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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Candida albicans- ein humanpathogener Pilz

Pilze spielen eine wichtige Rolle im taglichen Lelukes Menschen und werden zur Herstellung
von Lebensmitteln wie Kése, Brot, Bier und Weineraauch in der Medizin zur Produktion von
Antibiotika und Impfstoffen eingesetzt. Neben diespathogenen Pilzarten existieren aber auch
humanpathogene Pilze, die das Leben des Menscheshwasren. Zu den wichtigsten
humanpathogenen Pilzen gehdf@andida albicansCryptococcus neoformansid Aspergillus
fumigatus In Deutschland werden 80 % aller schweren MykosenhdCandidaArten ausgelost
(Pfaller, 1996).C. albicansist ein opportunistischer Erreger, der flir gesumdenschen
ungefahrlich ist. Bei etwa 30 % aller gesunden Mbea lasst sich dieser Pilz in den
Schleimhauten von Nase, Rachen, Genitalbereich undVerdauungstrakt nachweisen
(McCulloughet al, 1996; Sobel, 1997). Nur bei immundefekten MensdbetC. albicanseine
gefahrliche systemische Candidose aus (GreensghGraenspan, 1996), die in 50 % aller Falle
todlich verlauft (Weyet al, 1988).

C. albicansgehort zu der artenreichen Klasse der Ascomycotal@8chpilze) und wird der
Unterklasse Saccharomycetidaeder OrdnungSaccharomycetaleand der GattungCandida
zugeordnetC. albicansist in der Lage verschiedene Wachstumsformen atzoee. So kann er
unter normalen Laborbedingungen, bei 30 °C und hd&lekosekonzentration, als kugelige
Blastospore isoliert werden. Verandert man jedaehLdborbedingungen durch z. B. Erh6hung
der Temperatur auf 37 °C, neutralen pH, durch Zagab

von Serum, N-Acetylglukosamin oder Prolin (Laed
~—0 al., 1975; Buffoet al, 1984; Cassonet al, 1985), so
Chlamydospore fangt die Hefezelle an, flamentés zu wachsen. biier
ﬁ muss man zwischen einer echten Hyphenzelle und eine
Pseudohyphe unterscheiden. Diese beiden Phanotypen
Cor O unterscheiden sich in ihrer Entstehung. Wahrend die
»O——> echte Hyphe durch ein kontinuierliches, apikales
Pseudohypha Wachstum und durch das spéatere Einziehen von Septen
VA N entsteht, wird die Pseudohyphe durch unipolare
Knospung gebildet, wobei die elongierte Tochteezell
P> O_:o"" =5 Crc— nicht den Kontakt zur Mutterzelle verliert (Odesal,
- »C—=—= 1988; Ernst, 2000) (Abb. 1).
Yoast Trus hypha Eine weitere morphologische Erscheinungsform von
Kj C. albicanssind die Chlamydosporen (Abb. 1). Diese
Sporen sind dickwandige, stark lichtbrechende ZHelle
— -y die an den Enden von elongierten Suspensorzellen au
e Hyphen oder Pseudohyphen entstehen (Jeshal,
Abb. 1: Morphologische Formen vonC. 1993). Diese Zellen Ia§sen sich unter nahrstoffa;me
albicans und ihre Entstehung (Emst, | Sauerstoffarmen  Bedingungen und bei geringer
2000). Die Hefeform und die Hyphenformp Temperatur induzieren. In vitro werden

ist die vorherrschende Wachstumsform beiChlamydosporen auf Maismehl-Agarpatten induziert,
Infektionen.  Chlamydosporen  sind wobei Glukose diese Wachstumsform unterdriicken
dickwandige elongierte  Suspensorzellenpyjardin et al, 1980b, 1980a). Die genaue Funktion
iﬁfefnseeggggzzgg:‘mBégcﬂggelrzle”e” kon 'dieser Zellen ist noch unklar, obwohl eine Funktids
Uberdauerungsform diskutiert wird (Josttial, 1993).
Neben diesen Phénotypen ist dieser ilzer Lage
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zwischen zwei weiteren morphologischen Wachstumséor, denwhite- und opaqueZellen
(Abb. 1), zu wechselnwhite-Zellen sind normale runde Zellen, wahrend dmaqueZellen
elongierte, stabchenférmige Zellen bilden, die an @berflache punktférmige Auswichse, so
genannte ,Pimples” ausbilden. Ihre Kolonieform fisch und graulich, im Gegensatz zu den
etwas erhobenen, weil3en Kolonien dehiteZellen. (Slutskyet al, 1987). Diese beiden
Wachstumsformen unterscheiden sich nicht nur in Merphologie, sondern zugleich auch
durch ihre Funktionsweisen in verschiedenen BeegiclfSo werden ca. 400 Gene, aus den
funktionellen Bereichen Adhasion, Resistenz, Meliabws, Virulenz und Paarung, signifikant
unterschiedlich in den beiden Zellen exprimiertr{let al, 2002; Tsonget al, 2003). Diese
unterschiedliche Genexpression erklart die unteegibhe Funktion dieser Wachstumsformen.
So sind diewhite-Zelle eher flir die Verbreitung im Blutkreislaufdidie gpaqueZelle eher fur
die Kolonialisierung der Zelloberflache zustandikyvdal, C.A. et al, 1997; Kvaal, Cet al,
1999; Lachke et al, 2003). Auch haben diese Zelltypen beim Paarungsss eine
Schlusselrolle. Es konnte gezeigt werden, dasspligueZelle die paarungskompetentere Form
darstellt, wahrend die hite-Zellen diese Fahigkeit kaum entwickeln (Miller,&.und Johnson,
2002). Demnach scheinen diese beiden Phanotypennaihitige Funktion bei der Pathogenese
und beim Paarungsprozess zu haben (Zoetlah, 2006).

1.2 Dimorphismus — ein wichtiger Virulenzfaktor

Als eine der wichtigsten Phanotypen fur die Virdenird der Wechsel zwischen Hefe und
Hyphenform (Dimorphismusdngesehen. Die einzellige Blastospore ist in dgelsich schnell
zu vermehren und kann schnell tGber den Blutkreistaigesamten Kérper verteilt werden. Die
Hyphenform hingegen ist fur die Adhasion an Epitdrelund fur die Penetration in tiefere
Gewebeschichten notwendig. Dieses ist moglich, le&chgeitig mit der Hyphenbildung die
Expression von Virulenzfaktoren, wie z.B. Proteasemd Adhasine, eingeleitet werden
(Kumamoto und Vinces, 2005).

Ein wichtiger Induktor fur die Hyphenbildung istrdéranskriptionsfaktor Efglp (Stoldit al,
1997). Neben diesem Transkriptionsfaktor spielt fphdas homologe Protein zu Stel2p in
S. cerevisiagebenfalls eine Rolle (Liet al, 1994). Eine Doppelmutantgphl/cph efgl/efgl
zeigt einen starken Defekt im filamentbésen Wachs{lum et al, 1997). Parallel zu diesen
positiven Regulatoren existieren Proteine, die eireprimierende Funktion auf die
Hyphenbildung austiben. Bekannte Repressoren sertbeniNrglp, Tuplp und Rfglprgl-
Mutanten zeigen eine dereprimierte Filamentbildung sind avirulent (Muraet al, 2001b).
NRG1wird wahrend der Hypheninduktion reprimiert (Muraidal, 2001a; Muracet al, 2001b)
und bei einer konstitutiven Expression VNIRG1wird die Bildung von Hyphen unterdrickt
(Braunet al, 2001). Auch die Mutanten fiir die beiden anderean3kriptionsfaktoren zeigen
ein ahnliches Verhalten (Kadosh und Johnson, 20Qtad et al, 2001a; Murackt al, 2001b).
Wird die Hyphenform induziert, so werden von dempHg Virulenzfaktoren gebildet (Abb. 2).
HGCLlist ein cytoplasmatisches G1-Cyclin, welches hiohder Hefe exprimiert wird und fur
die Induktion von Hyphen notwendig istgcl-Mutanten kénnen normal als Hefezelle wachsen,
haben jedoch einen Defekt in der Hyphenform undl siwirulent (Zheng und Wang, 2004).
Sekretorische Aspartatproteasen (SAPs) werden wdhder Hypheninduktion sekretiert und
sind fur die Invasion und Penetration des Wirtsgmsenotwendig. Sie haben aber auch die
Aufgabe wirtsspezifische Abwehrproteine zu degnamhe(Naglik et al, 2003). Neben diesen
Proteasen haben die Adhasine eine wichtige Funkiiodie Erkennung und die Anheftung an
Wirtszellen. Die ALSGenfamilie kodiert fur Glycosylphosphatidylinodit¢GPI)-verankerte
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Zellwandglykoproteine (Sundstrom, 2002) und sind flie Anheftung an Endothel- und
Epithelzellen verantwortlich (Fet al, 2002).

i Abb. 2: Regulation des Dimorphismus und
NRG1 die Expression von Virulenzfaktoren
RFG1 0 (Kumamoto und Vinces, 2005). Die
; Expression von Virulenzfaktoren und der
l . T O T 0 Wechsel von der Hefeform (links) zyr
S ’ Hyphenform (rechts) werden vop
+ S8
T = . O . verschiedenen Transkriptionsfaktoren
O reguliert. Tuplp, Nrglp und Rfglp sind
dabei negative Regulatoren und Cphlp und
EFGT Efglp positive Regulatoren. Hgclp ist ejn
CPH1 P gt n. sy cytoplasmatisches G1-Cyclin und ist fur die
(O sekasiiiosks Prvtadss B Sy Induktion von Hyphen notwendig. Dig¢
Hyphe bildet verschiedene Virulenzfaktoren
# Cytoplasmatische Proteine (z.B. Heelp aus. Dazu gehdren Adhasine und Proteasen.

Auch wenn die Hyphenform die mehr virulente Fornm & albicans zu sein scheint, ist die
Hefeform ebenfalls ein wichtiger Faktor fur die lRadenitéat dieses Pilzes, denn eine konstitutiv
filamentbése Wachstumsform verliert gleichermaf3en Varulenz (Gow et al, 2002). Die
Fahigkeit vonC. albicansvon einer Wachstumsform in den nachsten zu wechsatireinen
grof3en Einfluss auf seine Pathogenitat, da er ®ichn verschiedene Gegebenheiten anpassen
kann (Kumamoto und Vinces, 2005).

1.3 Regulation des Dimorphismus

Der Dimorphismus wird von verschiedenen Signallakionswegen reguliert (Abb. 3), die
weitestgehend noch ungeklart sind. Die beiden béstsuchten Signalwege sind der Mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Weg (MAPK) und der cAMPaahgige Proteinkinase A-Weg (PKA),
die durch ihre Homologie zu den Signaltransdukticegen in S. cerevisiaeteilweise
erschlossen werden konnten.

Der MAPK-Signalweg wird ausgehend vom monomerenr@eth Raslp (Gimenet al, 1992;
Lebereret al, 2001), Uber die Kinasen Cst20p, Hst7p, Ceklp anschliefend durch den
Transkriptionsfaktor Cphlp reguliert (Abb. 3). Diemologe Kaskade i8. cerevisiageguliert
die Pseudohyphenbildung und die Paarungsantwof. kalbicanswird das Paarungsverhalten
ahnlich reguliert (Cheet al, 2002; Mageet al, 2002), wéhrend das filamentdse Wachstum nur
beschréankt beeinflusst wird. So zeigen MAP-Mutardggren Defekt in der Hyphenbildung auf
festen Spider-Platten, kdnnen jedoch auf Seruntdplateiterhin filamentts wachsen (Letial,
1994; Kéhler und Fink, 1996; Csaekal, 1998).

Als ein weitaus wichtigerer Signalweg fiir die Regidn des Dimorphismus wird der PKA-Weg
angesehen. Die meisten Mutanten dieses Signalwegggn einen volligen Verlust der
Hyphenbildung und eine reduzierte Virulenz (Fengl, 1999; Rochat al, 2001; Miwaet al,
2004; Maidanet al, 2005). Die Signallubertragung von der ZellobetfBwerlauft wie bei der
MAPK-Kaskade Uber das Raslp, das die Adenylatogc(@dc35p) aktiviert, wodurch der
CAMP-Spiegel in der Zelle ansteigt und die Protgiake A aktiviert wird. Durch die
Aktivierung wird die inhibierende regulatorische tereinheit (Bcylp) von der katalytischen
Untereinheit freigesetzt Im Gegensatz zu den Yagahen Untereinheiten a$ cerevisiagzu
denen drei Isoformen Tpklp, Tpk2p und Tpk3p existie besitzt die PKA irC. albicansnur
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zwei Isoformen Tpklp und Tpk2p (Bockmigt al, 2001). Beide Tpk-Proteine wirken positiv
auf die Hyphenbildung, haben aber unterschiedlidgilatorische Funktionen. So moduliert
Tpklp das filamentdse Wachstum eher auf festen émedwéahrend Tpk2p eher fur die
Regulation im flissigen Medium verantwortlich i€tassoleet al, 2004). InS. cerevisiadat die
Proteinkinase A eine vielseitige Funktion und regiineben dem pseudohyphalen Wachstum
den oxidativen, osmotischen und hitzebedingtensStrsowie den Kohlehydratstoffwechsel und
die Eisenaufnahme (Smitlt al, 1998; Charizani®t al, 1999; Robertsort al, 2000). Eine
solche Stressregulation scheintGnalbicansgenerell nicht vorhanden zu sein (Enjalbaral,
2003). Vielmehr ist der PKA-Weg fiur die Induktionorv Hyphen wichtig und aktiviert
schlie3lich den Transkriptionsfaktor Efglp, der akntraler Regulator der Morphogenese
angesehen wird. (Stolét al, 1997; Bockmuhl und Ernst, 2001). k€& G1-Disruptionsmutante
zeigt unter fast allen hypheninduzierenden Bedigguaneine vollige Hemmung des hyphalen
Wachstums (Loet al, 1997; Ernst, 2000). Nur unter anaeroben Bedingnnkonnte eine
vermehrte Bildung von Hyphen beobachtet werdeni§8barnet al, 1999a; Setiadi, E.Ret al,
2006). Der Transkriptionsfaktor Flo8p wird eberdailber den PKA-Weg reguliert und leitet
maoglicherweise mit Efglp die Hyphenbildung din8-Mutanten zeigen ein ahnliches Verhalten
wie efg:Mutanten (Cacet al, 2006).

Neben diesen beiden Signalwegen gibt
9 es noch weitere Proteine und Kaskaden,
die den Wechsel von Hefe zur Hyphe
regulieren. So gelten die
Transkriptionsfaktoren Cph2p, Teclp
und Rim101p als Aktivatoren der
Hyphenbildung (Davis, Det al, 2000;
Laneet al, 2001a; Laneet al, 2001b).
Alle Stamme mit Mutationen in diesen
Gene zeigen unterschiedliche Defekte in
der Hyphenbildung.

