppressor of a CDC24 1,8 0,08
IPF6011 CA1000 orf19.1486 unknown function 2,4 0,08
IPF61 CA6098 orf19.5959 unknown function 1,6 3,33
IPF6488 CA1028 orf19.1539 unknown function 1,5 0,08
IPF6493 CA0193 orf19.1541 unknown function 2.3 0,08
IPF6518 CA2302 orf19.1691 unknown function 2,7 0,08
IPF6594 CA3100 orf19.3863 unknown function 1,6 0,08
IPF6654 CA4305 orf19.6705 unknown function 1,7 0,08
IPF6696 CA1873 orf19.2460 unknown function 23 0,08
IPF7062 CA2856 orf19.1066 unknown function 1,8 0,08
IPF7141 CA3986 orf19.1562 unknown function 2,0 0,08
IPF7171.5F CA4029 orf19.3434 unknown function 1,8 0,08
IPF7204 CA2885 orf19.2475 unknown function 1,9 0,08
IPF7377 CA3750 orf19.3428 unknown function 1,7 0,08
IPF7530 CA4190 orf19.4531 ATP-binding-cassette protein 2,0 0,08
IPF7635 CA1783 orf19.1171 unknown function 3,4 0,08
IPF7711 CA0707 orf19.681 AP-1-like transcription factor 1,7 2,66
IPF8336 CA2839 orf19.4792 unknown function 3,5 0,08
IPF8527 CA5476 orf19.5305 unknown function 5,5 0,08
IPF8535 CA2156 orf19.5302 unknown function 3,6 0,08
IPF857 CA5351 orf19.7227 unknown function 1,8 0,08
IPF8627 CA1309 orf19.3969 unknown function 2,8 0,08
IPF8644 CA3405 orf19.3982 maltase 2,3 0,08
IPF9057 CA2649 orf19.1189 unknown function 2,0 0,16
IPF9062 CA2648 orf19.1187 unknown function 3,5 0,08
IPF9063 CA3620 orf19.203 Stb3p protein binding Sin3p 2,6 0,08
IPF9101 CA2548 orf19.2833 unknown function 7,3 0,08
IPF9108 CA2996 orf19.6124 Ace2p transcription factor 1,5 0,08
IPF9169 CA2696 orf19.2736 Bur6p functional homolog of human NC2alpha 1,5 0,08
IPF9211.3F CA3141 orf19.3712 unknown function 1,8 0,08
IPF9211.5F CA3142 orf19.3713 unknown function 2,6 0,08
IPF9282 CA2178 orf19.1510 unknown function 1,5 0,08
IPF9302 CA4164 orf19.5813 unknown function 1,7 0,08
IPF9413 CA3411 orf19.6146 unknown function 1,6 0,74
IPF9552 CA4569 orf19.6881 unknown function 1,6 0,08
IPF9616 CA2024 orf19.4910 unknown function 2,6 0,08
IPF9803 CA3147 orf19.6160 unknown function 1,7 0,08
JENI CAS5737 orf19.7447 Carboxylic acid transporter protein 3,1 0,08
LPI9 CA3110 orf19.6544 Microtubule-associated protein 3,2 0,08
MAEI CA3757 orf19.3419 mitochondrial malic enzyme 2,2 0,08
MAL31 CA3404 orf19.3981 maltose permease 2,9 0,08
MCM3 CA4471 orf19.1901 replication initiation protein 1,9 0,08
METIS CA2565 orf19.5645 O-acetylhomoserine O-acetylserine sulphydrylase 1,6 2,13
MNN4 CA0217 orf19.849 regulates the mannosylphosphorylation 2,0 0,08
NCEI102 CA6097 orf19.5960 secr. of prot. that lack classical secretory signal seq. 2,2 0,08
NHP6A CA5185 orf19.4623.3 nonhistone chromosomal protein related to HMG1 2,1 0,08
OPS4 CA3713 orf19.4934 opaque - phase specific protein OP4 6,2 0,08
PBN1 CA4017 orf19.3447 protease by homology 1,6 1,10
PCK1 CAS857 orf19.7514 phosphoenolpyruvate carboxykinase 4,6 0,08
PEPI1.3 CA2171 orf19.3767 Vacuolar protein sorting/targeting protein 1,6 0,08
PGM2 CA0692 orf19.2841 Phosphoglucomutase 1,7 0,08
PHOI1 CA0616 orf19.2619 Secreted acid phosphatase 13,3 0,16
PHOS80 CA0409 orf19.5755 Cyclin 2,4 0,08
PHOS89 CA5160 orf19.4599 Na+-coupled phosphate transport 3,2 0,08
PMCI CA1645 orf19.1727 Ca2+-transporting P-type ATPase 1,8 0,08
PPQI CA3829 orf19.5758 phosphoprotein phosphatase 2,2 0,08
PRB2 CA0270 orf19.2242 Protease B 1,5 0,08
PRY2 CAS344 orf19.7218 putative pathogen related proteins 1,9 0,08
PUTI CA1552 orf19.4274 proline oxidase 2,1 0,08
RBT2 CA3957 orf19.1415 Repressed by TUP1 protein 2 2,0 0,08
RBTS CA2558 orf19.5636 repressed by TUP1 protein 5 43,1 0,08
RNH1 CA0277 orf19.5614 ribonuclease H 2.8 0,08
RNR21 CA4155 orf19.5801 ribonucleoside-diphosphate reductase 1,6 1,16
RTA2 CA3607 orf19.24 Unknown function 2,4 0,08
RTA4 CA3835 orf19.6595 Protein involved in 7-aminocholesterol resistance 1,6 0,08
SAP9 CA4700 orf19.6928 aspartyl proteinase 9 1,9 0,08
SCW11.3EOC CA1053 orf19.3893 glucanase gene family member 2,5 0,08
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SDS24 CA3920 orf19.5118 ScYBR214w strong similarity to protein YGL056¢ 13,8 0,08
SHM1 CA0433 orf19.1342 Serine hydroxymethyltransferase precursor 1,9 0,08
SMI1 CA1740 orf19.5058 beta-1,3-glucan synthesis protein 1,9 0,08
SNG3 CA2117 orf19.1333 Drug transporter 1,5 0,08
SOD22.3F CAS5588 orf19.7111.2 superoxide dismutase 3,1 0,08
SSU1 CAS5550 orf19.7313 Sulfite sensitivity protein 1,7 0,08
STE23 CA1653 orf19.5561 protease involved in a-factor processing 1,8 2,66
STL1 CA0472 orf19.5753 sugar transporter 2,8 0,08
SURI CA1524 orf19.3794 Suppressor of ROK 1 1,8 3,33
TCAS5A CA0455 orf19.2427 polyprotein of Tca5 retrotransposon 1,5 0,08
TOS! CA2303 orf19.1690 putative Anchor subunit of a-agglutinin 2,5 0,08
TRA1.5EOC CA1814 orf19.139 ATM/Mecl/TOR1+2-related 1,9 0,74
yre2 CA3918 orf19.4381 putative polyphosphate synthetase 2,0 0,08
VTC4 CA0697 orf19.3363 putative polyphosphate synthetase 1,9 0,08
YCFI CA1997 orf19.6478 Glutathione S-conjugate transporter 1,6 0,08
YHBI CA0943 orf19.3707 flavohemoglobin 26,6 0,08
YHB3 CA3139 orf19.3710 flavohemoglobin 2,5 0,08
YOX1 CA5202 orf19.7017 Similar to homoeodomain protein 1,6 0,85