Dem gegenuber stehen die drei
Transkriptionsfaktoren Miglp, Nrglp
und Tuplp, die als Repressoren
fungieren. Die Regulation der Gene
wird hierbei Uber Miglp und Nrglp
gesteuert, die das Tupl Protein gezielt
zu spezifischen Promotoren rekrutiert
(Murad et al, 2001a). Das Zinkfinger-
Protein Czflp ist ebenfalls ein wichtiger
Regulator fir den Dimorphismus, wenn
die Zellen von einer Matrix umgeben
werden (Brownet al, 1999). Bei einer
Uberexpression von Czflp in einer
Abb. 3: Regulierung des Dimorphismus inC. albicans | €fgEMutante konnte kein Effekt auf die
uber verschiedene Signaltransduktionswege.| Hyphenbildung beobachtet werden
Ausgehend von einem &auReren Signal (?) wird die(Giusani et al, 2002). Vielmehr
MAPK-Kaskade ~und/oder ~ der  PKA-Signaltrans: erleichtert Czflp die reprimierende
duktionsweg aktiviert. Transkriptionsfaktoren sindblau Funktion von Efglp unter anaeroben

dargestellt Bedingungen (Vincest al, 2006).
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1.4 Der Transkriptionsfaktor Efg1lp

Efglp - Ein Protein der APSES-Familie

Das EFGL1 (Enhance Filamentous Growth 1)-Gen umfasst einneeleseraster von 1656 bp
und kodiert fur ein 552 AS langes Protein mit einemechneten Molekulargewicht von 61 kDa.
Die Aminosauresequenz zeigt eine auffallige Zusans®izung, bestehend aus 19 % Glutamin,
10 % Alanin und Threonin, sowie jeweils 9 % Sennd WProlin. Der Transkriptionsfaktor Efglp
wurde durch die Expression ein€k. albicansGenbank inS. cerevisiaeals Ausloser
pseudohyphalen Wachstums identifiziert (Stoddital, 1997). Sequenzvergleiche von Efglp
offenbarte eine hohe Homologie zu einer kleinertédtnéamilie, die speziell nur in Ascomyzeten
gefunden werden kann. Diese Proteinfamilie wurdehnden Anfangsbuchstaben der zuerst
identifizierten Proteine benannt und tragt den Na®BSES Asm1p,Phd1p,Sok2p,Efglp und
StuAp). Das charakteristische an dieser Proteinianst die so genannte APSES-Domane, die
in allen Mitgliedern hoch konserviert ist (Abb. Hiese 100 Aminosauren umfassende Domane
ist durch eine basische Helix-Loop-Helix (bHLH) Dane charakterisiert. Aul3erhalb dieser
APSES-Doméne zeigen diese Proteine keinerlei Ahkdiiten. Interessanterweise regulieren
alle Proteine dieser Familie morphogenetische RsmeAsmlp audeurospora crassaeguliert

die Ascosporenreifung (Aramayet al, 1996), Phdlp und Sok2p a8s cerevisiagegulieren
antagonistisch die Pseudohyphenbildung (GimenoRimki 1994; Warcet al, 1995) und StuAp
ausAspergillus nidulansgst fur die Bildung der Konidiosporen zustandigu{on et al, 1997;
Shepparcet al, 2005). InPenicillium marneffekonnte ein weiteres APSES-Protein (PmStuAp),
das die Konidiosporenbildung reguliert, der Famiimzugefiigt werden (Bornemaet al,
2002). Da bereits viele Proteine@ albicansdurch die Homologie z8. cerevisiaédentifiziert
wurden, wurde angenommen, dass albicans ebenfalls zwei Mitglieder der APSES-
Proteinfamilie besitzt. Durch Datenbankanalysen dguein weiteres Protein dieser Familie
zugeordnet. Wegen seiner Homologie zu Efglp wusi&falp Efglp Homologes) genannt
(Doedtet al, 2004). In einem Ein-Hybrid-Experiment wurde berajezeigt, dass auch diese
beiden Proteine eine antagonistische Funktionsveeiggen. So fungiert in diesem System Efglp
als Repressor, wahrend Efhlp auf eine aktivierénaktion hinweist (Doedgt al, 2004).

bHLH
CaEf h1: SGRQSRSTSI SSFI PQPDYPERVI BRIUA QY 489
CaEf g1: TPVQDTLNASS- TSTVGQFQPPG! [Ralay T 1 247
ScSok2: MPLI ATTNAT- - GSNTSGTSAS! | [Raa¥T TKY: 457
ScPhd1: AAASPTVTAT- - TRTPGVSSTSVLEGRY) TKY: 229
AnSt uA: TPNQGYVY- - - - - DPTGQVAPP 1172
NcAs il GSMNPAVYASGGFDTTGQVAPPG - 159
Pt uA: QSQQNAVH- - - - - DPTGQTCPP 171

CaEf h1l: B BKQYFL TKGHKLK: 557

CaEf g1: [IGERRPERNEEN AU EERACAMATRE] VOVRZR=S REBKRVI QTGVTPNA: 315
S’ TRGRRDG LKEEKI R EKINADYREERERR P ROSVL KONNPSND: 525
IO HBll TRGRRDG L RSEKVREVWKI GEMHLKGVW PFERAYIIASRES! IR YPLF\DI SR NG PN
PSR T RGRRDG LKSEKVR [ EKIETDL [RYEMRAVOHRSNL L YHPANONQ: 240
Nc Asmil [EKINTEL [RYENRVH RGAL L YHPTNQSR: 227
EUSHIAMTRCRRDG L KSEKVR [EKETDLRYYMRVH\ BGAE L YHPANSNR: 239

Abb. 4: Sequenzvergleich der APSES-Doméne von Trakigptionsfaktoren. Verglichen wurden alle
APSES-Proteine. In rot ist der Bereich der APSE®Bioe eingezeichnet, in die in blau die bHLH-Domane
eingebettet ist.
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Durch das bHLH-Motiv in der APSES-Doméane kann Efgdyp der Familie der bHLH-
Transkriptionsfaktoren gezahlt werden. Es wurdehgawiesen, dass der basische Teil fur die
DNA-Bindung und die Helix-Loop-Helix Region fir di@imerisierung bendtigt wird (Murret

al., 1989; Ellenbergeet al, 1994; Maet al, 1994). Myc, Max und MyoD sind gut untersuchte
Transkriptionsfaktoren dieser Gruppe, die eine Hogie zu Efglp in der bHLH-Domane
aufweisen. Myc und Max regulieren Zellzyklus, Zebtstum, Differenzierung und die
Apoptose in Saugerzellen. Der TranskriptionsfakityoD reguliert die Differenzierung von
Myoblasten zu Muskelzellen. Auf Grund der Homologiarde vermutet, dass Efglp, ebenso
wie diese Transkriptionsfaktoren, E-Boxen mit datiqdromischen Sequenz 5-CANNTG-3’
bindet. Einein vitro Bindung mit einem heterolog synthetisierten Efglpein Fragment des
ALS8Promotors, welche die E-Box 5°-CATTTG-3" enthtinnte nachgewiesen werden (Leng
et al, 2001). Dieses Ergebnis wurde jedoch in einanvivo Ein-Hybrid-Experiment nicht
bestétigt (Hilbig, 2004). Neben diesen Ergebnissarde durch einén vitro Footprint-Analyse
gezeigt, dass Efglp an eine E-Box 5-CATATG-3" iilgeaen Promotorbereich bindet. So
konnte bisher nur eine DNA-Bindung an eine E-BoxctuEfglpin vitro beobachtet werden.
Auf Grund der Tatsache, dass die Bindespezifitatrcldu die Variabilitat der
Dimerisierungspartner verandert wird, ist die Molgkeit gegeben, dass ein bHLH-Protein
andere DNA-Sequenzen ebenfalls binden kann (Robinad Lopezt al, 2001). Durchn vivo
Studien wurde eine Bindung an das MQWBI{{l Cell cycle Box)- Elemente durch Efglp belegt
(Doedt, 2000; Hilbig, 2004). MCB-Elemente sind bakia aus S. cerevisiaeund kommen
Uberwiegend in Promotoren von Zellzyklus regulier@enen vor (Mcintosh, 1993). Diese
DNA-Sequenz 5"-ACGCGT-3" wird von dem MBF (MCB-Bingd-Factor)-Komplex gebunden,
der aus den Proteinen Mbplp und Swi6p besteht.Gxuhd der Homologie der N-terminalen
Bindedoméane von Mbplp und der APSES-Doméne von Efgarde vermutet, dass Efglp
ebenfalls diese Sequenz binden kann. Interessagiserwurde bisher das MCB-Element als
einzige DNA-Sequenz identifiziert, di@ vivo durch APSES-Proteine gebunden werden. So
wurde in C. albicansdurch Ein-Hybrid-Experimente bestatigt, dass Efgltpdiese Sequenz
bindet (Hilbig, 2004). Neben Efglp ist auch das EBSProtein StuA in der Lage an das MCB-
Element zu binden (Duttoret al, 1997). Durch das Durchsuchen einer Ein-Hybrid-
Oligonukleotid-Bank wurde ein STRE-Element ahnlici®NA-Sequenz 5 -CCACTT-3°
identifiziert, diein vivo durch Efglp inS. cerevisiaeerkannt wird (Hilbig, 2004). Diese DNA-
Elemente kommen iB. cerevisiagn Promotoren von Genen vor, die bei der Stregsgamteine
Rolle spielen. Durch eim vivo Ein-Hybrid-Experiment wurde jedoch keine Binduranvefglp

an 5'-CCACTT-3"-Sequenz i@. albicansbeobachtet (Bu3mann, 2006).

Interaktionspartner

Wie bereits erwahnt, wird die DNA-Bindespezifitatrdh den Dimerisierungspartner bestimmt.
So kann der Transkriptionsfaktor Myc durch versdaiee Dimerisierungspartner aktivierend
bzw. reprimierend wirken (Bernards, 1995). Bishad keine Dimerisierungspartner und keine
Homodimer-Bildungen von Efglp bekannt. Allerdingsuten Zwei-Hybrid-Experimente darauf
hin, dass Efhlp mit sich selber dimerisieren kaBockmuhl, 2000). Bislang wurden drei
Interaktionspartner von Efglp identifiziert. Eindieser drei Interaktionspartner ist das Sin3-
Protein, welches vermutlich eine wichtige Funktim der negativen Autoregulation hat und im
spateren Teil naher erlautert wird. Neben diesech®ewirkung mit Sin3p wurde ebenfalls eine
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Czflp ngetviesen (Giusaret al, 2002; Vinceset
al., 2006). Czflp ist ein Zinkfinger-Protein, dass digphenbildung vonC. albicansunter
Einbettung in eine Agar-Matrix reguliert (Browet al, 1999). In einer Zwei-Hybrid-Analyse
wurde eine Interaktion zwischen Efglp und Czflpeggiz(Giusaniet al, 2002). Des Weiteren
wurde durch eine Chromatin-Immunprazipitations(gfRalyse beobachtet, dass beide
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Proteine an de@ZF1-Promotor binden und dessen Expression regulierarcé¢set al., 2006).
Eine weitere Interaktion zwischen Efglp und demms$kaiptionsfaktor Flo8p wurde durch eine
Immunpréazipitation bestatigt. Flo8p reguliert vethuln unterhalb des PKA-Weges
hyphenspezifische und Virulenz-relevante Gdio&-Mutanten zeigen einen ahnlichen Phanotyp
wie efgl:-Mutanten, und eine Synthese von Efglpla®-Mutanten, fihrt zu Stammen, die nicht
in der Lage sind filamentos zu wachsen. Dies vehdét, dass Efglp fir seine Aktivitat Flo8p
bendtigt (Cacet al, 2006).

Posttranslationale Modifizierung

Neben der Regulation von Transkriptionsfaktorencuinteraktionspartner kbnnen Proteine
ebenfalls regulatorische Signale in Form von passiiationalen Modifikationen erhalten. Efglp
hat eine errechnete Molekularmasse von 61 kDa. \Miedes Protein if. coli exprimiert, so
wird es bei der errechneten Gréf3e im Immunoblothgawiesen (Doedt, 2000). Bei einer
Expression irS. cerevisia@der inC. albicanswird Efglp jedoch bei einer molekularen Masse
von 90 kDa als Dreifach-Bande detektiert (Sonnepd®99). Dieses Phdnomen lasst vermuten,
dass Efglp in beiden Hefe-Stdmmen posttranslatiowalifiziert wird. Nach einer Inkubation
eines C. albicansRohextraktes mit alkalischer Phosphatase konntegbeterden, dass die
oberen Banden durch Phosphorylierungen am Efglstedy@n (Bockmihl, 2001). Bei einer
Immunoblot-Analyse konnte mit Hilfe eines Anti-Ppbs-Threonin-Antikdrpers eine
Phosphorylierung in einer der oberen Banden naciegen werden. Eine Behandlung mit Anti-
Phospho-Tyrosin-Antikdrpern erbrachte keine SignaleEfglp (Bockmuhl, 2001). Im Efglp
existiert eine Konsensussequenz R-V-T der Proteadd A an der Stelle T206. Ein Austausch
dieses Threonins gegen ein Alanin fihrt zu eineiavige, die nicht phosphoryliert werden kann.
Diese Mutanten zeigen einen Defekt in der Hypheloini§ (Bockmiihl und Ernst, 2001). Wird
hingegen dieses Threonin durch ein Glutamat ausgeltd so wird durch die negative Ladung
der Carboxylgruppe eine permanent phosphorylieotenFmitiert. Diese Mutanten weisen ein
hyperfilamentoses Wachstum auf (Bockmihl und Er2801). In Anbetracht dieser Tatsachen
scheint diese Phosphorylierungsstelle eine wichiigektion fir die Regulation von Efglp zu
haben. Bisher konnte jedoch keine direkte Inteosikiiwischen Efglp und der Proteinkinase A
in C. albicansdurch Zwei-Hybrid-Experimente nachgewiesen werdgockmihl, 2001). Diese
Daten lassen darauf schlie3en, dass Efglp an neah®ellen phosphoryliert wird. Auch konnte
mit Hilfe einesO-GIcNAc-Antikdrpers ausgeschlossen werden, dasgE@glykosyliert wird
(Sonneborn, 1999). Letztendlich kann mit diesentéraknicht geklart werden, an welchen
weiteren Stellen Efglp phosphoryliert ist, noch wwar Efglp ein elektrophoretisches
Laufverhalten eines etwa 30 kDa gro3eren Proteifigeast.

Funktion

Als zentraler Regulator ist Efglp nicht nur ein lBskelenzym des Dimorphismus, sondern ist
ebenfalls ein wichtiger Transkriptionsfaktor furedsildung von Chlamydosporen und fur den
spontanen Phanotypwechsel zwischeadque und white-Zellen. So konnten Sonneboet al
(1999) zeigen, dass bei einer Uberexpression vghEin gaqueZellen diese forciert werden,
zu white-Zellen zu wechseln. Auch zeigte sich nach einertetsnchung deseFG1
Transkriptspiegels, dasEFG1 hauptsachlich in tite-Zellen exprimiert wird und fur den
Wechsel von paque zu white-Zellen bendétigt wird (Srikanthat al, 2000). Interessanterweise
besitzt EFG1 zwei unterschiedlich stark transkribierte Transiaipin C. albicanskann eine
3,2 kb groRe und eine 2,2 kb groRe mMRNA, die 20fgetinger transkribiert wird, detektiert
werden (Tebartret al, 2003). Es wurde beobachtet, dass imt&Zellen ausschliel3lich das
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3,2 kb Transkript zu detektieren ist, wahrend im d@paqueZellen kaum bzw. keine mRNA
gebildet wird(Srikanthaet al, 2000, Sonneboret al, 1999).

Bei einer Inkubation vorfglMutanten unter mikroaeroben Bedingungen auf Maidagar-
Platten, zeigten diese einen Verlust an Chlamydespdnteressanterweise ergab sich in diesem
Zusammenhang eine wichtige Beobachtung. Diese umbemalen aeroben Bedingungen
afilamentésen efgl-Mutanten waren unter diesen  Sauerstoffmangel-Beaigen
hyperfilamentds (Sonnebornet al, 1999a). Parallel hierzu konnte ebenfalls bei
Matrix-Einbettungen ein filamentéses Wachstum dfgil-Mutanten beobachtet werden (Brown
et al, 1999). Kirzlich durchgefihrte Versuche deuteradbBhin, dass Efglp unter anaeroben
Bedingungen bei einer Temperatur <37 °C und/oderesa pH eine reprimierende Funktion auf
die Hyphenbildung ausibt (Setiadi, E.&. al, 2006). Es scheint, dass Efglp unter aeroben
Bedingungen fir die Induktion von Hyphen aktivietemirkt und unter anaeroben Bedingungen
als Repressor fungiert.

Wahrend der Hypheninduktion wird das grol3ere 3,2 Hdupt-Transkript durch negative
Autoregulation reprimiert (Stoldet al, 1997; Tebarthet al, 2003). Verhindert man diese

Abb. 5: Schematische
Darstellung der Autoregulation.
Unter hypheninduzierenden

Bedingungen wird Efglp durch

Tpkl und Tpk2 phosphoryliert

Das aktivierte Efglp induziert dig¢

Hyphenbildung und reprimiert da|

Hefewachstum. Gleichzeitig],

— Hefenwachstum interagiert Efglp mit Sin3p und
\’Hyphenbildung eyentuell Rpd3p, bindet an ;ei_nen
eigenen Promotor und reprimieft

ihn.

A

Repression, so bilden die Zellen Pseudohyphen lEnsten echten Hyphen (Tebarth, 2001). In
einer Chromatin-Immunprazipitations(ChlIP)-Analyserde eine direkte Interaktion zwischen
Efglp und demEFGI1-Promotor nachgewiesen (Doedt, 2004). Weitere HEwpmeite lassen
vermuten, dass Efglp mit dem Histondeacetylase-KexriRpd3p/Sin3p interagiert und so sein
eigenes Transkript reguliert (Abb. 5). In einer ZAMgbrid-Analyse wurde eine Interaktion
zwischen Efglp und Sin3p nachgewiesen, und dasekeaiér Autoregulation in einein3
Mutante gezeigt (Tebartt al, 2003).

Neben den morphogenetischen Prozessen regulietipEgggenfalls die Induktion von vielen
Virulenzfaktoren. Wahrend der Hyphenbildung ist &epression der Proteasen SAP4, SAP5
und SAP6 Efglp abhangig (Schropgelal, 2000). Auch die Expression der Adhasine Alslp,
Als3p und Hwplp wird durch Efglp aktiviert (Hoyetral, 1998; Sharkegt al, 1999; Fuet al,
2002). Es zeigte sich, dassfgl:Mutanten einen deutlichen Defekt in der Adhasiam a
Saugerzellen und zu abiotischen Oberflachen auéneida sie keine Adhasine exprimieren
kénnen (Kumamoto und Vinces, 2005). Weitere Efglipdamgige Virulenzfaktoren sind Rbtlp
und Rbt4p, mit einer unbekannten Funktion (Bratiral, 2000), sowie das hyphenspezifische
G1-Cyclin Hgclp (Zheng und Wang, 2004). Als zemtraRegulator von Prozessen in
C. albicans reguliert Efglp auch den Metabolismus. So wurde einer genomweiten
Transkriptomanalyse voefgl:-Mutanten gezeigt, dass fast alle glykolytischemé&eéurch Efglp
aktiviert werden und Gene des oxidativen Stoffwethseprimiert werden (Doeét al, 2004).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Transkriptionsfaktor Efglp reguliert als gladraRegulator morphologische, metabolische
und Virulenz-relevante Prozesse @ albicans Obwohl viele Phanotypen bekannt sind, die
durch Efglp gesteuert werden, ist die genaue Famditreise von Efglp noch weitestgehend
ungeklart. Uber systematische Deletionsanalyseftesalas Efgl-Protein auf funktionelle

Domanen untersucht werden. Hierfir wurden die bmenh auf ihre morphologischen

Phanotypen, auf ihre Repressor-Aktivitdt und aufdMipierungen untersucht. Des Weiteren
wurden Vorversuche durchgefuhrt, um Efglp zu isefie
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien und Enzyme

Die Laborchemikalien und Enzyme wurden von folgendérmen bezogen: Amersham
(Braunschweig), Biorad (Minchen), J.T. Baker (De¢genNiederlande), Calbiochem (Bad
Soden), Dianova (Hamburg), Difco (Michigan), Fluk®uchs, Schweiz), Gibco BRL

(Eggenstein), Merck AG (Darmstadt), MBI Ferment&s. (Leon Rot), Millipore (Eschborn),

New England Biolabs (Schwalbach), Oxoid (Wesel)arRtacia (Freiburg), Pierce (Rockford),
Promega (Madison), Qiagen (Hilden), Riedel-De H@dannover), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), Serva Feinbiochemica (Heidelberg) n&ig(Deisenhofen), Whatman (Maidstone,
GB). Soweit nicht anders vermerkt wurden Chemikalger Guteklasse reinst oder p.a.
verwendet.

2.2 Stamme

2.2.1 Escherichia coliStamme

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendde coli Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DH5aF F'[®80 (Alac2) M15] A(lacZY AargF) U169 recAl Hanahan, 1983
endAlhsdR17, m," supE44thi-1 gyrArelA Woodcoclet al, 1989

2.2.2 Hefe Stamme

Tab. 2: In dieser Arbeit verwende@andida albicansStamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

CAF2-1 URAZ ura3::imm434 (Fonzi und Irwin,
1993)

CAl4 ura3:imm434ura3;;imm434 (Fonzi und Irwin,
1993)

TS3.3 opaqueT S3.3 ura (Soll/Srikantha)

AS1 Wie CAl4, abettpk2:hisGtpk2:hisG (Sonneborn, 1999

IIHH6-4a wie CAl4, abeitpkl:hisGlitpk1:hisG (Bockmuihl, 2001)

CAR23-7-5-1 wie CAI4, aberim15::hisG/rim15:hisG (Setiadi, E., 2002

C4/d63 wie CAl4, aberefhl:hisGefhl:hisG-URAS- hisG (Doedtet al,
2004)

HLC52 wie CAIl4, aberefgl:hisGefgl:hisGURA3hisG (Lo et al, 1997)

HLC67 wie CAl4, aberefgl:hisGefgl:hisG (Lo et al, 1997)

HLCE wie HLC67, abeefgl:hisGefgl:[EFG1pURAJ Lengeler,
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pers.Mitteilung
KC208 Aura3::imm434Aura3::imm434ACarubl::hisGACarubl D. Kornitzer,
:thisG pers. Mitteilung
CRC106 wie CAI8, aber mit lexADH1-lacZ::ADE2 (Doedt, T.et al,
2004)
HLCEEFG1 wie HLC67, aber efgl:hisGefgl:[EFG1p-HAEFGI- diese Arbeit
URA3J (pTD38-HA/Pad integriert inEFG1p
HLCEEFG1-D1 wie HLCEEFG1, aber nii-G1-D1 diese Arbeit
HLCEEFG1-D2 wie HLCEEFG1, aber nit-G1-D2 diese Arbeit
HLCEEFG1-D3 wie HLCEEFG1, aber nii-G1-D3 diese Arbeit
HLCEEFG1-D4 wie HLCEEFGL1, aber nii-G1-D4 diese Arbeit
HLCEEFG1-D5 wie HLCEEFG1, aber nii-G1-D5 diese Arbeit
HLCEEFG1-D6 wie HLCEEFG1, aber nii-G1-D6 diese Arbeit
HLCEEFG1-D7 wie HLCEEFG1, aber ni-G1-D7 diese Arbeit
HLCEEFG1-D8 wie HLCEEFG1, aber nii-G1-D8 diese Arbeit
HLCEEFG1-D9 wie HLCEEFG1, aber ni-G1-D9 diese Arbeit
HLCEEFG1-D10 wie HLCEEFG1, aber niFG1-D10 diese Arbeit
HLCEEFG1-D11  wie HLCEEFG1, aber niFG1-D11 diese Arbeit
HLCPEFG1 wie HLC67, abafgl:hisGefgl:[PCK1p-HAEFGI- diese Arbeit
URA3J (pBI-HAHYD/ Kpnl integriert inLEU?2)
HLCP wie HLC67, abeefgl:hisGefgl:[PCK1p-URA3 diese Arbeit
(pBI/Kpnl integriert inLEU2)
HLCPEFG1-D1 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D1 diese Arbeit
HLCPEFG1-D2 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D2 diese Arbeit
HLCPEFG1-D3 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D3 diese Arbeit
HLCPEFG1-D4 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D4 diese Arbeit
HLCPEFG1-D5 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D5 diese Arbeit
HLCPEFG1-D6 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D6 diese Arbeit
HLCPEFG1-D7 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D7 diese Arbeit
HLCPEFG1-D8 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D8 diese Arbeit
HLCPEFG1-D9 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D9 diese Arbeit
HLCPEFG1-D10 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D10 diese Arbeit
HLCPEFG1-D11 wie HLCPEFG1, aber EFG1-D11 diese Arbeit
LexA-EFG1-D1 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D1 diese Arbeit
LexA-EFG1-D2 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D2 diese Arbeit
LexA-EFG1-D3 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D3 diese Arbeit
LexA-EFG1-D4 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D4 diese Arbeit
LexA-EFG1-D5 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D5 diese Arbeit
LexA-EFG1-D6 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D6 diese Arbeit
LexA-EFG1-D7 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D7 diese Arbeit
LexA-EFG1-D8 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D8 diese Arbeit
LexA-EFG1-D9 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D9 diese Arbeit
LexA-EFG1-D10 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D10 diese Arbeit
LexA-EFG1-D11 CRC106 mit Clp-LexA-EFG1-D11 diese Arbeit
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Tab.3: In dieser Arbeit verwende®e cerevisia&Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

PJ69-4A MATatrp1-901leu23, 112ura3-52 his3-200 Jamest al, 1996
galdA gal8A LYS2:GAL1pHIS3 GAL2pADE
met2:GAL7placZ

2.3 Medien

2.3.1 Medien zur Anzucht vonE. coli

LB (Vollmedium): 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakip % NaCl
Die Anzucht der Bakterien erfolgte bei 37 °C. Zureléktion Plasmid-kodierter

Antibiotikaresistenz wurde dem Medium nach dem AKlaaieren Ampicillin in einer
Konzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Festen Nideb wurde 2 % Agar zugegeben.

2.3.2 Medien zur Anzucht von Hefe-Stammen

YPD (Vollmedium): 1 % Hefeextrakt, 2 % Pepton, Z3Mikose

SD (Minimalmedium): 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Basdine Aminosauren, aber mit
Ammoniumsulfat), 2 % Glukose; pH 6,9 mit NaOH eisigdlt.

S4D: 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Améwwen, aber mit
Ammoniumsulfat), 4 % Glukose; pH 6.9 mit NaOH eisigdt.

SCAA: 0,67 % YNB (Yeast Nitrogen Base, ohne Aminosa, aber mit
Ammoniumsulfat), 2 % Casaminosduren; pH 6,9 mit NaO
eingestellt.

Die Anzucht der Hefe Stamme erfolgte bei 30 °C. Bedarf wurden Aminosauren nach
Zimmermann (1975hinzugegeben. Bei festen Nahrbdden wurde 1,5 % Aigaugefugt.

2.3.3 Hypheninduktion bei C. albicansauf festen Medien

Zur Hypheninduktion auf festen Nahrmedien wurdenru®ePlatten und Lee’s-Platten
verwendet. Die Serum-Platten enthielten 5 % Pfendes und 2 % Agar. Lee’s Platten, die nach
Angaben von Leeet al. (1975) hergestellt wurden, enthielten statt Glekddannitol als
Kohlenstoffquelle. Die Zellen wurden vereinzelt,eiibnehrere Tage bei 37 °C inkubiert und
fotografisch dokumentiert.
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2.3.4 Hypheninduktion bei C. albicansin flissigem Medium

Zur Hypheninduktion in flissigem Medium wurden damme Uber Nacht angezogen, in
destilliertem HO gewaschen und fir eine Stunde bei 30 °C inkubferschlielend wurde, das

auf 37 °C vorgewarmte Induktionsmedium, auf eines§@B 0,1 angeimpft, bei 110 Upm und

37 °C inkubiert. Die Quantifizierung der Hyphenadgte durch Auszéhlung von 100 Zellen in
20 mindtigen Abstéanden.

2.3.5 Induktion von Chlamydosporen in C. albicans

Die Induktion von Chlamydosporen erfolgte auf Maghiagar-Platten (Corn Meal Agar von
Difco) mit 0,5 % Tween 80 unter mikroanaeroben Bgdngen. Um eine mikroanaerobe
Umgebung zu erzeugen wurden die Zellen vereinzeltnit sterilen Deckglasern abgedichtet.
Diese Platten wurden mindestens funf Tage im Dunkel Raumtemperatur inkubiert.