Negativ regulierte Gene
Glykolyse
CDC19 CA3483 orf19.3575 pyruvate kinase 0,55 0,25
ENOI1 CA3874 orf19.395 Enolase I (2-phosphoglycerate dehydratase) 0,57 0,16
FBAI CA5180 orf19.4618 fructose-bisphosphate aldolase 0,51 0,08
GPM1 CA4671 orf19.903 phosphoglycerate mutase 0,61 0,25
PGK1 CA1691 orf19.3651 Phosphoglycerate kinase 0,45 0,08
TPI1 CA5950 orf19.6745 Triose phosphate isomerase 0,55 0,08
Proteinmodifikation (Glykosylierung)

MNN22 CA0752 orf19.3803 Golgi alpha-1,2-mannosyltransferase 0,42 0,08
MNTI CA3469 orf19.1665 Mannosyltransferase 0,63 0,08
MNT2 CA3467 orf19.1663 Alpha-1,2-mannosyltransferase 0,65 0,08
UFDI CA3786 orf19.5833 Ubiquitin fusion degradation protein 0,65 0,08
RPS31 CA2011 orf19.3087 Ubiquitin fusion protein 0,54 0,08
Streflantwort
DDR48 CA4336 orf19.4082 stress protein 0,58 0,08
HSPI2 CA0627 orf19.3160 Heat shock protein 0,27 0,08
HSP30 CA1507 orf19.4526 heat shock protein 0,25 0,08
HSP78.3F CA4683 orf19.884 heat shock prot. of clpb 0,65 0,25
HSP78.5F CA4684 orf19.882 heat shock protein of clpb family 0,61 0,08
CTAI CA3011 orf19.6229 catalase A, peroxisomal 0,35 0,08
IPF13836 CA2342 orf19.2344 probable heat shock protein 0,29 0,08
SSA4 CA1230 orf19.4980 cahsp70 mRNA for heat shock 0,50 0,08
Transkritpionsfaktor
IPF6067 CA4358 orf19.6734 putative transcription factor 0,66 2,66
IPF10795 CA0424 orf19.2356 putative transcription factor 0,53 0,08
TYE7 CA3707 orf19.4941 Basic helix-loop-helix transcription factor 0,57 0,08
NRG1 CAS5289 orf19.7150 similar to transcriptional repressor Nrglp/Nrg2p 0,63 0,08
MBF1 CA4604 orf19.3294 Multiprotein bridging factor mediates GCN4- 0,53 0,08
dependent transcriptional activation
Translation
RPL29 CA3305 orf19.2310.1 ribosomal protein 0,63 0,08
RPS21 CA1715 orf19.3334 ribosomal protein 0,66 0,25
Tri-Carbonsiure-Zyklus
ACOI1 CA3546 orf19.6385 aconitate hydratase 0,61 0,08
MLS1 CA4748 orf19.4833 malate synthase 0,66 0,08
Zellwand/-membran
ALSI2.3F CA0413 orf19.2122 agglutinin-like protein 0,24 0,08
ALS4.3F CA1528 orf19.4556 agglutinin-like protein 0,25 0,08
ECM41.3 CA2386 orf19.2613 involved in cell wall biogenesis 0,65 0,08
Unbekannte und unklassifizierte
AQYI CA2873 orf19.2849 plasma membrane and water channel proteins 0,54 0,08
CCT8 CA3857 orf19.6099 component of chaperonin-containing Tcomplex 0,59 0,08
CPR6 CA6040 orf19.7654 cyclophylin 0,59 0,08
DURI,2 CA2280 orf19.780 urea amidolyase 0,50 0,08
EFGI1 CA2787 orf19.610 Enhanced filamentous growth factor 0,36 0,08
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FDHI1.3
GADI
ICLI
IFNI
IFQ3
IPF10404
IPF1129
IPF11858
IPF12040
IPF12093
IPF12201
IPF12884
IPF1341
IPF13867
IPF14282
IPF15015
IPF15297
IPF15813
IPF1617
IPF16368.3F
IPF16368.5F
IPF16795
IPF17054
IPF17186
IPF17237
IPF17840
IPF19160
IPF19766
IPF19980
IPF2419
IPF2441
IPF2615
IPF2839
IPF2857
IPF3121
IPF3262.3
IPF3485
IPF3912
IPF4065
IPF4181
IPF4182
IPF4776
IPF4902
IPF4905
IPF4959
IPF5185
IPF5389
IPF5981
IPF6257
IPF6339
IPF6624
IPF7109
IPF7539
IPF7602
IPF7715
IPF8048
IPF8108
IPF8405
IPF8866
IPF946
JEN2
MAP2
MEP3
MRF]I
PFYI
PST2
RADIG6

CA6000
CA1564
CA4446
CA1137
CA2597
CA1199
CA5784
CA1411
CA4035
CA2834
CA0189
CA0778
CAS5112
CA4437
CA0446
CA0276
CA5078
CA3066
CA4894
CA0152
CAO0153
CA0821
CA1693
CA0828
CA1716
CA0059
CAO0167
CA2746
CA0093
CAS5885
CA5719
CA4291
CA5535
CA5526
CA4651
CA0740
CA5940
CA4960
CA0386
CA5798
CA5797
CA1443
CA0897
CA0899
CA6057
CA1678
CA1650
CA5547
CA4541
CAO0817
CA0293
CA5650
CA1514
CAl1761
CA0706
CA4201
CA2046
CA2796
CA0076
CA5968
CA5478
CA1534
CA0302
CA1333
CA3897
CA1673
CA0917

orf19.7600
orfl19.1153
orf19.6844
orf19.1979
orf19.54
orf19.3369
orf19.5431
orf19.1277
orf19.3665
orf19.4786
orf19.4118
orf19.4779
orf19.6420
orf19.5158
orf19.2296
orf19.5612
orf19.3053
orf19.4281
orf19.6586
orf19.254
orf19.255
orf19.2989
orf19.5037
orf19.251
orf19.3335
orf19.566
orf19.1075

orf19.100
orf19.6824
orf19.7424
orf19.6688
orf19.7296
orf19.7284
orf19.4438
orf19.3140.1
orf19.6757
orf19.6514
orf19.1862
orf19.5447
orf19.5446
orf19.4492
orf19.413
orf19.411
orf19.7676
orf19.3618
orf19.5565
orf19.7310
orf19.1461
orf19.2724
orf19.6489
orf19.7350
orf19.4886
orf19.5193
orf19.682
orf19.4543
orf19.2934
orf19.1721
orf19.4906
orf19.7561
orf19.5307
orfl19.1214
orfl19.1614
orf19.1149
orf19.5076
orf19.3612
orf19.2969

glutathione-dependent formaldehyde dehydrogenase
Glutamate decarboxylase

Isocitrate lyase

glycerophosphoinositol transporter

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function

Na+-nucleoside cotransporter

unknown function

Similarity to mucin proteins

unknown function

Similar to mucin proteins

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
Unknown function

glycerate/formate-dehydrogenase

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
putative lipase
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
aldo/keto reductase
unknown function
unknown function
putative permease
unknown function
unknown Function
unknown function
unknown function

D-xylulose reductase
putative cell wall protein
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase

Gin3p

unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
unknown function
oxidoreductase
unknown function

probable succinate-semialdehyde dehydrogenase

unknown function

Ncel03p inv. in non-classical prot. export pathway

unknown function
unknown function

carboxylic acid transporter protein

methionine aminopeptidase

low affinity high capacity ammonium permease
mitochondrial respiratory function protein

BINDS TO ACTIN

1,4-benzoquinone reductase
nucleotide excision repair protein

0,58
0,59
0,58
0,66
0,65
0,47
0,44
0,66
0,66
0,65
0,63
0,50
0,64
0,65
0,35
0,65
0,50
0,62
0,61
0,43
0,40
0,58
0,53
0,64
0,66
0,45
0,61
0,33
0,01
0,62
0,45
0,18
0,64
0,25
0,49
0,65
0,57
0,65
0,52
0,55
0,50
0,65
0,14
0,53
0,59
0,17
0,50
0,58
0,62
0,33
0,48
0,60
0,62
0,57
0,43
0,66
0,60
0,46
0,64
0,49
0,55
0,57
0,58
0,62
0,61
0,58
0,47

0,08
0,08
0,08
0,25
0,08
0,08
0,08
0,08
3,33
0,08
0,25
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
5,53
0,08
0,08
0,08
0,85
0,08
0,22
0,16
0,08
3,33
0,25
0,74
0,52
0,85
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
0,08
1,10
0,08
0,25
0,08
0,38
0,08
0,08
0,08
0,74
0,08
0,08
0,08
0,08
0,85
0,08
0,08
0,08
0,25
0,08
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RHR2 CAS5788
SOD2 CA2719
SUN42 CA5232
TFS1 CA0748
TOM72 CA1397
TRX2 CA0467
TTRI CA4919
UGAI12.3F CA1180
UGAI12.5F CA1181
URA2.5EOC CA1315
YATI CA4207

orf19.5437
orf19.3340
orf19.5032
orf19.1974
orf19.3700
orf19.1976
orf19.6059
orf19.803

orf19.802

orf19.2360
orf19.4551

DL-glycerol phosphatase
Manganese-superoxide dismutase

Putative cell wall beta-glucosidase
cdc25-dependent nutrient- and ammonia-response
mitochondrial import receptor

thioredoxin

Glutaredoxin

4-aminobutyrate aminotransferase
4-aminobutyrate aminotransferase
multifunctional pyrimidine biosynthesis protein
carnitine acetyltransferase

0,55
0,60
0,63
0,64
0,56
0,67
0,51
0,66
0,59
0,60
0,42

0,08
0,08
0,08
0,08
3,33
0,74
0,08
0,74
0,08
0,08
0,08

Tab. 25: Microarray-Experiment ,,efgl/wt HP“. Regulierte Gene in der efg/-Mutante HLC52 unter hypoxischen
Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 (245 Gene bei einer FDR' von 5,0 %). Die Anzucht erfolgte auf
festem YPS-Medium bei 24 °C (Tab. 10).
'FDR: , false discovery rate“: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene

’g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert* bezeichnet wird.

Gen-Name Orf-
Nummer

Positiv regulierte Gene

Drogenresistenz

CDR4 CA3895
Ergosterolsynthese

ERG25 CA0642
ERG251 CAO0875
ERG4 CA2297
Eisenmetabolismus

FRE30.3 CA3416
FRE30.53 CA3415
FRES CA2556
FTRI CAS5345
Fermentation

ALDS CA4159
Fettsiuresynthese

FASI CA5426
FAS2.3F CA6107
IPF7227 CA2493
OLE] CA3921
Hyphenspezifische Gene
HWPI CA2825
RBTS CA2558
Transporter (Ionen)

CTRI CA1496
SMF12 CA1879
Streflantwort

SSA1 CA2857
SOD22.3F CAS5588
Transkriptionsfaktoren
RIMI101 CAS5367
IPF15604 CA0457
CAPI CA0183
ROXI CA0346
SEF1 CA2346
TBPI CA2369
Tri-Carbonsiure-Zyklus
MLS1 CA4748
CIT1.EXON2 CA3909
LSC2.3EO0C2 CA3376

Zellwand/-membran

CA-Nummer

orf19.5079

orf19.3732
orf19.4631
orf19.5379

orf19.6139
orf19.6140
orf19.5634
orf19.7219

orf19.5806

orf19.979

orf19.5949
orf19.4048
orf19.5117

orf19.1321
orf19.5636

orf19.3646
orf19.2270

orf19.1065
orf19.7111.2

orf19.7247
orf19.2432
orf19.1623
orf19.2824
orf19.3753
orf19.1837

orf19.4833
orf19.4393
orf19.1857.1

Beschreibung (nach CandidaDB: -fache

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

Multidrug resistance protein

C-4 sterol methyl oxidase
C-4 sterol methyl oxidase
sterol C-24 reductase

Strong similarity to ferric reductase Fre2p
Strong similarity to ferric reductase

ferric reductase transmembrane component
high affinity iron permease

aldehyde dehydrogenase (NAD+)

Fatty-acyl-CoA synthase
fatty-acyl-CoA synthase
putative fatty acid desaturase
Stearoyl-CoA desaturase

Hyphal wall protein
repressed by TUP1 protein 5

copper transport protein
manganese transporter

Heat shock protein of HSP70 family
superoxide dismutase

Zn finger transcription factor homolog
transcription factor

transcriptional acivator

Possible heme-dependent transcriptional repressor
Putative transcription factorl

TATA-binding protein

malate synthase
Citrate synthase
succinate-CoA ligase beta subunit

1,8

1,6
1,7
1,5

2,2

1,5
1,8
2,1

1,6
1,5

2,4

2,0
2.8

1,9
2,2

1,9
1,7

2,0
1,6
1,7
1,6

1,6
2,1

1,6
1,6

q-

Wert

0,17

0,17
0,17
0,52

0,17
0,17
0,17
0,17

0,17

0,17
0,17
0,17
0,17

0,17
3,46

0,17
1,63

3,46
0,74

0,17
0,17
0,17
2,42
0,17
0,17

0,17
0,17
0,17
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ALS7 CA5699 orf19.7400 agglutinin-like protein 5,5 0,17
ECM21.3 CA1707 orf19.4887 Involved in cell wall biogenesis and architecture 1,9 0,95
EXGI CA0822 orf19.2990 glucan 1,3-beta-glucosidase 1,7 0,17
Unbekannte und unklassifizierte