2.4 Plasmide

2.4.1 In dieser Arbeit verwendete Basisplasmide

Name Beschreibung Herkunft/Referenz
pMOS-BLUE E. coli Klonierungsvektor Fa. Amersham
pBI-HAHYD PCK1p-HA-EFG1Fusion in pRC2312 Sonneboenal. (2000)
pBI-HYD PCK1p-EFGZ1Fusion Stoldet al. (1997)
pTD38/HA Ligation von EFG1-HA (aus pBI-HAHYBQgIII)  Lengeler, pers. Mitteilung
in pTD38
pBI-1 CaPCK1pin pRC2312 Rademacher, 1998
pMi-11 EFG1 Gen aus pBIST in pGEX3-3X, unter IPT®iss. Mirko Weide
regulierbaren Promotor tac
Clp-LexA ACTIp-lexA Doedt, 2004
Clp-LexA-EFG1 ACT1plexA-EFG1 Doedt, 2004
p3XHA-SMT3 PCK1p-HA-SMT3 J. Konopka, pers. Mitteilung

2.4.2 In dieser Arbeit konstruierte Vektoren

Name Beschreibung

pCN1 PCR FragmemFG1-FLAG mit BanHI in pMOS-BLUE
pCN2 EFG1-FLAG mit BanH| aus pMOS-BLUE in pBBglll
pTD38-HA-D1 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D1

pTD38-HA-D2 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D2

pTD38-HA-D3 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D3

pTD38-HA-D4 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D4

pTD38-HA-D5 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D5

pTD38-HA-D6 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D6

pTD38-HA-D7 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D7

pTD38-HA-D8 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D8

pTD38-HA-D9 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D9

pTD38-HA-D10 Wie pTD38/HA, aber miEFG1-D10

pTD38-HA-D11 Wie pTD38/HA, aber mEFG1-D11

pBI-HAHYD-D1 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D1
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pBI-HAHYD-D2 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D2
pBI-HAHYD-D3 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D3
pBI-HAHYD-D4 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D4
pBI-HAHYD-D5 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D5
pBI-HAHYD-D6 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D6
pBI-HAHYD-D7 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D7
pBI-HAHYD-D8 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D8
pBI-HAHYD-D9 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D9
pBI-HAHYD-D10 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D10
pBI-HAHYD-D11 Wie pBI-HAHYD, aber mit EFG1-D11
Clp-LexA-EFG1-D1 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFG1tD
Clp-LexA-EFG1-D2 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGI2D
Clp-LexA-EFG1-D3 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGBD
Clp-LexA-EFG1-D4 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGXD
Clp-LexA-EFG1-D5 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGBED
Clp-LexA-EFG1-D6 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGBD
Clp-LexA-EFG1-D7 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGIFD
Clp-LexA-EFG1-D8 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGBD
Clp-LexA-EFG1-D9 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGBD
Clp-LexA-EFG1-D10 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EF®I-0
Clp-LexA-EFG1-D11 Wie Clp-LexA-EFG1, aber mit EFGI-1
2.5 Primer

Tab. 4: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligéentide

Name Sequenz

D1.1 5-CAACGTATTCTATACCCTATGTTAACCAACAGACTGGACAGAAG-3’
D1.2 5 -CTGTCTGTCCAGTCTGTTGGTTAACATAGGGTATAGAATACGETG-3"
D2.1 5-CAACAACAAGGACAACCAGGGTTAACCACAAGTGCTCCTAGTGG-3
D2.2 5-CCACTAGGAGCACTTGTGGTTAACCCTGGTTGTCCTTGTTG -3
D3.1 5-CCACAACCTCAGCATTACGTTAACCCACGAGTAACAACTAGG3’

D3.2 5-GGTAGTTGTTACTCGTGGGTTAACGTAATGCTGAGGTTGTGSE’

D4.1 5"-CCAACCACCAGGAATCAGGTTAACGATTCAAACCGGAGTAACQC-3
D4.2 5 -GAGTTACTCCGGTTTGAATCGTTAACCTGATTCCTGGTGGTIG-3’
D5.1 5-CCATGGCTCAACGTGAACAAGTTAACAATACCAAGGCTGCCATGC-3
D5.2 5-GCAGTGGCAGCCTTGGTATTGTTAACTTGTTCACGTTGAGOO GG-3’
D6.1. 5-GCAGGTTCCACCACTAGTGTTAACTCATATCCATACCAACESC-3”
D6.2 5 -GCTGTTGGTATGGATATGAGTTAACACTAGTGGTGGAACCTG-3’
D7.1 5 -GTGCTGCTAATAGTAGTTACGTTAACCAATCAGCTAGCACTGTGC-3
D7.2 5-GCAACAGTGCTAGCTGATTGGTTAACGTAACTACTATTAGC&CAC-3
D8.1 5-CCAACCACCAGGAATCAACGGAACCAAATTGCTC-3

D8.2 5 -GAGCAATTTGGTTCCGTTGATTCCTGGTGGTTGG-3°

D9.1 5 -CAAATTGTGGATATGTTGTATCCTAATGCAGCTGCTG-3

D9.2 5"-CAGCAGCTGCATTAGGATACAACATATCCACAATTTG-3

D10.1 5-GGAGTAACTCCTAATGCAAGTTCTAGCGGTAATGG-3’

D10.2 5-CCATTACCGCTAGAACTTGCATTAGGAGTTACTCC-3’

D11.1 5-CTACTGCTGCTACTGCTAATACCAAGGCTGCCACTG-3

D11.2 5-CAGTGGCAGCCTTGGTATTAGCAGTAGCAGCAGTAG-3’

EFG-c-3x Flag 5 -AATGGATCCTAATCACTTGTCATCGTCATCCTTGAATCGATGTCATGAT

CTTTATAATCACCGTCAIGTCTTTGTAGTCCATCTTTTCTTCTTTGGCAA
CAGTGC-3’

EFG-Start-Bam 5 -TTAGGATCCATTAATGTCAACGTATTCTATACCS’
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RPS10 hin 5-GAAGTCGTTGACCCATTCAC-3’

URA3 her (2) 5-GCAGAAACTCATGCCTCACC-3’

P1-3xMCB 5-CAGTTATTACCCTCGAGACGCGTCTCGAGACGCGTCT@&®ACGCGTCTC
GAGCAGATCCGCCAGG-3’

P2-3xMCB 5-CCTGGCGGATCTGCTCGAGACGCGTCTCGAGACGCGTCBGBAGACG CGT
CTCGAGGGTAATAACTG-3

HAintern for 5 -GCTGCCACTGCCTACCCATACGACGTCCCAGAGICGCTACTTCTGCTTCG-3°

HAinternrev 5 -CGAAGCAGAAGTAGCGTAGTCTGGGACGTCGTAIGGTAGGCAGTGGCAGC-3°

E-Box hin 5 -TATATATGCATATATGCATATGTGCATATACCAATTAGCA-3

E-Box her’ 5 -TGCTAATTGGTATATGCACATATGCATATATGCATATRTA-3’

E-Box +5 hin  5"-ACAAGTATATATGCATATATGCATATGTGCATATACCAATTAGCAATACT-3’

E-Box +5 her 5 -AGTATTGCTAATTGGTATATGCACATATGCATATAGCATATATACTTGT-3

E-Box +10 hin  5-AATATACAAGTATATATGCATATATGCATATGTGCATATACCAATTAGCAAT
ACTGCACA-3’

E-Box +10 her 5 -TGTGCAGTATTGCTAATTGGTATATGCACATATGATATATGCATATATACTT
GTATATT-3

2.6  Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Isolierung von Plasmid DNA ausE. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA fur analytische Zwecwurde die ,Mini-Lysat“-Methode
angewendet (Birnboim und Doly, 1979). DNA fir prégieve Zwecke wurde aus 50 ml LB
Amp-Kulturen mit Anionenaustauscher-Saulen der BRir@iagen (Hilden) nach Angaben des
Herstellers isoliert.

2.6.2 Isolierung von genomischer DNA au€. albicans

Die Praparation genomischer DNA erfolgte nach efiielS. cerevisiaeentwickelten Methode
(Shermanet al, 1986). Dabei wurden die mit SCE/Zymolyase-Losumahandelten Zellen
(Sphéroplasten) durch Zugabe von SDS und Inkubdigne5 °C aufgeschlossen. Die DNA
wurde mit absolutem Ethanol (p.A.) gefallt und neiher Phenol/Chloroform Extraktion
gereinigt.

2.6.3 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte ent@e photometrisch bei 260 nm und
280 nm (Sambrookt al, 1989), oder durch visuelle Abschatzung im Agageke

2.6.4 Agarose Gelelektrophorese

Je nach GroRe der DNA wurde ein 0,7 - 2 %iges Agggel mit Ethidiumbromid zur
Auftrennung verwendet (Sambrookt al, 1989) und unter UV-Licht fotografiert. Als
GroRRenstandard dientdindlll- und EcoR/Hindlll-geschnitteneA-DNA (200 ng/ul) (MBI-
Fermentas).
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2.6.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde mittelses Skalpells aus dem Agarosegel
herausgeschnitten und mit dem QIAquick PCR PuttitkaKit (QIAGEN GmbH, Deutschland)
nach Herstellerangaben isoliert.

2.6.6 5"-Dephosphorylierung linearisierter DNA

Um eine Religation linearisierter DNA zu vermeidearde diese am 5’-Ende dephosphoryliert.
Dazu wurde nach der Restriktionshydrolyse ein Utierss an alkalischer Phosphatase (Roche,
Mannheim) zugegeben und fur 30 min bei 37°C inkdbi€u diesem Ansatz wurde
1/10 Volumen 200 mM EGTA hinzugegeben und 10 min7BeC erhitzt.

2.6.7 Ligation

Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20mit 10 X Ligationspuffer und 1 U
T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim). Bei glatten Endafolgte die Ligation tGber Nacht bei
16 °C, bei Uberhangenden Enden fur 2 h bei Raungety. Das Verhaltnis von Vektor zu
Fragment entsprach in der Regel 1:3.

2.6.8 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Mullisg@Qdient zur Amplifizierung spezifischer
DNA-Sequenzen und wurde in einem Thermozykler demd& Biometra durchgefuhrt. Die
Annealing-Temperaturen, sowie die Elongationszeiteinden den eingesetzten Primern, bzw.
dem erwarteten PCR-Fragment angepasst. PCR-Fragmemtlen mit dem ,QIAquick PCR-
Purification-Kit* der Firma Qiagen aufgereinigt.

2.6.9 Kolonie-PCR

Nach einer Transformation v albicanserfolgte zur Verifizierung der integrierten DNAnei
Kolonie-PCR. Dafur wurde eine geringe Menge Zelenat in 40 pl 0,02 M NaOH
resuspendiert und ftr 10 min bei 95 °C erhitzt.deiSuspension wurde kurz abzentrifugiert und
auf Eis gehalten. Fur die PCR wurden 4 ul der Suspa in einem Gesamtvolumen von 50 pl
eingesetzt. Die PCR wurde mit der Tag-Polymerasppéidorf) nach Herstellerangaben
durchgeflnhrt.

2.6.10 Mutagenese-PCR

Deletionen bzw. Insertionen wurden mit dem ,Quick@he Site-Directed Mutagenesis Kit* der
Firma Stratagene nach Herstellerangaben durchdefuhr
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2.6.11 Transformation von E. coli

E. coliwurde nach der Rubidiumchlorid Methode nach Hangth883) transformiert.

2.6.12 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von Plasmiden $ cerevisiaevurde in Anlehnung an die Methode von
Klebeet al (1983), modifiziert nach Dohmeat al. (1991), durchgefinhrt.

2.6.13 Transformation von C. albicans

Die Transformation vorl€. albicanserfolgte mittels drei verschiedener Methoden. Uasiide
zu transformieren wurde die Lithium-Acetat-Methaglagesetzt. Hierfir wurden 200 ul einer
Ubernachtkultur bei 5.000 Upm fir 4 min abzentriéwgund in 100 pl OSB (0,2 ml 1 M LiAc;
0,8 ml 50 % PEG 8000; 15 mg DTT; 250 pg HeringsgeDNA) resuspendiert. Nach Zugabe
von 4 — 6 ug der zu transformierenden DNA wurdenzsllen fir 30 min bei 43,5 °C inkubiert.
AnschlielRend wurden sie auf Selektionsplatten aitisgit und fir mind. zwei Tage bei 30 °C
inkubiert.

Die Integration von DNA-Fragmenten erfolgte nactk&rthaet al. (1995). Hierfur wurden 5 pg
DNA in die spharoplastierten Zellen transformi®te Transformation von nicht aufgereinigten
PCR-Fragmenten wurde nach Mitchell (Wilsetal, 2000) durchgefthrt. 500 ul einer 5 ml
YPD Ubernachtkultur wurden mit 50 ml frischem YPBgaimpft. Bei 30 °C wurden die Zellen
4 Stunden bei 110 Upm inkubiert, bis eine gpPvon 0,5-0,8 erreicht wurde. Nach
Zentrifugation (5 min, 3.500 Upm) wurde das Pelletit 5ml LATE-Puffer (0,1 M
Lithiumacetat, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDJAjewaschen und anschlieBend in 0,5 ml
desselben Puffers resuspendiert. Je Transformatioden 0,1 ml Zellen mit 5 pl Heringsperma
DNA sowie mit 80 pul PCR-Produkt bzw. mindestens024f DNA versetzt und bei 30 °C fur
30 min inkubiert. Danach wurden 0,7 ml PLATE-Pufi@0 % PEG3350 in LATE-Puffer)
hinzugefiigt und die Probe nach kurzem Schuttebe¢ tber Nacht bei 30 °C inkubiert. Dann
folgte ein einsttindiger Hitzeschock bei 42 °C. Andgfiend wurden die Zellen abzentrifugiert
(5 min 3500 Upm), mit 1 ml TE-Puffer gewaschen0i@ ml TE-Puffer resuspendiert und auf
Selektionsmedien ausplattiert.

2.6.14 Southernblot-Analyse

Der Southernblot erfolgte nach der Methode von It (1975). Hierfur wurden 1,5 pg
genomische DNA mit den gewlnschten Restriktionserezy Uber Nacht geschnitten, gefallt,
resuspendiert und mit Hilfe eines 1 %igen Agarolsegefgetrennt. Der anschlieRende Transfer
auf eine Hybond N-Nylonmembran (Amersham, Braunsi erfolgte mit einer
Vakuumblotkammer (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia).nathst wurde die im Gel
aufgetrennte DNA 3 min mit Denaturierungspuffe5(l4 NaCl; 0,5 M NaOH), dann 3 min mit
Neutralisierungspuffer (3 M Na-Acetat, pH 5,5) betielt und anschlieRend mit Transferpuffer
(3 M NacCl; 0,3 M Na-Citrat; pH 7,0) 45 min auf diglonmembran tbertragen. Nach einer 3



Material und Methoden 18

mindtigen UV-Fixierung (312 nm) der DNA erfolgte ediPrahybridisierung und die
Hybridisierung bei 68 °C mit einer Digoxigenin meen Sonde

Die Detektion erfolgte mit polyklonalen Schaf-Amigoxigenin-Fab-Fragmenten (Boehringer,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Durch diglia Antikérper gekoppelte alkalische
Phosphatase kann mit NBT (0,388 mg/ml) und X-Phasgf,175 mg/ml) die hybridisierte
Sonde durch eine blaue Farbung sichtbar gemacldewer

2.7 Biochemische Methoden

2.7.1 Herstellung von Rohextrakten aus Hefe

Zur Rohextraktherstellung wurde eine 30 — 1000 miltw¢ auf OQygo = 0,1 angeimpft und bei
einer Zelldichte von ca. 0,8 - 1,0 fur 5 min beb80 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
30 ml dHO gewaschen, abzentrifugiert und fir mind. 1 h-B8i°C gelagert. Der Zellaufschluf3
erfolgte in ca. 400 - 2000 ul Lysepuffer (50 mM HEFPpH 7,5; 1 % Triton x 100; 150 mM
NaCl; 5 mM EDTA und pro 10 ml eine Tablette Rochiet@aseinhibitor-Mix Complete Mini)
mit einem Volumen Glasperlen fiir 20 min auf einerargx-Schattler (VX 2E, Janke & Kunkel)
bei 4 °C. Um Zelltriummer und Glasperlen von denrekiaRohextrakt zu trennen, wurde dieser
fur 2 min bei 13 000 Upm abzentrifugiert. Die Rotrakte wurden bei -20 °C aufbewahrt oder
fur Versuche mit Enzymaktivitatsrelevanz bei 4 1€ &is gelagert.