AAHI CA3587 orf19.2251 adenosine deaminase 1,5 0,17
AOX2 CA2189 orf19.4773 alternative oxidase 4,3 0,17
ASNI CA3616 orf6.5930 asparagine synthetase L5 0,74
ATX1 CA2750 orf19.2369.1 antioxidant protein and metal homeostasis factor 3,2 0,17
CHAI2 CA3945 orf19.1996 L-serine/L-threonine deaminase 1,5 0,17
CHT? CA1051 orf19.3895 chitinase 2 precursor 3,5 0,17
COX8 CA2134 orf19.5213.1 CYTOCHROME C OXIDASE 1,5 0,17
CPPI CA4721 orf19.4866 probable protein-tyrosine phosphatase 1,6 0,17
CRDI CA2832 orf19.4784 Cu-transporting P1-type ATPase 3.8 0,17
CRHI1 CAO0375 orf19.2706 Probable membrane protein 1,8 0,17
CWHS8 CAl146 orf19.3682 protein for full levels of dolichol-linked 2,1 0,17

oligosaccharides in the endoplasmic reticulum

CYS3 CAS5127 orf19.6402 cystathionine gamma-lyase by homology 1,7 0,17
DBP3 CA1202 orf19.4870 ATP-dependent RNA helicase 1,7 0,17
EROI CA2076 orf19.4871 Required for prot disulfide bond formation in the ER 1,8 0,17
FDHI2 CA1846 orf19.638 Formate dehydrogenase 2,2 0,17
GAP7.3EOC CAO0757 orf19.3195 general amino-acid permease 1,6 5,05
GAP7.5EOC CA0160 orf19.3195 general amino acid permease 1,9 0,17
GCV2 CA3883 orf19.385 Glycine decarboxylase P subunit 2,5 0,17
GCV3 CAS5258 orf19.5006 Glycine decarboxylase 1,5 0,17
GDS1 CA2948 orf19.1963 nam9-1 suppressor 1,7 0,17
HEM3 CA0306 orf19.1742 porphobilinogen deaminase 1,7 0,17
IFE2 CA2075 orf19.5288 Unknown function 3,5 0,17
IFF10.5 CA5763 orf19.5404 unknown function 4,1 0,17
IFG1 CA1197 probable d-amino acid oxidase 1,8 0,17
IFI1 CA0182 orf19.1130 unknown function 1,5 0,17
INTI CA0665 orf19.4257 integrin-like protein alpha chain 1,7 0,74
IPF10138.3F CA1355 orf19.408 unknown function 2,5 0,17
IPF10138.5F CA1356 orf19.409 unknown function 2,3 0,17
IPF10318 CA2727 orf19.2119 Ndt80p meiosis-specific protein 1,5 0,17
IPF1084.3 CA5762 orf19.5401 unknown function 5,5 0,17
IPF10919 CA2625 orf19.4765 Similar to Flolp 1,8 0,17
IPF11233 CA3963 orf19.1422 Fzolp required for biogenesis of mitochondria 1,6 0,17
IPF11503 CA3025 orf19.3902 unknown function 2,6 0,17
IPF11644 CA0496 orf19.2660 unknown function 1,8 0,74
IPF11725 CA2903 orf19.3475 unknown function 4.4 0,17
IPF11998 CA1898 orf19.2758 unknown function 1,5 0,17
IPF12061 CA0007 orf19.174 unknown function 1,6 0,17
IPF12084 CA3104 orf19.6554 unknown function 1,8 0,17
IPFI2110 CA0008 orf19.376 1,4-butanediol diacrylate esterase 1,6 0,17
IPF12316 CA1098 orf19.5069 unknown function 33 0,17
IPF12758.5F CA0394 orf19.334 unknown function 2,0 0,17
IPF12811 CA2348 orf19.3751 putative serine/threonine kinase 1,5 0,95
IPF13582 CA3338 orf19.2333 unknown function 2,3 0,17
IPF14510 CA1779 orf19.1826 unknown function 2,5 0,17
IPF14618 CA0286 orf19.6079 unknown function 2,9 0,17
IPF15013 CA2761 orf19.5626 pyruvate decarboxylase regulatory protein 2,2 0,17
IPF1548 CA5407 orf19.951 unknown function 1,6 0,17
IPF15641 CAO0795 orf19.551 unknown function 2,0 0,17
IPF15822 CA1869 orf19.2457 unknown function 1,5 5,05
IPF15844 CA1372 orf19.4961 Stp2p involved in pre-tRNA splicing 1,6 0,17
IPF15870 CA2769 orf19.2685 unknown function 2.4 0,17
IPF16514 CA1388 orf19.921 unknown function 1,6 2,42
IPF16843 CA0026 orf19.2397.3 unknown function 1,5 0,95
IPF17272 CA0860 orf19.3522 unknown function 1,9 0,17
IPF1732 CA2009 orf19.3089 intramitochondrial protein sorting 1,7 0,17
IPF17358 CAO0112 orf19.5754 unknown function 1,9 0,17
IPF17652.3 CA0037 orf19.6078 reverse transcriptase 4,0 0,17
IPF19568 CA4870 orf19.6556 unknown function 2,1 0,17
IPF19998 CA3743 orf19.2175 unknown function 1,5 0,17
IPF20058 CA0500 orf19.4793 unknown function 1,5 0,17
IPF2050 CA4985 orf19.5265 Kiplp kinesin-related protein 1,6 0,17

IPF2053 CA4983 orf19.5267 unknown function 1,6 0,17
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IPF2382 CA5899 orf19.6807 unknown function 1,5 0,17
IPF2878 CA5735 orf19.7445 unknown function 1,7 0,17
IPF2908 CA5749 orf19.7459 unknown function 1,8 0,17
IPF3865 CA3605 orf19.22 unknown function 1,9 0,17
IPF3964 CA4111 orf19.675 unknown function 2,0 0,17
IPF4012 CA1039 orf19.2501 Unknown Function 1,6 1,17
IPF4406 CA0906 orf19.1483 unknown function 1,6 0,17
IPF4503 CA4736 orf19.4849 unknown function 1,6 0,17
IPF4696 CA4970 orf19.5282 unknown Function 1,8 0,17
IPF4703 CA4973 orf19.5279 unknown Function 1,5 0,17
IPF4835 CA6071 orf19.5992 zinc finger protein 2,3 0,17
IPF4859 CA3700 orf19.6276 unknown function 1,6 0,17
IPF5915 CA0670 orf19.449 phosphatidyl synthase 2,1 0,17
IPF6003 CA1345 orf19.1490 Msb2p multicopy suppressor 1,6 0,17
IPF6041 CAS175 orf19.4612 Similar to Legionella pneumophila sbpA 1,7 0,17
IPF6391 CA3435 orf19.583 mammalian indoleamine 2,3-dioxygenase 1,8 0,17
IPF6518 CA2302 orf19.1691 unknown function 2,1 0,17
IPF66 CA6100 orf19.5956 unknown function 2,0 0,17
IPF6654 CA4305 orf19.6705 unknown function 1,9 0,17
IPF6700 CA1872 orf19.2459 unknown function 1,7 0,17
IPF708 CA5522 orf19.5370 unknown function 1,6 1,17
IPF7081 CA4121 orf19.2770 unknown function 1,6 0,17
IPF7681 CA3171 orf19.1397 unknown function 1,5 2,42
IPF779 CA5496 orf19.5337 E2 ubiquitin conjugating enzyme 1,7 0,52
IPF8336 CA2839 orf19.4792 unknown function 2,8 0,17
IPF8374 CA4932 orf19.6073 unknown function 1,7 2,42
IPF8527 CA5476 orf19.5305 unknown function 7,0 0,17
IPF8796 CA4800 orf19.4035 putative GPI-anchhored protein 1,7 0,17
IPF9057 CA2649 orf19.1189 unknown function 2,0 0,17
IPF9062 CA2648 orf19.1187 unknown function 1,6 0,48
IPF9101 CA2548 orf19.2833 unknown function 3,1 0,17
IPF9302 CA4164 orf19.5813 unknown function 1,6 0,17
IPF9413 CA3411 orf19.6146 unknown function 1,6 0,17
MIRI CA1513 orf19.4885 phosphate transport protein 1,6 0,17
MUPI CA4972 orf19.5280 High affinity methionine permease 2,1 0,17
PCK1 CA5857 orf19.7514 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2,1 0,48
PDX3 CA4261 orf19.550 pyridoxamine-phosphate oxidase 1,6 0,17
PHOS89 CA5160 orf19.4599 Na+-coupled phosphate transport 1,8 0,17
PHRI CA4857 orf19.3829 GPI-anchored pH responsive glycosyl transferase 3,7 0,17
PRY2 CA5344 orf19.7218 putative pathogen related proteins 2,2 0,17
SAM?2 CA0959 orf19.657 S-adenosylmethionine synthetase 2 1,6 0,17
SAP9 CA4700 orf19.6928 aspartyl proteinase 9 1,6 0,17
SDS24 CA3920 orf19.5118 Similar to S. cerevisiae YBR214w 2,3 0,17
SEC14 CAS5398 orf19.941 phosphatidylinositol/ phosphatidylcholine transfer 1,5 0,17
SHM1 CA0433 orf19.1342 Serine hydroxymethyltransferase precursor 1,9 0,17
SKNI.3 CA5660 orf19.7362 Glucan synthase subunit 34 0,17
SPE4 CA1249 0rf19.4960 spermine synthase L5 0,17
T0S1 CA2303 orf19.1690 putative Anchor subunit of a-agglutinin 1,6 0,17
TPK1 CA2355 orf19.4892 cAMP-dependent protein kinase 2 1,7 0,17
TUB2.3 CA4897 orf19.6034 Beta-tubulin 1,6 0,17
UBI4 CA5932 orf19.6771 Polyubiquitin 1,8 2,92
YHB3 CA3139 orf19.3710 flavohemoglobin 1,7 0,17
YIP3.3 CA3688 orf19.6264.3 protein of unknown function 1,7 0,17