2.7.2 Heterologe Expression irk. coli

Der E. colrStamms BL21 mit den gewlnschten Plasmiden wurdek®iml LB-Amp Medium
als Vorkultur angeimpft und tber Nacht bei 37 °G uil0 Upm inkubiert. 1 | Hauptkultur
wurde mit 10 ml Vorkultur angeimpft und bis zu eif@Dgoo zwischen 0,8 und 1 kultiviert. Die
Uberexpression des Zielgens erfolgte durch Zugaive v mM IPTG (Endkonzentration) bei
30 °C und 110 Upm fur mind. 4 h. AnschlieRend wardée Zellen 10 min bei 10.000 Upm
zentrifugiert, und bis zur weiteren Verwendung42€ °C gelagert.

2.7.3 Herstellung von Rohextrakten ausk. coli

Fur den Zellaufschluss der Uberexpressionskultuvarden die Zell-Pellets in 30 ml PBS (8
mM Na-Phosphat pH 7,2; 140 mM NacCl; 3 mM KCI; 1,MnKH,PQ,) resuspendiert und mit

drei Tabletten Roche Proteaseinhibitor-Mix Compldiai versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte
durch eine dreimalige Passage durch eine vorgekiuHfrench-Press Zelle (SLM

AMINCO_Spectronic Instruments, Rochester; USA) bmnem Druck von 180 MPa.

Anschliel3end wurde dem Rohextrakt 1 % Triton X-1B@dkonzentration) hinzugegeben und
auf Eis 30 min leicht geschuttelt. Zelltrimmer wemddurch Zentrifugation fir 30 min. bei

10.000 Upm entfernt.
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2.7.4 Bestimmung der Proteinkonzentrationen nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtelnBradford (1976) mit dem Protein Assay
Dye Reagent der Firma BioRad. Zu 5 ul Rohextraktden 795 ul dBO und 200 pl Reagenz

hinzugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Die Mesgsterfolgte in einem Eppendorf

Photometer. Als Standard diente eine BSA Eichkurve.

2.7.5 Dephosphorylierung

50 pug Protein wurden mit 2 ul alkalischer Phospdetiei 37 °C fur 30 min inkubiert und
anschlie3end fir 10 min bei 95 °C mit 4 x LDS-Ladfégr aufgekocht. Das Laufverhalten der
dephosphorylierten Proteine wurde Uber ein SDSeBefpruft.

2.7.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekuéavigcht wurde die abgewandelte Methode
nach Laemmli (1970) verwendet. Zum Giel3en von 8 ewiglenaturierenden SDS-Gelen
(Sambrooket al, 1989) wurde die Apparatur von Hoefer ScientifidSA, San Francisco)
verwendet. Alternativ wurde die XCell SureLdtkMini-Cell Gelapparatur der Firma Invitrogen
mit Tris-Glycin-SDS Gelen nach Herstellerangabemgesetzt. Als Proteinstandard diente der
SeeBIlu€ Plus2 (prestained) Marker der Firma Invitrogere Broteine wurden mit ¥4 Volumen
4 x LDS-Ladepuffer (Invitrogen) versetzt und fur dn bei 95 °C denaturiert. Die Anfarbung
der Gele erfolgte entweder durch Coomassie R250 Wbheht und anschlie3ender Entfarbung
fur mind. 2 h oder durch eine Silbernitratfarbung.

2.7.7 Immunoblot-Analyse

Nach der Auftrennung in einem SDS-Gel lassen spdrifische Proteine sensitiv durch eine
Immunoblot-Analyse nachweisen. Proteine, die in ldeefer Scientific Kammer aufgetrennt
wurden, konnten in einer Tankblot-Kammer durch eirteektroblot auf eine Immobilon

P-Membran (Millipore, Eschborn) tbertragen werdeowbin et al, 1979). Protein-Gele aus der
XCell SureLock™ Mini-Cell Gelapparatur wurden mittels Elektroblusach Herstellerangaben
auf eine Immobilon P-Membran Ubertragen. Nach deam3fer wurde die Membran fur mind.
2 h in Blocking-Reagenz (1 % Blocking von RocheTiBST) geschittelt, um unspezifische
Bindestellen abzusattigen. Anschlie3end wurde déenlbtan 2 h mit einem Primarantikdrper in
1 % Blocking-Reagenz inkubiert. Es folgten drei \Gfechritte (15 min) mit TBST (0,1 %

(w/w) Tween 20 in TBS), um nicht gebundene Antilgrpon der Membran zu waschen. Im
Anschluss folgte eine einstiindige Inkubation ddsuSéarantikorpers in 1 % Blocking-Reagenz
mit drei weiteren Waschschritten in TBST und eingaschschritt in PBS. Die Detektion
erfolgte mit Hilfe des Chemilumineszenz-Substrai&siper-SignalULTRA" (Pierce) nach

Herstellerangaben und Rontgenfilmen (Fuiji).
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Tab. 5: Verwendete Antikdrper

Bezeichnung Beschreibung Quelle Verdinnung  Bezug
Anti-HA-POD  Monoklonal Maus 1:2500 Sigma
Anti-HA Monoklonal Maus 1:5000 Sigma
Anti-Maus-POD Monoklonal Ratte 1:50 000 Sigma

2.7.8 Silbernitrat-Farbung

Die in einem SDS-Gel aufgetrennten Proteine lasseh unter anderem durch Silbernitrat
anfarben. Das SDS-Gel wurde fir mind. 1 h oder (M&ch in einer Fixierlosung (400 ml
EtOH 96%; 70 ml Essigsaure 100%; giHad 1000 ml) geschwenkt. AnschlieRend wurde das
Gel bei RT fur 30 min in 50 ml Sensitivierungsloguf300 ml EtOH 96%; 2,0 g
Natriumthiosulfat; 68 g Natriumacetat; gblad 1000 ml) mit frischem Glutaraldehyd (500 pl in
100 ml) inkubiert und dreimal 5 min bei RT in dddtO gewaschen. Im Anschluss wurde das
Inkubationsgefald zum Schutz vor Licht mit Alufotiéd. eingepackt und das Gel fr 20 min bei
RT im Dunkeln in 50 ml Silbernitratiésung (1,0 d®irnitrat/1 1) mit frischem Formaldehyd (40
pul (37%) ad 100 ml) geschwenkt. Das Gel wurde drriaureichlich dHO gewaschen.
Schlie8lich wurde auf das Gel 50 ml Entwicklungsliz (2,5 g Natriumcarbonat/ 1 1) mit
frischem 37%igem Formaldehyd (20 pl ad 100 ml) gelned solange bei RT geschwenkt, bis
Proteinbanden in gewtinschter Farbintensitat sicvhb@aden. Die Farbreaktion wurde mit 100-
200 ml Stopplésung (14,6 g EDTA / 1beendet.

2.7.9 Coomassie-Farbung

Proteine in einem SDS-Gel lassen sich ebenfallfOodmassie anfarben. Diese Methode wurde
nach Khanget al. (2002) durchgefiihrt. Das Gel wurde Gber Nachtaor@assie-Losung (0,02 %
Coomassie Brilliant Blue G-250; 2 % Phosphorsdusgv){ 5 % Aluminiumsulfat; 10 %
Ethanol (v/v)) inkubiert und anschlieend fir mi@dh in Entfarberldsung (2 % Phosphorsaure
(w/v); 10 % Ethanol (v/V)) geschiittelt

2.7.10 Qualitative Bestimmung derp-Galaktosidase-Aktivitat (,X-Gal Overlay*)

Mit dem ,X-Gal Overlay“-Assay (Suckow und Hollenlger1998) lasst sich dig-Galaktosidase
Aktivitat der verschiedenen Transformanten in derHlybrid Methode grob abschatzen. Dazu
wurden jeweils 5 pl einer Ubernachtkultur auf Rlattgetropft und zwei Tage bei 30 °C
inkubiert. 1 g Agarose wurde mit 10 mp® aufgekocht und mit 10 ml 1 M Natrium-Phosphat-
Puffer pH 7,0 versetzt. Nach Abkihlen auf ca. 700M@den dem Gemisch 50 pl SDS-Lésung
(10 %) und 400 ul X-Gal-Lésung (5 mg/ml in DMF g&tlhzugesetzt. Jede Platte wurde mit
10 ml dieser Losung uberschichtet und nach demltiérkéir 2 — 8 h bei 37°C inkubiert.
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2.7.11 Quantitative Bestimmung der p-Galaktosidase Aktivitat (lacZ-Assay)

Zur genaueren Aktivitatsbestimmung deGalaktosidase wurde die Methode von Jaetesl
(1996) verwendet. Zunachst wurde die dJder zu messenden Ubernachtkulturen bestimmt und
jeweils 1 ml Zellen bei 13.000 Upm fur 2 min abzd#agiert. Das Pellet wurde in 100 pl
Lysepuffer (0,1 M Tris/HCI pH 7,5; 0,05 % Triton 200) resuspendiert und fir mind. 2 h bei
- 70 °C eingefroren. Anschlieend wurden die Zelken 30 °C aufgetaut und mit 750 pl
Z-Puffer mit frischem ONPG (60 mM NMdPQO,. 40 mM NaHPQO,. 10mM KCI; 1 mM MgSQ,.

1 mg/ml O-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid, pH 7y@rsetzt und bis zu einer Geldfarbung
bei 30 °C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion veuddirch Zugabe von 500 pul 1 M NagO
gestoppt und die Inkubationszeit (t) bestimmt. Nacter kurzen Zentrifugation (13 000 Upm,
1 min) wurde die Extinktion bei 420 nm bestimmte®nzymaktivitdt wurde mit der folgenden
Formel ermittelt (Miller, J., ; Golemis und Khazdl§94): (1000/t) x (Oy/ODeog) =y Miller-
Units.

Es wurden von jedem Stamm doppelte Ubernachtkuitaregeimpft und von diesen Kulturen
wiederum Doppelbestimmungen angesetzt.

2.7.12 Ammoniumsulfatfallung

Bei dieser Technik der Proteinfallung wird der homhobe Effekt in der Losung vergrofRert und
die Proteinaggregation Uber hydrophobe Wechselwgkn geférdert. Zu einem Rohextrakt
(RE) mit einem bekannten Volumen wurde eine erretthiMenge gesattigte Ammoniumsulfat-
Lésung hinzugegeben. Fir die Berechnung der Ammasulfat-Menge wurde folgende Formel
benutzt:

N -Konz. im RE* RE Volumen — gewtinscht -Konz. * RE Volumen
Gewiunschte (NE).SO-Konz — 100 %

Dabei wurde die Proteinlésung stetig auf Eis gerilmd das Ammoniumsulfat tropfenweise,
langsam hinzugegeben. Im Anschluss wurde die Losuegere 20 min auf Eis geruhrt.
AnschlieRend erfolgte die Ultrazentrifugation 8@ min bei 20 000 Upm. Der Uberstand wurde
fur weitere Fallungen eingesetzt und das Pelletnem Puffer resuspendiert.

2.7.13 Immunprazipitation

Der Zellaufschluss erfolgt zundchst wie in Kapi2ef.1 beschrieben. Zu 200 ul denaturierter
Probe wurden 800 pl IP-Dilutionspuffer (1,25 % onitX-100; 6 mM EDTA; 60 mM Tris/HCI;
pH 7,6) gegeben. Nach zweiminitiger Zentrifugati@ 13.000 Upm wurde der Uberstand in
1,5 ml ,Safe-Lock" Eppendorf-Reaktionsgefal3e tbrfiiNach Inkubation mit 5 pl Anti-HA-
Antikodrper (Stratagene) bei 4°C Uber Nacht undhiigim Invertieren wurden die Proben mit
50 ul 20 %iger Protein-A-Sepharose-Losung (20 %tetieA-Sepharose in IP-Puffer, siehe
unten) versetzt und weitere 4 h bei 4°C inkubi@rischlieRend wurde dreimal mit IP-Puffer
(1 % Triton X-100; 0,2 % SDS; 150 mM NaCl; 50 mMisfHCI, pH 7,6; 5 mM EDTA)
gewaschen. Das Sepharose-Pellet wurde mit 50 Ruffer, 50 ul 4x LDS-Puffer und 100 mM
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DTT versetzt und 10 min bei 95°C inkubiert. Zur &kahnung wurden 20 ul auf ein 8 %iges
SDS-Gel geladen und elektrophoretisch aufgetrenehé¢ 2.7.6).

2.7.14 Affinitdtschromatographie mit Glutathion-Sepharose4B

Glutathion-S-Transferase (GST) Fusionsproteine emrdiurch eine Glutathion Sepharose
Matrix (Amersham) aufgereinigt. Hierfur wurde 1,88 Glutathion-Sepharose in ein 15 ml

Polypropylen-Saule gefllt. Dies ergab ein Bettwodin von 1 ml. Die Saule wurde zunachst mit
10 ml PBS-Puffer aquilibriert Anschlie3end wurdd die Saule der Rohextrakt gegeben. Um
schwach bzw. unspezifisch gebundene Proteine Zareah, wurde die Saule mit 40 ml PBS-
Puffer gewaschen. Im Anschluss wurde mit dem Ehsipaiffer (10 mM reduziertes Glutathion,

50 mM Tris/HCI, pH 8,0) die spezifischen Proteirssliert. Es wurden 500 ul Fraktionen

gesammelt. Die Lokalisation des gewtunschten Protifolgte Uber SDS-Gelelektrophorese mit
anschlieBender Anfarbung in Coomassie R250.

2.7.15 Affinitdtschromatographie mit Anti-HA-Affinitats-Ma  trix

Verschiedene Efglp-HA-Tag Varianten wurden mitesteer Anti-HA Affinitats-Matrix (Roche)
aufgereinigt. Die Saule umfasste ein Bettvolumem W5 ml, die vor der Beladung mit
10 facher Bettvolumenmenge Equilibrierungspuffe® @M Tris, pH 7,5; 0,1 mM NacCl;
0,1 mM EDTA) vorbehandelt wurde. Der Rohextrakt inach Kapitel 2.7.1 hergestellt und
anschliel3end fur 30 min bei 10.000 Upm abzentrétgi

Dieser Rohextrakt wurde bei 4 °C auf die Sauledmriaund bei einer Flul3geschwindigkeit von
0,3 — 0,5 ml/min Uber die Séaule geschickt. Die 8awurde anschlieBend mit 20fachen
Bettvolumen Waschpuffer (20 mM Tris, pH 7,5; 0,1NMCI; 0,1 mM EDTA,; 0,05 % Tween-
20) gewaschen.

Fur die Elution wurde ein Bettvolumen ElutionspuffelA Peptide in Equilibrierungspuffer) in
die Saule einlaufen gelassen und fur 15 min bei@Tnkubiert. Es wurden 0,5 ml Fraktionen
gesammelt, und diese zur Uberprifung auf einem 6BSaufgetrennt.