Negativ regulierte Gene
Transporter (Aminosiuren)

MTR CA2778 orf19.278 neutral amino acid permease-like 0,65 0,17
CANI CA1148 orf19.97 amino acid permease 0,63 0,17
GNPI CA5972 orf19.7566 high affinity glutamine permease 0,60 0,17
MEP3 CA0302 orf19.1614 low affinity high capacity ammonium permease 0,66 0,17
(Zucker)

HGTI2 CA4038 orf19.3668 hexose transporter 0,66 0,17
HXTS5.3F CA1069 orf19.2021 sugar transporter 0,21 0,17
HXT61 CA1070 orf19.2020 sugar transporter 0,40 0,17
HXT62 CA1067 orf19.2023 sugar transporter 0,39 0,17
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Zellwand/-membran
ALSI2.3F CA0413 orf19.2122 agglutinin-like protein 0,13 0,17
ALS4.3F CA1528 orf19.4556 agglutinin-like protein 0,14 0,17
IPF19968 CA3030 orf19.220 putative cell wall protein of the PIR family 0,49 0,17
IPF5185 CA1678 orf19.3618 putative cell wall protein 0,08 0,17
SUN42 CA5232 orf19.5032 Putative cell wall beta-glucosidase 0,37 0,17
Glykolyse
CDC19 CA3483 orf19.3575 pyruvate kinase 0,39 0,17
FBAI CAS180 orf19.4618 fructose-bisphosphate aldolase 0,59 0,17
PGII CA3559 orf19.3888 Glucose-6-phosphate isomerase 0,64 0,17
PGK1 CA1691 orf19.3651 Phosphoglycerate kinase 0,61 0,17
StreBBantwort
HSPI2 CA0627 orf19.3160 Heat shock protein 0,20 0,17
HSP30 CA1507 orf19.4526 heat shock protein 0,56 0,17
HSP78.3F CA4683 orf19.884 heat shock protein of clpb family 0,61 0,17
HSP78.5F CA4684 orf19.882 heat shock protein of clpb family 0,48 0,17
IPF13836 CA2342 orf19.2344 probable heat shock protein 0,54 0,17
SOD2 CA2719 orf19.3340 Manganese-superoxide dismutase 0,54 0,17
SSA4 CA1230 orf19.4980 cahsp70 mRNA for heat shock 0,62 0,17
Transkriptionsfaktoren
CTA211.3F CA0498 orf19.2661 transcriptional activator 0,03 0,17
IPF10795 CA0424 orf19.2356 putative transcription factor 0,35 0,17
Unbekannte und unklassifizierte
ADHS CA2391 orf19.2608 probable alcohol dehydrogenase 0,47 0,17
AMDI1 CA4680 orf19.891 AMP deaminase 0,59 0,17
AQYI CA2873 orf19.2849 plasma membrane and water channel proteins 0,31 0,17
CCCl1 CA4713 orf19.6948 Transmembrane Ca2+ transporter 0,61 0,17
CTAI CA3011 orf19.6229 catalase A 0,37 0,17
CYPI CA0972 orf19.6472 cyclophilin (peptidylprolyl isomerase) 0,62 0,17
DDR48 CA4336 orf19.4082 stress protein 0,30 0,17
EFGI CA2787 orf19.610 Enhanced filamentous growth factor 0,31 0,17
GADI1 CA1564 orf19.1153 Glutamate decarboxylase 0,63 0,17
GALI0 CA4041 orf19.3672 UDP-glucose 4-epimerase 0,47 0,17
IPF10153 CA3747 orf19.2170 membrane transporter 0,61 0,17
IPF10327 CA2732 orf19.2113 unknown function 0,66 4,47
IPF10404 CA1199 orf19.3369 unknown function 0,39 0,17
IPF1129 CA5784 orf19.5431 unknown function 0,27 0,17
IPF11858 CAl411 orf19.1277 unknown function 0,54 0,17
IPF12950 CA2430 orf19.3402 unknown function 0,66 0,17
IPF14282 CA0446 orf19.2296 Similar to mucin proteins 0,29 0,17
IPF14994 CA0005 orf19.2414 unknown function 0,54 0,17
IPFi1617 CA4894 orf19.6586 unknown function 0,64 0,17
IPF16368.3F CA0152 orf19.254 unknown function 0,38 0,17
IPF16368.5F CAO0153 orf19.255 Unknown function 0,48 0,17
IPF17054 CA1693 orf19.5037 unknown function 0,61 0,17
IPF17186 CA0828 orf19.251 unknown function 0,32 0,17
IPF17840 CA0059 orf19.566 unknown function 0,55 4,47
IPF19766 CA2746 unknown function 0,60 0,17
IPF19767 CA2757 orf19.5621 unknown function 0,66 0,17
IPF19801 CA4566 orf19.6877 unknown function 0,42 0,17
IPF2419 CA5885 orf19.6824 unknown function 0,52 0,17
IPF2615 CA4291 orf19.6688 unknown function 0,13 0,17
IPF2857 CA5526 orf19.7284 unknown function 0,50 0,17
IPF3121 CA4651 orf19.4438 unknown function 0,44 0,17
IPF3485 CA5940 orf19.6757 aldo/keto reductase 0,64 0,17
IPF3937 CA1203 orf19.868 Unknown function 0,36 0,17
IPF4065 CA0386 orf19.1862 unknown function 0,67 0,17
IPF4667 CA3367 orf19.1847 unknown Function 0,58 0,17
IPF4905 CA0899 orf19.411 unknown function 0,63 0,17
IPF4991 CA1075 orf19.2531 putative membrane protein 0,33 0,17
IPF5291 CA4043 orf19.3674 UDP-glucose 4-epimerase 0,62 0,17
IPF5981 CA5547 orf19.7310 Gin3p 0,43 0,17
IPF6108 CA3073 orf19.4811 putative tricarboxylate carrier 0,55 0,17
IPF6266 CA3277 orf19.6311 unknown function 0,61 0,17
IPF6339 CA0817 orf19.2724 unknown function 0,16 0,17
IPF6624 CA0293 orf19.6489 unknown function 0,60 0,17
IPF6629 CA4127 orf19.2762 unknown function 0,64 0,17



Anhang 134
IPF7109 CA5650 orf19.7350 unknown function 0,61 4,47
IPF7145 CA3988 orf19.1564 unknown function 0,63 0,17
IPF7147 CA3989 orf19.1565 unknown function 0,57 0,17
IPF7374 CA2718 orf19.3338 unknown function 0,40 0,17
IPF7539 CAl514 orf19.4886 unknown function 0,64 0,17
IPF7666 CA1120 orf19.4056 unknown function 0,64 3,46
IPF7715 CA0706 orf19.682 unknown function 0,28 0,17
IPF8047 CA4202 orf19.4544 unknown function 0,64 0,17
IPF8405 CA2796 orf19.1721 Ncel03p involved in non-classical prot export pathw. 0,38 0,17
IPF8762 CA4220 orf19.822 unknown function 0,59 0,17
IPF946 CA5968 orf19.7561 unknown function 0,56 0,17
IPF9740 CA2291 orf19.744 oligo-1,4 -1,4-glucantransferase/ amylo-1,6- 0,57 0,17

glucosidase
IPF9808 CA3148 orf19.6163 csedp with strong similarity to histone H3 0,64 0,17
IPF9939 CA2214 orf19.4752 Msn4p transcriptional activator 0,66 0,17
PHO84 CA0083 orf19.655 high-affinity inorganic phosphate symporter 0,56 0,17
PHO84.3EOC CA1782 orf19.1172 Inorganic phosphate transport protein 0,58 0,48
PRCI CA0430 orf19.1339 Carboxypeptidase Y precursor 0,63 0,17
PST2 CA1673 orf19.3612 1,4-benzoquinone reductase 0,53 0,17
PUTI CA1552 orf19.4274 proline oxidase 0,60 0,17
PUT2 CA3399 orf19.3974 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 0,65 0,17
RADI6 CA0917 orf19.2969 nucleotide excision repair protein 0,59 0,17
RAD26 CA2788 orf19.607 DNA repair and recombination protein 0,64 0,17
RHR2 CAS5788 orf19.5437 DL-glycerol phosphatase 0,66 0,17
SEC2 CA3598 orf19.4928 GDP/GTP exchange factor 0,65 0,17
SSK1 CAS5233 orf19.5031 reponse regulator two-component phosphorelay gene 0,67 0,17
UGAI2.5F CA1181 orf19.802 4-aminobutyrate aminotransferase 0,54 0,17
URA2.5EOC CA1315 orf19.2360 multifunctional pyrimidine biosynthesis protein 0,63 0,17

Tab. 26: Microarray-Experiment ,,riml5/wt HF“. Regulierte Gene in der riml5-Mutante CAR23-7-5 unter
hypoxischen Bedingungen im Vergleich zum Wildtyp CAF2-1 (26 Gene bei einer FDR' von 4,9 %). Die Anzucht
erfolgte auf festem YPD-Medium bei 30 °C (Tab. 10).

'FDR: , false discovery rate“: Prozentsatz nicht-signifikant regulierter Gene
’g-Wert: bezeichnet die niedrigste FDR, bei der das Gen als ,,signifikant reguliert“ bezeichnet wird.

Gen-Name

Positiv regulierte

Unbekannte und unklassifizierte
CAO0316
CA1431
CA1782

ALS1.3EOC
FET34.3EOC
PHOS84.3EOC

Negativ regulierte

Unbekannte und unklassifizierte

ACTI
ALG2.5
ALS12.3F
ALS4.3F
CTAl
CWHS
CYPI
FAS2.3F
GLKI
GPHI
HHT21
IFL1

Orf-

Nummer

CA5255
CA1530
CA0413
CA1528
CA3011
CA1146
CA0972
CA6107
CA0263
CA5206
CA2861
CA0856

CA-Nummer

orf19.5741
orf19.1206
orf19.1172

orf19.5007
orf19.1221
orf19.2122
orf19.4556
orf19.6229
orf19.3682
orf19.6472
orf19.5949
orfl19.13

orf19.7021
orf19.1061
orf19.4463

Beschreibung (nach CandidaDB:
http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/)

agglutinin-like protein
iron transport multicopper oxidase
Inorganic phosphate transport protein

actin

mannosyltransferase

agglutinin-like protein

agglutinin-like protein

catalase A

protein for dolichol-linked oligosaccharides
cyclophilin (peptidylprolyl isomerase)
fatty-acyl-CoA synthase

aldohexose specific glucokinase
Glycogen phosphorylase

Histone H3

unknown function

-fache
Regulation

2,53
1,60
1,62

0,66
0,57
0,64
0,66
0,57
0,59
0,66
0,65
0,65
0,54
0,64
0,06

&r 2
Wert

0,63
3,78
0,63

0,63
0,63
0,63
0,82
0,63
0,63
0,82
0,63
0,63
0,63
0,63
2,02
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IPF13316 CA1880 orf19.2269 unknown function 0,63 0,63
IPF17186 CA0828 orf19.251 unknown function 0,59 0,63
IPF4045 CA4490 orf19.1872 unknown function 0,65 0,63
IPF6518 CA2302 orf19.1691 unknown function 0,49 0,63
IPF6629 CA4127 orf19.2762 unknown function 0,50 0,63
IPF8321 CA2938 orf19.3325 Glg2p initiator of glycogen synthesis 0,64 0,63
IPF867 CA5346 orf19.7221 unknown function 0,64 0,63
IPF9345 CAl644 orf19.1728 unknown function 0,66 0,63
IPF9347 CA1643 orf19.1729 unknown function 0,58 0,63
PLB4.3F CA0186 orf19.1443 phospholipase 0,61 0,63
TPS3.3 CAS5505 orf19.5348 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase 0,65 0,63

Tab. 27: Unter hypoxischen Bedingungen in der efg/-Mutante oder im Wildtyp anders regulierte Gene.
! Verhiltnisse der Transkripte des Stimms CAF2-1 (wt) oder der efg/-Mutante HLC52 wurden bestimmt. Es
wurden die Klassen der Gene, die den angegebenen Regulationstypen entsprechen, aus dem Venn-Diagramm der
Abb. 16 ausgewdhlt. Nur diejenigen Gene werden aufgelistet, deren Vergleich in allen vier Transkriptomanalysen
mit dem jeweiligen Schema iibereinstimmen.
* Fiir die Transkriptomanalysen wurden die Stimme unter normoxisch (n) oder hypoxischen Bedingungen (h)

angezogen.