2.7.16 Kationenaustauscher-Saule

Durch Kationenaustauscher kénnen negativ geladersgeife aufgereinigt werden. Als
Kationenaustauscher wurde die HiTrap SP FF-Saule Filena GE-Healthcare mit einem
Bettvolumen von 1 ml verwendet, indem die geladedd,CH,CH,SO;-Gruppe an Agarose
gekoppelt war. Efglp als stark basisches Protetnemem isoelektrischen Punkt (pl) von 9,6
wurde im Stamm HLCPEFG1 in SCAA-Medium UberexprimieNach einer 30 minitigen
Zentrifugation bei 13 000 Upm wurde der Uberstanfipd 8,0 mit 1 M NaOH eingestellt. Die
Saule wurde vor dem Beladen mit 5 ml Aquilibrierspgffer (50 mM HEPES pH 8,0; 1 %
Triton x 100; 5 mM EDTA; 1 M NaCl) Aaquilibriert ananschlie3end mit 10 ml Waschpuffer
(50 mM HEPES pH 8,0; 1 % Triton x 100; 5 mM EDTAQmM NaCl) gewaschen. Nach dem
Durchfluss des Rohextraktes in einer Geschwindigken 1 ml/min wurde die Saule mit
5fachem Bettvolumen Waschpuffer gewaschen. Firagigchlieende Eluierung wurde ein
Stufengradient verwendet. Es wurden die Konzewotnatibstande 200, 300, 400, 500, 700 und
1000 mM NaCl in 50mM HEPES pH 8,0; 1 % Triton x 160nM EDTA, gewahlt. Es wurde in
1 ml Schritten eluiert.
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2.7.17 Heparin-Saule

Mit einer Heparin-Saule lassen sich DNA-bindendetétne aufreinigen. Efglp wurde in 1 |
SCAA-Medium Uberexprimiert und nach Kapitel 2.7.0agariert. Nach einer 30 mindtigen
Zentrifugation bei 13 000 Upm wurde der Uberstanfdpdd 8,0 mit 1 M NaOH eingestellt. Der
Uberstand wurde mit einer maximalen Proteinkonzgioin von 10 mg/ml auf die mit
Lysepuffer (50 mM HEPES pH 8,0; 1 % Triton x 100; 150 mM NaGImM EDTA)
aquilibrierte Saule geladen. Anschlieend wurde $#&ile mit dem 10fachen Bettvolumen
Lysepuffer gewaschen. Eluiert wurde mit einem Bluspuffer (50 mM HEPES pH 8,0; 1 %
Triton x 100; 1 M NaCl; 5 mM EDTAIn 1 ml Schritten Alle Aufreinigungsschritte fanden bei
4 °C statt.

2.7.18 Affigel-Blue-Saule

In einer mit Glaswolle gefillten blauen Pipettetspiwurde die Affigel-Blue Matrix pipettiert.
Das Bettvolumen umfasste ungefahr 1 ml. Der Robh&kt(Kapitel 2.7.1) wurde nach einer
30 mindtigen Zentrifugation bei 13 000 Upm auf &&ule beladen und mit 5 ml Waschpuffer
(50 mM HEPES pH 7,5; 1 % Triton x 100; 150 mM NaGl;mM EDTA) gewaschen.
Anschliel3end wurde mit 5 ml Elutionspufféf0 mM HEPES pH 7,5; 1 % Triton x 100; 1 M
NaCl; 5 mM EDTA) eluiert.

2.7.19 Gelretardierungsexperimente

Mit Hilfe eines Gelretardierungsexperimentes lasseh Interaktionen zwischen Proteinen und
spezifischen DNA-Sequenzen nachweisen. Potenzidielsequenzen wurden durch
Restriktionshydrolyse aus einem Plasmid herausgéseh oder bei kurzen Sequenzen Primer
verwendet. Diese Sequenzen wurden mittels T4-Plgotidkinase ung-[**P]-ATP radioaktiv
markiert. Der Bindungsansatz von 20 pl enthielen Regel 2 pl 10 x Bindungspuffer (100 mM
Tris/HCI pH 7,6; 500 mM KCI; 100 mM Mg@l 10 mM EDTA; 50 % Glycerin), 2 ul radioaktiv
markierte DNA, 2 pg Poly(dl-dC) (1 mg/ml), 1 ul 20M DTT und verschiedene Protein
Konzentrationen des Efgl-GST Proteins. Der Bindangatz wurde fur 20 min bei RT
inkubiert, mit 2 pl Ladepuffer (0,1 % w/v XylencyarLosung in dHO) versetzt und auf ein
8 %iges, natives Polyacrylamidgel (13,3 ml 30 % yamid/Bisacrylamid; 150 pl 20 % APS;
75 ul TEMED; 2,5 ml 10 x TBE; mit Wasser ad 50 mbladen. Das Gel wurde vorher fir
20 min bei 150 V vorlaufen gelassen. Als Laufputfemte 0,5 %iger TBE Puffer.

Die Elektrophorese wurde bei 150 V fir ca. 3- 4unctigefihrt. Anschlieend wurde das Gel
auf Whatman 3MM Papier fur mind. zwei Stunden b@i°€ unter Vakuum getrocknet. Die
Detektion erfolgte Uber Autoradiographie bei -70 °C
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2.8 2-D-Gelelektrophorese

Proteine lassen sich durch 2-D-Gelelektrophoresangn. Mit dieser Methode werden die
Proteine erst nach ihrem isoelektrischen Punkt )(IERd anschlielend mittels einer SDS-
Gelelektrophorese nach ihrer Gréf3e aufgetrennt.daraus resultierenden “Spots, lassen sich
massenspektroskopisch einem spezifischen Protendzen.

2.8.1 Probenvorbereitung

Um eine Auftrennung in der isoelektrischen Fokussig (IEF) zu erzielen, sollte die zu
trennende Proteinsuspension von Uberflissigen Sajee¢rennt werden. Aus diesem Grund
wurden die Rohextrakte wie in Kapitel 2.7.1 besaben isoliert und anschlieBend jeweils
500 pg Protein mit Aceton geféllt. Fir die Fallumgirden drei Volumen des Rohextraktes
eiskaltes Aceton p.A. hinzugefugt und fir 2 h b20 2C geféllt. Nach der anschliel3enden
Zentrifugation fiir 30 min bei 13.000 Upm (4°C) warder Uberstand verworfen und das Pellet
an der Luft getrocknet, um Acetonreste zu entferias Pellet wurde fur die isoelektrischen
Fokussierung in einem Streifenhalter in 350 ul Rieaysierungspuffer (7 M Harnstoff, 2 M
Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 2,5 % DTT, 10 % Isoproplarb % Glycerol, 2 % IPG-Puffer)
aufgenommen und fir 30 min bei RT inkubiert. Fig gCup-Loading Methode” wurden die
Pellets in 100 ul Rehydratisierungspuffer aufgen@mmind wie oben beschrieben behandelt.

2.8.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

2.8.2.1 IEF in einem IPG Streifenhalter

Fur die erste Dimension wurden 18 cm IPG (Immoieitter-pH-Gradient)-Streifen (pH 6-11)
von Amersham verwendet. Die Proteinprobe wurdeienzdgehorigen Keramikhalter pipettiert.
Der IPG-Streifen wurde mit der Gelseite nach untedie Keramikhalterung gelegt. Um eine
gleichmafige Auftrennung zu ermdéglichen, sollteRliebe gleichmalig und luftblasenfrei unter
dem IPG-Streifen verteilt sein. Der Streifen wurdéxer die gesamte Lange mit 1 ml IPG Cover
Fluid (Amersham) Uberschichtet, um eine Kristatima des Harnstoffes zu vermeiden. Die
anschlie3ende isoelektrische Fokussierung erfatgler IPGphor Apparatur von Amersham mit
50.000 V uber Nacht.

2.8.2.2 Cup-Loading

Eine andere Methode der Probenbeladung stellt dig-l®ading Technik dar. Diese Technik

beruht darauf, dass die Probe nicht auf die ges&tneifen Oberflache geladen wird, sondern
auf eine bestimmte Stelle konzentriert geladen wird

Fur diese Technik wurde ein 18 cm IPG-Streifen tt&cht in einem Keramikhalter in 340 pl

Rehydratisierungspuffer inkubiert. Anschlie3end aeuder Streifen in die vorgesehene Cup-
Loading Halterung tberfuhrt, wobei in diesem Fa# Gelseite nach oben gelegt wurde. Im
Anschluss folgte eine Uberschichtung mit 3-5 ml @okluid. An die Enden der Streifen wurde
ein 0,5 x 0,5 cm Filterpapier Stiick gelegt und eligst den Elektroden festgedrickt, um einen
Kontakt zwischen Gel und Elektrode zu gewahrleistBie Probe wurde mittels eines
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Probenbechers an eine bestimmte Stelle beladerEBierfolgte in der IPGphor Apparatur bei
50.000 V uber Nacht.

2.8.3 SDS-Gelelektrophorese

Die Streifen wurden fur die zweite Dimension zurgidh 10 ml Equilibrierungspuffer (50 mM
Tris/HCI pH 8,8 ; 2 % SDS, 6 M Harnstoff, 30 % Gdyol, Bromphenolblau) mit 1 % DTT
unter leichtem Schitteln 15 min inkubiert. AnscBéed wird die Lésung verworfen und der
Streifen mit 10 Equilibrierungspuffer mit 2,5 % dodtamid erneut unter leichtem Schutteln
15 min inkubiert.

Abweichend von den ublichen SDS-Gelen bendétigt fiandie zweite Dimension nur ein
8 %iges Trenngel. Dieses wurde nach Kapitel 2.@rgdstellt. Das Trenngel wurde bis 1,5 cm
vor Ende der Glasplatten gegossen. Die Streifendevuriber dem Trenngel mit Agarose-
Dichtungslésung (0,5 % Agarose NA, 0,002 % Bromlidau in Laufpuffer) fixiert und die
Proteine fir 3 h bei 120 V aufgetrennt. Als Grofandard diente der SeeBfuePlus?
(vorgefarbt) Marker. Dieser wurde vorher auf eif ¥,0,5 cm Filterquadrat aufpipettiert und wie
der IPG-Streifen auf dem Trenngel fixiert. Zur Vadigierung der Proteine wurden die Gele
entweder durch Immunoblot analysiert oder mit Cosste@ R 250 oder Silbernitrat angefarbt.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktions-Analyse des Transkriptionsfaktors Efglp

Der Transkriptionsfaktor Efglp gehort zu den APSESteinen und stellt ein Schlisselprotein
der Morphogenese inC. albicans dar. So sind efg:Mutanten unter den meisten
hypheninduzierenden Bedingungen afilamentds t.al, 1997; Stoldtet al, 1997). Efglp ist
aulBerdem an weiteren morphogenetischen Prozesdeilighe wie zum Beispiel an der
Chlamydosporenbildung (Sonneboret al, 1999a) oder auch an dem spontanen
Phanotypwechsel zwischepague und white-Zellen (Sonneboret al, 1999b). Bislang ist nur
wenig Uber Struktur-Funktionskennzeichnungen desgligf bekannt; lediglich eine
Phosphorylierungsstelle durch die Proteinkinasenf Ehreonin 206 in der APSES-Doméne
konnte identifiziert werden (Bockmuhl und Ernst 02D In diesem Teil der Arbeit sollte das
Efgl-Protein auf funktionelle Domé&nen untersuchtdee.

3.1.1 Systematische Deletionen des Efglp Proteins

Mit Hilfe des Prosite Programms von ExPA®tp://www.expasy.org/prositewurde nach
maoglichen funktionellen Motiven im Efgl-Protein gebt. Dieses Programm vergleicht
Proteinsequenzen mit bekannten Proteindomé&nenhliese Datenbank-Analyse konnten vier
Doméanen gefunden werden. Zwei dieser Doméanen korante N- und C-terminalen Ende des
Proteins lokalisiert und als Glutamin-reiche Regiorspezifiziert werden. Diese moglichen
Domaénen liegen in der Aminosauresequenz zwischeiti®o22-130 und 397-512. Eine kleine
Doméane zwischen Position 317 — 351 in der Amincmd@sequenz wurde als Alanin- und
Prolin-reiche Region (low complexity region) erk&anim zentralen Bereich des Efgl-Proteins
befindet sich die APSES-Domane mit einem zentrddetiLH-Motiv (Abb. 6). Um diese
maoglichen funktionellen Domé&nen des Efglp-Proteins untersuchen, wurden Uber
Mutagenese-PCR ifBFG1-Gen systematisch je eine von elf Deletionen eiifgegf(Abb. 7).

22 130 202 303 317 351 397 512

|
o
D5 D6 | D7

D10 | pn

o

DI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Domiine bHLH Doméine

Abb. 6: Deletionsschema vorEFG1 mit mdglichen funktionellen Doméanen. Die Zahlen Uber dem Schema
geben Auskunft Uber die Lage der einzelnen Domémeler Aminosauresequenz. Unterhalb des Schemds] sin
die einzelnen Deletionen aufgezeigt.
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Abb. 7: EFG1-Deletionen.Uber Mutagenese-PCR wurden8fG1 (pTD38-HA) 11 Deletionen eingefiihrt. Di
gestrichelte Linie zeigt die Deletion an. Die Zahla der Ubersicht geben Auskunft tiber die genaagelder
Deletion in der DNA-Sequenz. Am 5" -Ende ist das ldghatinin-Epitop dargestellt (lila). Alle weiterdrarben
entsprechen der Abb. 6.

D

Als Ausgangsplasmid diente pTD38-HA, welchesERG1-Gen HA-EFGJ) enthalt, das fur ein
Hamaglutinin-Epitop (HA) markiertes Efglp kodiefn Abb. 7 sind die elf Deletionen
schematisch aufgefiihrt. Alle elf Deletionsplasmiden pTD38-HA-D1 bis D11, sowie die
Positivkontrolle pTD38-HA und die NegativkontroligTD38 ohneEFG1 (nur mit EFGI-
Promotor), wurden inEFG1Promotor mit dem RestriktionsenzyRad linearisiert und tber
homologe Rekombination in d&FG1-Promotor deefglMutante (HLC67) integriert (Abb. 8).
Die richtige Integration wurde mit Hilfe einer Sbhatn Analyse Uberprift. FUr diese Analyse
wurde die genomische-DNA der Transformanten mit deastriktionsenzynXbal geschnitten
und mit einer Sonde analysiert. Als Sonde diemele?2 kbEFGI1-Promotorfragment aus dem
Plasmid pTD26, welches mit den Restriktionsenzyidardlll ausgeschnitten wurde. Bei einer
richtigen Integration wurde ein Signal bei 8 kb argt. Als Kontrolle diente die genomische-
DNA der efg:Mutante (HLC67), mit einem Signal bei ca. 26 kib.Abb. 8 B ist exemplarisch
ein Southern-Analyse gezeigt. Spur 1 zeigtedgg-Mutante (HLC67) mit einem Signal bei ca.
26 kb. Spuren 2 und 3 zeigen exemplarisch zwei sfoamanten der pTD38-HA-Integration
(Positivkontrolle). Es ist zu erkennen, dass dian§formante in Spur 2 eine Fehlintegration
aufweist, wahrend die zweite Transformante nurSkgmnal bei 8 kb zeigt, die bei einer richtigen
Integration erwartet wurde.

Die richtigen Deletionsstamme wurden HLCEEFG1-D11)bis HLCEEFG1-D11 (D11), die
Positivkontrolle HLCEEFG1 EFG1) und die Negativkontrolle HLCEe{gl genannt (siehe
Tabelle in 2.2.2).
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Integration des Plasuié
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3.1.2 Morphologie der Deletionsstamme

efglMutanten zeigen einen verdnderten Hefe-Phanotyp hilten im Gegensatz zu den
kugeligen Hefezellen langlich ovale Zellen, die g@paque“-Zellform ahneln (Stoldet al,
1997; Doedt, 2004).

Um zu untersuchen, ob sich die Hefeform der Deabsstdimme von der normalen Hefeform
unterscheidet, wurden die Deletionsstamme Uber tNactSD-Medium angezogen und die

Morphologie mikroskopisch untersucht. Als Kontrtdiime dienten HLCEEFGEFGI1) und
HLCE (efg)).

EFG_I efgl
3 i ” P‘ i ‘u ‘9 -
OF Y o
3 9

Abb. 9: Mikroskopische Analyse der Deletionsstdmmein SD-Medium. Die Deletionsstimme D1
(HLCEEFG1-D1) bis D11 (HLCEEFG1) wurden in SD Uiacht angezogen und mikroskopisch auf ihre
Phéanotypen untersucliiFG1 (HLCEEFG1) uncefgl (HLCE) dienten als Kontrolle.

>

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 9 zeigen dellformen der einzelnen
Deletionsstamme; in der oberen Reihe ist die Rasititrolle EFG1) und die Negativkontrolle
(efgd) zu sehen. Wie zu erwarten bildet @&#fG1-Stamm kugelige Hefezellen, die bei dégl-
Mutante schmaler und aus diesem Grund optisch eklaser aussehen. Dieser schmale,
Stabchen-férmige Phanotyp ist ebenfalls bei deretizelen D4, D5, D8 und D9 wieder zu
finden. Die restlichen Deletionsstimme verhalteh sintsprechend d&FG1-Kontrolle. Dieses
Ergebnis lasst darauf schliel3en, dass flur die Adustg der normalen Hefeform die APSES-
Domane mit ihrem bHLH-Motiv eine entscheidende Balbielt. Auch Deletion D5, welche nur
13 Aminosauren C-Terminal von der APSES-DomaneHhadiet, zeigt einen abnormalen Hefe-
Phanotyp. Da jedoch die Deletionsstamme D10 und Dielin der Deletion D5 enthalten sind,
einen Wildtyp-ahnlichen Phénotypen zeigen, kann rmdamon ausgehen, dass die defekte
Morphologie bei Deletion D5 vom Fehlen der APSES¥aae herrihrt. Daraus wird deutlich,
dass die APSES-Domane eine wichtige Funktion féindibrphologie der Hefezelle austibt.
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UI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Domiine bHLH Domiine

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
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D8 p9| D10 |p1]

Abb. 10: Deletionsschema mit einer Ubersicht (iber id essentielle Region fiir die HefeformDer rote
Balken kennzeichnet die essentielle Region.

3.1.3 Einfluss der Deletionen auf die Hyphenbildung

Efglp ist unter den meisten Bedingungen flr dieliig der Hyphen essentiell und damit ein
wichtiger Faktor fur die Virulenz vo@. albicans(Lo et al, 1997). Aus diesem Grund war von
grof3em Interesse, welche Deletionsvarianten diehklypildung nicht mehr erlauben.

Jeweils drei Transformanten pro Deletionsstamm emi@uf festen Induktionsplatten vereinzelt.
Diese Platten wurden fir ein bis zwei Tage bei G7irtkubiert und auf ihre Hyphenbildung
untersucht. Als Induktionsmedien wurden 5 % Serdattéh und Lee’s-Platten verwendet.

7

P i

Abb. 11: Hypheninduktion der Deletionsstdamme auf 5% Serum-Platten. Die Deletionsstimme
(HLCEEFG1-D1 bis HLCEEFG1-D11), die PositivkontEFG1 (HLCEEFG1) und die Negativkontrolle
efgl(HLCE) wurden diinn auf 5 % Pferdeserum-Platteg@stsichen und tber einen Tag bei 37 °C inkubief

—

Abb. 11 zeigt die Kolonien auf 5 % Serum-Plattes.idf zu sehen, dass sich die Deletionen D4,
D5, D8 und D9 vergleichbar defgl-Mutante verhalten und keine Hyphen bilden. Allateren
Deletionen kénnen weiterhin Hyphen bilden und zeikeinen Unterschied zuBEFG1-Stamm.
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Um die Hyphenbildung auf weiteren Induktionsmediertesten, wurden die Stamme auf Lee’s-
Platten vereinzelt (Abb. 12). Auch hier zeigte sidhss nur die Deletionsstamme D4, D5, D8
und D9 sowohl am Ausstrich, als auch bei den Ekmtehien keine Hyphen bilden. Die
Deletionsstamme D1, D2, D3, D10 und D11 zeigen @hmliches Verhalten wie die
Positivkontrolle mit unveranderterBFG1-Gen. Die Hyphenbildung bei Stamm D7 ist im
Vergleich zu den anderen Deletionsstdammen etwagogert. Wahrend bei den meisten
Deletionen Uber den Ausstrich verteilt Hyphen zhesesind, ist bei diesem Stamm lediglich
vereinzelt filamentdses Wachstum zu erkennen; giezdikolonien verhalten sich jedoch ahnlich
der Positivkontrolle EFG1). Die Deletion D6 zeigt zum Zeitpunkt der Aufnahiediglich am
Ausstrich vereinzelt Hyphen, wahrend die Einzelk@o keine Hyphen gebildet haben. Dieses
ist jedoch nur eine Verzbgerung, da nach einemenezit Tag auch diese ein filamenttses
Wachstum zeigten (Daten nicht gezeigt).

EFGI efel

D6 D7 D8 D9 D10 D11

Abb. 12: Hypheninduktion der Deletionsstamme auf Le s-Platten. Die Deletionsstamme D1 bis D1
(HLCEEFG1-D1 bis HLCEEFG1-D11), die PositivkonteltFG1 (HLCEEFG1) und die Negativkontrolefgl
(HLCE) wurden dinn auf Lee’s-Platten ausgestrialveh Uber zwei Tage bei 37 °C inkubiert. Zu selstn| i
jeweils der Rand vom Ausstrich und eine Einzelkadon
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Tendenziell korrelieren diese Ergebnisse mit damder 3.1.2 beschriebenen Daten. So zeigen
die Deletionsstamme mit einem Defekt in der Hefeqdlhologie ebenfalls einen Verlust in der
Fahigkeit Hyphen zu bilden. Auch hier wurde beoleichdass die Deletion D5, die nur 13
Aminosauren von der C-terminalen APSES-Doméane ladtieth einen Verlust der
Hyphenbildung aufweist. Die Deletionen D10 und DHihgegen, die in der Deletion D5
beinhaltet sind, kbnnen weiterhin Hyphen bildered®ss Ergebnis deutet erneut darauf hin, dass
die APSES-Doméane eine wichtige Doméne des EfglefProtist und ein Fehlen von nur 13
Aminosauren zu einem Verlust der Efglp-Aktivitatr Zeolge hat. Die Stamme D6 und D7
weisen durch ihr verlangsamtes Hyphenwachstum aéd d-Platten auf eine aktivierende
Funktion der C-terminalen Glutamin-reichen Domaime(Abb. 14).

Die Hypheninduktion auf festen Medien ist geeigmen, einen Uberblick liber die Tendenz der
Hyphenbildung in den einzelnen Stammen zu erhak&nhdieser Methode ist es jedoch nicht
maoglich, eine quantitative Aussage Uber die Hyphlidabg der einzelnen Stdmme zu treffen, da
die Zellen untereinander variieren und nur ganzdomien betrachtet werden. In fllissigen
Induktionsmedien hingegen ist eine Quantifizieruts®y Hyphen moglich, da die Zellen in
Induktionsmedium Uberfihrt werden und die Anzahi dellen, die Keimschlauche gebildet
haben, gezahlt werden kann. Zur Quantifizierung Hgphen wurden die HLCEEFGI1-
Deletionsstamme Uber Nacht in SD-Medium angezogehamschliel3end in Induktionsmedium
inkubiert. Die Hyphenbildung wurde alle 20 min miclliert, indem die Anzahl der Hyphen pro
100 Zellen ermittelt wurde.
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Abb. 13: Hypheninduktion der Deletionsstamme in 5% Serum-Medium. Die Deletionsstamme
HLCEEFG1 wurden in einer Zelldichte von 0,1 8n 5 % Serum-Medium bei 37 °C inkubiert. Alle 20nm
wurde die Hyphenbildung beobachtet und protokadllier

Bei der Hypheninduktion der Deletionsstamme (AbB) ih 5 % Serum zeigte sich, dass die
Stamme D4, D5, D8 und D9 (Kurven in blau) einen diéfin ihrer Hyphenbildung zeigen,
wahrend die Stamme D2, D3, D6, D7, D10 und D11 y€aorin orange und gelb) keinen
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signifikanten Unterschied zur PositivkontrollEFG1 (HLCEEFG1) aufweisen. Der D1-Stamm
kennzeichnet sich durch eine leichte VerzdgerundenHyphenbildung zwischen 40 min und
70 min. Nach 80 min sind jedoch, zeitgleich mit danderen Stammen, eine 100 %ige
Hyphenbildung zu erkennen. Auch eine Hypheninduktio Lee”s-Flissigmedium zeigte keine
signifikanten Unterschiede zu den Ergebnissen i SSerum-Flissigmedium (Daten nicht
gezeigt). Bei einem Vergleich dieser Ergebnisse Higoheninduktion in Flissigmedium mit
denen auf festen Platten ist eine Abweichung in 8&mmen D6 und D7 zu erkennen. Diese
beiden Deletionen zeigen ein verlangsamtes Hypheimstam auf Lee’s-Platten, die jedoch in
flissigen Induktionsmedien (5 % Serum und Lee's) anf 5 % Serum-Platten nicht zu
erkennen ist. Moglicherweise haben diese Regionénubd D7, welche die C-terminale
Glutamin-reiche Doméne enthalten, eine aktivierdfaiektion auf die Hyphenbildung bei einer
Induktion auf festen Lee’s —Medium, da auf 5 % BeRlatten keine Verzdgerung zu sehen ist.
Insgesamt zeigt sich daher, dass fur die Hyphekinmu auf festen Medien und in
Flissigmedium, die APSES-Doméane ein essentielletoF sst.

UI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Domiine bHLH Domiine
p1 | m D3 D4 ps | ps | b7
QQQ |
D8 Ipo] D10 |pn|

Abb. 14: Deletionsschema mit einer Ubersicht iiber die esséelle Region fiir die Hyphenbildung.Der rote
Balken zeigt die essentielle Region, der gelbe &al#tie Region, die fiir die Hyphenbildung auf fedtee’s-
Medium eine aktivierende Funktion aufweist.

3.1.4 Chlamydosporenbildung der Deletionsstdmme

Neben der Hefe- und Hyphenform @t albicansin der Lage eine weitere Wachstumsform, die
Chlamydosporen, zu bilden. Diese Sporen sind dickligee kugelige Zellen, die an den Spitzen
von Pseudohyphen oder Hyphen entstehen und dunehneikroaerobe Umgebung ausgelost
werden.efgl Mutanten zeigen einen Verlust in der Chlamydospaitdung (Sonneborret al,
1999a). Um zu zeigen, welchen Einfluss die versidmen Efgl-Varianten auf die
Chlamydosporenbildung haben, wurden alle Deleti@nsse auf Maismehlagar-Platten mit
0,5 % Tween 80 vereinzelt, mit sterilen Deckglasdygedichtet und bei RT fiir mindestens funf
Tage inkubiert.

Interessanterweise ist zu sehen, dass nur die iD@dstamme D10 und D11 fahig sind
Chlamydosporen zu bilden (Abb. 15). Alle weiterereld@ionsstamme zeigen wie die
Negativkontrolle efgl filamentbéses Wachstum, aber keine Chlamydospoi2ateq nicht
gezeigt). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass Efgbpmultifunktionelles Enzym ist, welches
verschiedene Protein-Regionen zur Regulation vazisflfen Wachstumsformen benétigt. Zur
Induktion von Chlamydosporen benétigt Efglp dahehtmur die APSES-Doméane wie bei der
Hefe- und Hyphen Morphogenese, sondern auch begiar@n-reichen Doméanen, die an den
terminalen Enden des Proteins lokalisiert sind (Al).
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Abb. 15: Chlamydosporenbildung der DeletionsstammeDie Stamme HLCEEFG1-D1 bis HLCEEFG1-
D11(D1 bis D11) wurden auf Maismehlagar-Platten 6% % Tween 80 vereinzelt, mit Deckglasern
abgedichtet und bei Raumtemperatur fir funf Tageubrert. Als Positivkontrolle diente der Stamn
HLCEEFGL1 und als Negativkontrolle der Stamm HLCEeile kennzeichnen die Chlamydosporen.

Dl Glutamin-reiche Region [ Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Domiine bHLH Domiine
D1 D2 D3 D4 D5 | D6 D7
QQQ QQQ
D8 D9| D10 |pu

Abb. 16: Deletionsschema mit einer Ubersicht (iberid essentiellen Regionen fiir die Chlamydosporen
Bildung. Die roten Balken kennzeichnet die essentiellen &temi.

3.1.5 EFG1-Deletionen unter der Kontrolle desPCK1p-Promotor

Die bisherigen Versuche wurden mit Stammen durcéhgéfbei dem daEFG1-Gen und seine
Deletionsvarianten unter der Kontrolle des eigehsmmotors stehen. Dieser Promotor ist jedoch
unter Laborbedingungen nicht regulierbar, so daesed fur weitere Versuche, die eine
Uberexpression de€FGI1-Gens bendtigen oder die eine Regulierbarkeit desmétors
erfordern, nicht einsetzbar ist. Aus diesem Grundden alle Deletionen unter die Kontrolle des
PCK1-Promotors gesetzt, der durch glukosehaltige Me(s) reprimiert und in glukosefreien
Medien (SCAA) aktiviert wird.