3 Genklassen benannt nach dem Venn-Diagramm der Abb. 16.

hypoxische Gen- orf19- Funktion nach CandidaDB: -fache Regulation Klasse
}%eg}llation, Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB 3
P wt | efgl | efgl /wt | efgl /wt
h/n | h/n h n

im wt, nicht im | ACC/ orf19.7466 acetyl-coenzyme-A carboxylase 2.8 1 0.49 1.5 E

efgl Stamm
PDE2 orf19.2972 nucleotide phosphodiesterase 0.65 1 1.5 1 E
PHOS84 orfl9.1172 inorganic phosphate transp.prot. 0.61 1 1.7 1 E
RIP] orf19.5893 ubiquinol cytochrome-c reductase 0.63 1 1.7 1 E
ADHS5 orf19.2608 probable alcohol dehydrogenase 1.5 1 0.59 1 E
CPY1.3F orf19.1339 carboxypeptidase Y precursor 1.6 1 0.64 1 E
(PRCI)
CTAl orf19.6229 catalase A, peroxisomal 3.6 1 0.48 1 E
DDR48 orf19.4082 stress protein 2.3 1 0.46 1 E
GRP2 orf19.4309 reductase 1.7 1 0.65 1 E
PRCI1 orf19.1339 carboxypeptidase Y precursor 1.8 1 0.41 1 E
orfl19.1728 | orf19.1728 unknown function 1.7 1 0.65 1 E
orf19.7350 | orf19.7350 unknown function 1.5 1 0.49 1 E
GLKI orf19.13 aldohexose specific glucokinase 2.9 1 0.44 0.40 E
GPHI orf19.7021 glycogen phosphorylase 1.7 1 0.38 0.34 E
SSA4 orf19.4980 hsp70 heat shock protein 1.6 1 0.52 0.56 E
HSPI2 orf19.3160 heat shock protein 9.6 1 0.27 0.56 E
orf19.2296 | orf19.2296 Similar to mucin proteins 1.7 1 0.61 0.59 E
orf19.2762 | orf19.2762 unknown function 2.3 1 0.25 0.38 E
HHT21 orf19.1061 histone H3 2.0 1 1 2.0 C
UBI4 orfl19.6771 polyubiquitin 22 1 1 1.8 C
SSCI orf19.1896 mitochondrial heat shock protein 70 1.7 1 1 1.9 C

im efgl-, nicht| GADI orf19.1153 glutamate decarboxylase 1 0.51 0.59 1 F

im wt Stamm
NRG1 orf19.7150 transcriptional repressor 1 0.56 0.56 1 F
PDAI orf19.3097 pyruvate dehydrogenase alpha chain 1 0.32 0.67 1 F
orf19.3335 | orf19.3335 unknown function 1 0.58 0.56 1 F
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hypoxische Gen- orf19- Funktion nach CandidaDB: -fache Regulation Klasse
I_;eg}llation, Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB 3

P wt | efgl | efgl /wt | efgl /wt

h/n | h/n h n
orf19.4907 | orf19.4907 unknown function 1 0.35 0.52 1 F
orfl19.6757 | orf19.6757 aldo/keto reductase 1 0.66 0.61 1 F
BAT22 orf19.6994 branched chain amino acid 1 1.6 1.7 1 F
aminotransferase
DBP2 orf19.170 ATP-dependent RNA helicase 1 1.9 1.5 1 F
FET34 orf19.1206 iron transport multicopper oxidase 1 8.1 3.6 1 F
FTR2 orf19.7231 high affinity iron permease 1 2.0 2.5 1 F
GIRI orf19.3617 GTP-binding protein 1 2.8 1.5 1 F
HPTI orf19.5832 hypoxanthine guanine 1 1.8 1.6 1 F
phosphoribosyl transferase
KRSI orf19.6749 lysyl-tRNA synthetase 1 1.6 1.6 1 F
URA7 orf19.3941 CTP synthase 1 1 1.6 1.6 1 F
orfl19.3876 | orf19.3876 unknown function 1 1.5 1.5 1 F
orf19.3969 | orf19.3969 unknown function 1 1.6 2.0 1 F
orf19.4282 | orf19.4282 unknown function 1 3.5 1.6 1 F
orf19.4612 | orf19.4612 Similar to L. pneumophila sbpA 1 6.5 1.7 1 F
orf19.5305 | orf19.5305 unknown function 1 1.7 3.8 1 F
MDH1 orf19.4602 mitochondrial malate dehydrogenase 1 0.33 0.61 1.6 F
TALI orf19.4371 transaldolase 1 0.56 0.65 0.66 F
DAK2 orf19.4777 dihydroxyacetone kinase 1 1.6 1 0.44 B
EBP4 orf19.3433 NADPH dehydrogenase 1 1.8 1 0.67 B
PFK1 orf19.3967 6-phosphofructokinase 1 2.1 1 0.46 B
RHR2 orf19.5437 DL-glycerol phosphatase 1 1.6 1 0.23 B
RNR22 orf19.1868 ribonucleoside-diphosphate 1 2.3 1 0.24 B
reductase
orfl19.1595 | orf19.1595 unknown function, 5-prime end 1 1.6 1 0.61 B
orfl19.1802 | orf19.1802 unknown function 1 1.9 1 0.67 B
orfl19.2286 | orf19.2286 unknown function 1 2.3 1 0.64 B
ACHI orf19.3171 acetyl-coenzyme-A hydrolase 1 0.62 1 2.3 B
CAPI orf19.1623 transcriptional acivator 1 0.58 1 2.1 B
CDCS55 orf19.1468 B subunit of protein phosphatase 2A 1 0.58 1 1.8 B
CDRI1.3f |orf19.919 multidrug resistance protein 1 0.66 1 1.6 B
CTA241.3 | orf19.5700 transcriptional activator 1 0.53 1 1.9 B
FDHI2 orf19.638 formate dehydrogenase 1 0.41 1 2.1 B
KGDI orf19.6165 2-oxoglutarate dehydrogenase 1 0.47 1 2.0 B
NCEI102 orf19.5960 secretion of proteins that lack 1 0.63 1 2.0 B
classical secretory signal sequence
PETY9 orf19.930 ADP/ATP carrier protein 1 0.35 1 1.6 B
QOCR9 orf19.2707.1 | ubiquinol--cytochrome-c reductase 1 0.59 1 1.6 B
SOD22.3f | orfl9.7111.2 | superoxide dismutase 1 0.41 1 1.6 B
orfl9.1562 | orf19.1562 unknown function 1 0.60 1 1.9 B
orf19.2091 | orf19.2091 subunit NUHM of ubiquinone 1 0.57 1 1.5 B
oxidoreductase
orf19.2398 | orf19.2398 unknown function 1 0.45 1 1.8 B
orf19.449 | orf19.449 phosphatidyl synthase 1 0.35 1 1.8 B
orf19.5069 | orf19.5069 unknown function 1 0.45 1 1.7 B
orf19.6763 | orf19.6763 unknown function 1 0.63 1 1.5 B
orf19.7306 | orf19.7306 unknown function 1 0.49 1 1.6 B
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hypoxische Gen- orf19- Funktion nach CandidaDB: -fache Regulation Klasse
Reg}llation, Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB 3
Typ

wt | efgl | efgl /wt | efgl /wt
h/m | h/n h n
orf19.93 orf19.93 unknown function 1 0.63 1 2.0 B
unterschiedlich | OLE] orfl9.5117 stearoyl-CoA desaturase 3.5 1.7 0.63 1 G
lsT wt und efgl- | ppTS 0rf19.5636 | repressed by TUP1 protein 5 55 | 25 0.63 1 ¢]
amm orf19.1729 | orf19.1729 | unknown function 35 | 16 | 056 1 G
ENOI orf19.395 enolase [ 2.4 1.9 0.65 0.66 G
orfl19.3261 |orf19.3261 member of the FRP family 3.5 3.7 1.6 0.6 G
FAS2.3f orf19.5949 fatty-acyl-CoA synthase 1.7 | 0.57 0.56 1.8 G
PGA54 orf19.2685 unknown function 1.7 1.6 1.8 1 G
FTRI orf19.7219 high affinity iron permease 1.6 3.5 3.6 1.8 G
orfl9.251 | orf19.251 unknown function 3.0 | 0.65 0.48 1 G
orf19.4246 | orf19.4246 putative phosphatidyl synthase 23 | 0.63 0.52 0.50 G
YHBI orf19.3707 flavohemoglobin 0.27 | 0.22 2.0 2.9 G
ADH1 orf19.3997 alcohol dehydrogenase 3.8 2.3 1 0.48 A
GPM1 orf19.903 phosphoglycerate mutase 2.9 3.7 1 0.40 A
ERG251 orf19.4631 C-4 sterol methyl oxidase 1.6 1.9 1 0.51 A
FBAI orf19.4618 fructose-bisphosphate aldolase 35 4.0 1 0.37 A
PGl orf19.3888 glucose-6-phosphate isomerase 2.8 24 1 0.50 A
SUR2 orf19.5818 hydroxylation of C-4 of the 1.6 1.7 1 0.28 A
sphingoid moiety of ceramide
TPI1 orf19.6745 triose phosphate isomerase 2.5 2.2 1 0.44 A
orf19.2374 | orf19.2374 GAG protein of retrotransposon pCal | 2.4 1.9 1 0.35 A
orf19.391 | orf19.391 Upc2p RNA polymerase 11 1.6 2.0 1 0.47 A
transcription factor
orfl19.5372 | orf19.5372 C. albicans Tca2 retrotransposon 2.7 2.4 1 0.45 A
orf19.6882 | orf19.6882 Osml1p osmotic growth protein 1.6 2.0 1 0.33 A
ADH? orf19.5113 alcohol dehydrogenase I 1.6 2.6 1 1 A
ALG2.5 orfl9.1221 mannosyltransferase 2.1 2.0 1 1 A
BELI orf19.6906.1 | protein of 40S ribosomal subunit 1.6 2.0 1 1 A
ERG3 orfl19.767 C5,6 desaturase 2.4 8.1 1 1 A
ERGS orf19.5178 C-22 sterol desaturase 2.2 24 1 1 A
ERGI6 orf19.922 lanosterol 14a-demethylase 2.5 3.1 1 1 A
GAPI orf19.6814 glyceraldehyde-3-phosphate 34 2.0 1 1 A
dehydrogenase
PGK1 orf19.3651 phosphoglycerate kinase 4.2 2.2 1 1 A
PHOSS8 orf19.7327 involved in phosphate transport 6.5 1.5 1 1 A
POLO orf19.5373 pol polyprotein, reverse transcripase | 3.8 2.5 1 1 A
POTI14 orfl19.1591 acetyl-CoA acetyltransferase 1.7 1.9 1 1 A
RATI orf19.4681 5 -3 Exoribonuclease 1.7 34 1 1 A
RNR21 orf19.5801 ribonucleoside-diphosph.reductase 1.7 1.8 1 1 A
SCS7 orf19.3822 required for hydroxyl. of ceramide 1.6 1.8 1 1 A
SUN41 orf19.3642 putative cell wall beta-glucosidase 1.9 1.7 1 1 A
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hypoxische Gen- orf19- Funktion nach CandidaDB: -fache Regulation Klasse
I_;eg}llation, Name Nummer http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB 3

P wt | efgl | efgl /wt | efgl /wt

h/m | h/n h n
SUN42 orf19.5032 putative cell wall beta-glucosidase 2.1 2.1 1 1 A
T0OS1 orf19.1690 Anchor subunit of a-agglutinin 1.7 1.6 1 1 A
orf19.1573 | orf19.1573 P-type ATPase 1.6 1.7 1 1 A
orf19.1691 | orf19.1691 unknown function 6.9 1.8 1 1 A
orfl19.2119 | orf19.2119 Ndt80p meiosis-specific protein 1.5 1.5 1 1 A
orfl19.7310 | orf19.7310 similar o S. cerevisiae Gin3p 23 2.8 1 1 A
ACOI orf19.6385 aconitate hydratase 0.63 | 0.27 1 1 A
ATP2 orf19.5653 F1F0-ATPase compl, F1 beta sub 0.52 | 0.30 1 1 A
ATP3.3f orf19.3223 F1F0-ATPase compl, F1 gamma sub | 0.56 | 0.62 1 1 A
ATPS5 orf19.5419 F1F0-ATPase compl, OSCP sub 0.52 | 0.59 1 1 A
ATP7 orf19.2785 F1F0-ATPase complex, FO D sub 0.56 | 0.45 1 1 A
CIT1.exon2 | orf19.4393 Citrate synthase 0.56 | 0.50 1 1 A
CYTI orfl19.3527 cytochrome-c1 0.64 | 0.66 1 1 A
DBF2 orf19.1223 putative ser/thr protein kinase 048 | 0.55 1 1 A
IDHI.3 orf19.4826 isocitrate dehydrogenase (NAD+) 0.54 | 0.36 1 1 A
IDH? orf19.5791 isocitrate dehydrogenase (NAD+) 0.55 | 0.59 1 1 A
KGD2 orfl19.6126 2-oxoglutarate dehydrogenase compl | 0.65 | 0.47 1 1 A
MIRI orf19.4885 phosphate transport protein, 0.39 | 0.49 1 1 A
mitochondrial (MCF)
QCR2 orf19.2644 ubiquinol--cytochrome-c reductase 0.55 | 0.51 1 1 A
YNK1 orf19.4311 nucleoside diphosphate kinase 0.53 | 0.37 1 1 A
orfl19.26 orfl19.26 Png1P peptide:N-glycanase 0.64 | 0.62 1 1 A
orf19.2821 | orf19.2821 NADH dehydrogenase (ubiquinone) | 0.67 | 0.47 1 1 A
22K chain precursor

orf19.2954 | orf19.2954 unknown function 0.66 | 0.66 1 1 A
orf19.3926 | orf19.3926 Rny1 ribonuclease 0.66 | 0.65 1 1 A
orf19.5231. | orf19.5231.2 | ATP19 subunit K 0.62 | 0.46 1 1 A
2

orf19.5598. | orf19.5598.2 | F1-ATPase epsilon sub.respiration 0.63 | 0.59 1 1 A
2

orf19.6223 | orf19.6223 Spo22 involved in sporulation 0.48 | 0.39 1 1 A
orf19.952 | orf19.952 unknown function 0.44 | 0.50 1 1 A
ATPI orf19.6853.3 | F1F0-ATPase complex 0.45 | 0.41 1 1.6 A
FUMI12.3f |orfl9.6725 fumarate hydratase, 3-prime end 0.41 | 0.29 1 3.1 A
FUMI12.5f | orf19.6724 fumarate hydratase, 5-prime end 0.53 | 0.38 1 2.1 A
STF2 orf19.2107.1 | ATP synthase regulatory factor 0.67 | 0.35 1 2.5 A
IFE2 orf19.5288 unknown function 0.51 | 0.57 1 0.41 A
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