Um Expressionsvektoren zu konstruieren wurden die [Reletionen mit Hilfe der

in vitro-Mutagenese in dagEFG1-Gen eingefuhrt (Abb. 7). Verwendet wurde hierbais d
Plasmid pBI-HAHYD PCK1pHA-EFG1), welches eine Fusion von Efglp an das
Hamagglutinin-Epitop (HA) des Influenza-Virus untder Regulation de®CK1-Promotors
synthetisiert. Die entstandenen Plasmide pBI-HAH¥D-bis pBI-HAHYD-D11, sowie die
Positivkontrolle pBI-HAHYD (PCK1pHA-EFG1) und die Negativkontrolle pBI RCK1-
Promotor ohneEFG1), wurden mitKpnl im LEU2-Gen geschnitten und Uber homologe
Rekombination in de.EU2-Genort derefglMutante (HLC67) integriert (Abb. 17 A). Die
richtige Integration wurde Uber Southern-Analyseifizgert. Hierfir wurde die genomische-
DNA der Transformanten mit dem RestriktionsenzlgooR| geschnitten und mit einer Sonde
analysiert. Als Sonde diente ein 600 bRpU2-Genfragment aus dem Plasmid pBI-HAHYD,
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welches mit den Restriktionsenzymiépnl und Xmn ausgeschnitten wurde. Bei einer richtigen
Integration wurden zwei Signale bei 4,6 kb und B9 erwartet. Als Kontrolle diente die
genomische-DNA deefgl:Mutante (HLC67) mit einem Signal bei 2,8 kb. InALL7 B ist
exemplarisch ein Southern-Experiment gezeigt. Shu2 und 3 zeigen exemplarisch drei
Transformanten der pBI-HAHYD-Integration (Positivikoolle). Es ist zu sehen, dass die zweite

.
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Abb. 17: Schematische Darstellung der
Integration des Plasmids pBI-HAHYD in das
LEU2-Gen des HLC67-Stammes gfgl). A)
Das Plasmid pBI-HAHYD wurde mit dem
RestriktionsenzymKpnl linearisiert und Uber
homologe Rekombination in darEU2-Gen des
HLC67-Stammes €fgl) integriert. Die richtige
Integration wurde mit einer Southern-Analyse
Uberprift. Hierfur wurde die genomische-DNA
mit dem RestriktionsenzyniEcoR|l geschnitten.
Die * Sternchen kennzeichnen die Region der
Sonde. Die Sonde wurde mit den
RestriktionsenzymerXmn und Kpnl aus dem
Plasmid pBI-HAHYD herausgeschnitten. Begi
einer richtigen Integration wurde ein Signal Qei
4,6 kb und 5,9 kb erwartet. B) zeigt die Southefn-
Analyse. Spur 1, 2 und 3 zeigen die Signale yon
drei verschiedenen Transformanten. Spur 4 zeigt
die Kontrolle HLC67 éfgl). Als GréRenstandard
diente A-DNA geschnitten mit Hindlll und
EcoRlI/Hindlll.
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Transformante beide Signale (4,6 kb und 5,9 kb)veist, wahrend die anderen Transformanten
falsche Integrationen darstellen. Die Signale h8ikb werden durch das unveranddrieJ?2-
Allel hervorgerufen. In Spur 4 ist die Kontrolle B67 €fgl) zu sehen mit einem Signal bei
2,8 kb. Die elf richtigen Deletionsstamme wurdenGfREFG1-D1 bis HLCPEFG1-D11, die
Positivkontrolle HLCPEFG1 und die Negativkontrale CP genannt.

Um sicherzustellen, dass de€CK1-Promotor keinen negativen Einfluss auf die Expogssles
EFG1-Gens ausibt, wurde zunachst Uuberprift, ob die tiDakvarianten dieselben
Eigenschaften aufweisen wie die Deletionen unterkimntrolle desEFGI1-Promotors. Dafur
wurden diese Stamme auf Lee’s-Platten vereinzeltfin zwei Tage bei 37 °C inkubiert. In
Abb. 19 ist zu sehen, dass nur die Deletionsvarai4, D5, D8 und D9 einen vollstandigen
Verlust der Hyphenbildung zeigen. Somit ist keintésachied der Hyphenbildung zwischen den
Deletionsstammen HLCEEFG1ERG1p-EFG) und den Deletionsstimmen HLCPEFG1
(PCK1p-EFG]) zu erkennen.

EFGI efgl

saiea

Abb. 19: Hypheninduktion der HLCPEFG1 (PCK1p-EFGJ -Deletionsstamme.Die Deletionsstdmme
HLCPEFG1-D1 bis D11 wurden auf Lee’s-Platten verelinund fir zwei Tage bei 37 °C inkubiert. Alg|
Positivkontrolle diente der Stamm HLCPEFQCK1p-EFG) und als Negativkontrolle der Stamm HLCH
(PCK1p.

Abb. 18: Chlamydosporenbildung der elf Deletionsstime HLCPEFG1 (PCK1pEFG1). Die
Deletionsstamme HLCPEFG1-D1 bis D11 wurden auf Maislagar-Platten ausgestrichen, mit einem Deckglas
abgedichtet und fir mindestens funf Tage bei RTlbidet.
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Auch eine Induktion von Chlamydosporen der Deleti@mianten HLCPEFGIPCK1p-EFG)
auf Maismehlagar-Platten fur funf Tage bei RT unthkelheit zeigte keine Unterschiede zu den
Deletionsstammen HLCEEFGERG1p-EFG) (Abb. 18). Nur die Deletionen D10 und D11
wiesen Chlamydosporenbildung auf.

Somit kann ausgeschlossen werden, das$@&tl-Promotor einen negativen Einfluss auf die
Expression der Deletionen ausibt.

3.1.6 Uberexpression defEFG1 —Deletionsvarianten

Die Uberexpression VoEFG1 induziert die Bildung von Pseudohyphen. Dieseefellind, im
Gegensatz zu den echten Hyphen, eine andere Fariiladaentdsen Wachstums (Stokdtal,
1997). Echte Hyphen unterscheiden sich von den desgphen, da sie durch ein
kontinuierliches apikales Wachstum einen Keimsattiabilden, der durch Septen unterteilt ist.
Im Gegensatz dazu sind Pseudohyphen stark elomgfetten, die durch unipolare Knospung
entstanden sind. Diese Zellen erhalten die Verbigdwr Mutterzelle und bilden Zellketten.

Mit Hilfe der Deletionsstamme sollte untersucht desr, welche Domanen im Efglp fur die
Pseudohyphenbildung essentiell sind. Daflr wurderemhzelnen HLCPEFG1-Deletionsstamme
(PCK1p-EFG) in SCAA-Medium uberfuhrt. Dieses Medium enthadtine Glukose, um den
PCK1-Promotor zu induzieren. Nach einem Tag wurden dwetnen Kulturen in frisches
SCAA-Medium inokuliert und einen weiteren Tag beD 3C inkubiert. Nach zwei
Induktionstagen wurde die Pseudohyphenbildung rekapisch untersucht.

Der Abb. 20 kann entnommen werden, dass die Dakti®4, D5, D8 und D9 einen Defekt in
der Pseudohyphenbildung zeigen. Auch hier wird @irdee wichtige Funktion von der APSES-
Domane deutlich, da die Deletion D5, die einenridai Teil der C-terminalen APSES-Doméne
beinhaltet, wieder einen starken Defekt aufweisesBs Ergebnis beweist abermals, dass die
APSES-Domane eine wichtige Funktion hat und auahdié Bildung von Pseudohyphen
essentiell ist (Abb. 21).
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Abb. 20: Pseudohypheninduktion der HLCPEFG1-Deletiosstimme. Die Deletionsstdmme HLCPEFGI
wurden in SCAA-Medium inokuliert, nach einem Tagfiisches Medium Uberfuhrt und nach zwei Tagq
mikroskopisch auf ihnre Pseudohyphenbildung untdrsuc

u Glutamin-reiche Region n Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Doméine H bHLH Doméne
D1 D2 D3 D4
—

D8 D9 D10 D11

Abb. 21: Deletionsschema mit einer Ubersicht (iberid essentielle Region fiir die Pseudohyphen-Bildund.
Der rote Balken zeigt die essentielle Region an.
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3.1.7 Untersuchung derEFG1-Deletionen auf ein dominantes Verhalten

Bei manchen mutanten Allelen konnte gezeigt werddags diese ein dominant-negatives
Verhalten zeigen (Fengt al, 1999). Dasselbe wurde fir di#-G1-Deletionsvarianten vermutet.
Um dieses zu uberprufen wurden alle pBI-HAHYD-Digleen mit dem Restriktionsenzykpnl

im LEU2-Gen geschnitten und Uber homologe Rekombinationdém LEU2-Lokus des
CAl4-Stammes EFGYEFG]) integriert. Die richtige Integration wurde Ubeyughern-Analyse
kontrolliert. Jeweils drei Transformanten wurder a6 Serum-Platten ausgestrichen und auf
ihre Hyphenbildung untersucht. Alle Stamme verkrelsich ahnlich der Kontrolle CAl4 (Daten
nicht gezeigt). Es konnte daher kein dominantesh&leen der deletierterEFG1-Allele
gegeniber dem intakté&t-G1-Allel beobachtet werden

3.1.8 opaque — whitePhanotypwechsel

Das white/opaque,Switching” ist neben dem Dimorphismus eine wedt&orm des reversiblen
Wechsels zwischen zwei verschiedenen Wachstumsiprdee ebenfalls wichtig fur die
Pathogenese vo@. albicansist und eine Funktion beim Paarungsprozess hatdéfoet al,
2006). Der vinite-Phénotyp zeichnet sich durch eine rundliche bale@vellform aus, der von
25 °C bis 30 °C bestandig ist. Die Kolonien diegetlen sind weild und leicht erhoben. Die
opaqueZellen hingegen sind elongierte bis stdbchenféemigllen die eine relativ glatte
grauliche Kolonie bilden. Diese Zellen sind aussf$lich bei 25 °C stabil. Bei hoheren
Temperaturen neigen diese Zellen dazu, hileaZellen zu wechseln.

Efglp hat bei diesem Phanotypwechsel ebenfalls dieeeutende Rolle. Bei einer
Uberexpression von Efglp irpaqueZellen wechseln diese ihren Phanotypen hitesZellen
(Sonneborret al, 1999b). Um zu untersuchen, welche Regionen imi=frotein essentiell fir
diesen Phanotypwechsel sind, wurden die PlasmideHpBlYD-D1 (PCK1-EFG1D1) bis
pBI-HAHYD-D11 (PCK1-EFG1D11) in die @agqueForm des Stammes TS3.3 transformiert.
Als Positivkontrolle diente das Plasmid pBI-HAHYPQK1-EFG) und als Negativkontrolle
das Plasmid pBIRCK1p ohne kodierende&FG1-Gen). Jeweils sechs Transformanten pro
Deletionsstamm wurden Uber Nacht in SD-Medium, P&i °C angezogen und die QP
bestimmt. 100 Zellen pro Transformante wurden irs¥éa gewaschen und auf SCAA-Phloxin B
(5 ng/ml) Platten ausplattiert, um déCK1-Promotor zu aktivieren. Phloxin B dient zur
visuellen Unterscheidung vapaqueZellen, da diese durch den Farbstoff rot angefésdyten.
white-Zellen bleiben durch diesen Farbstoff weil3. Diatteh wurden anschlieRend fur vier Tage
bei 25 °C inkubiert.
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Abb. 22: Einfluss der Deletionen auf denwhite/opaquePhanotypwechsel Der stabile paqueStamm
TS3.3 wurde mit den Deletionsplasmiden pBI-HAHYD-bi$ pBI-HAHYD-D11, pBI-HAHYD (EFGI) und
pBI (efg) transformiert. Es wurden pro Stamm 100 Zellen®QAA-Phloxin B (5 ng/ml) ausplattiert und be
25 °C inkubiert.

Nach dieser Inkubationszeit ist zu sehen, dassidifte der Deletionsstamme die Fahigkeit, den
white-Phanotypen zu induzieren, verloren haben (Abb.. 22herwarteterweise ist der
Deletionsstamm D8, der die N-terminale Region dBSES-Doméane beinhaltet und sowonhl fur
den Dimorphismus, als auch fur die Chlamydospotdabg benétigt wurde, fur diesen
Phanotyp nicht relevant. Alle weiteren Deletioneie, einen Teil der APSES-Domane beinhalten
(D4, D5 und D9), zeigen einen starken Defekt im rfefypwechsel, so dass auch fir diesen
Phanotypwechsel die APSES-Doméne eine wichtige ttamkufweist. Weiterhin ist auffallend,
dass die Deletionen D6 und D7, welche fur die Hyliildung nicht essentiell waren, fir den
Wechsel zu wwite-Zellen von enormer Bedeutung zu sein scheinen (A3). Ein weiteres
Augenmerk gilt den Deletionen D10 und D11. Dies@iB®en scheinen fir die Funktionalitat
von Efglp nicht bedeutend zu sein, da diese flrvdgte/opaquePhanotypwechsel, aber auch
fur alle anderen Phanotypen unwichtig sind. Dientt& mit den Deletionen D1, D2 und D3
zeigen in den einzelnen Kolonien vereinzglaqueZellen, die durch die roten Sektoren auf den
Kolonien sichtbar sind. Der Anteil arpaqueZellen war im Stamm D3 jedoch so gering, dass
davon ausgegangen werden kann, dass diese Delatinan wesentlichen Einfluss auf den
Phanotypwechsel hat. Bei den Deletionsstammen Di1Dihjedoch war der Anteil arpaque
Zellen noch relativ hoch, so dass eine aktivierdaalgktion dieser Doméane beinmhite/opaque
Phanotypwechsel nicht ausgeschlossen werden kaese Brgebnisse zeigen erneut, dass Efglp
als globaler Regulator fur verschiedene Prozestsahiedliche Regionen im Protein nutzt.
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DI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Domiine bHLH Domiine
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Abb. 23: Deletionsschema mit einer Ubersicht Uber id essentiellen Regionen fiir den spontanep
Phanotypwechsel voropaque zu white-Zellen. Die roten Balken zeigen die essentiellen Regiobem.gelbe
Balken zeigt die Region an, die mdglicherweise aiki&vierende Funktion aufweis

3.2 Repressor-Aktivitat des Efglp

Efglp ist ein globaler Regulator {@. albicans der als Aktivator und als Repressor fungieren
kann. So wird Efglp fur die Induktion der Hyphendbihg benétigt (Lcet al, 1997) und dient
hierbei vermutlich direkt als Aktivator. Wahrend rdelypheninduktion wird jedoch die
Expression vorEFGL1 durch negative Autoregulation reduziert. Verhindean diese negative
Autoregulation, so bilden die Zellen Pseudohyphestedle von echten Hyphen (Tebaghal,
2003). Eine Uberexpression von Efglp fuhrt ebesfall einer Bildung von Pseudohyphen und
verhindert die Induktion von Hyphen (Stokdtal, 1997; Tebartlet al, 2003), welches ein Indiz
fur die Repressor-Funktion ist. Des Weiteren wikjlp als Repressor der Hyphenbildung bei
Sauerstoffmangel und bei Einbettung in eine AgatrM&Brown et al, 1999; Sonneborat al,
1999a; Giusanet al, 2002; Setiadi, E.Ret al, 2006). Doedet al. (2004) konnten bereits in
einem Ein-Hybrid Experiment zeigen, dass Efgl@iralbicansals Repressor agiert.

3.2.1 Repressor-Aktivitat in Kinase-Mutanten

Das Protein Efgl ist ein Phosphoprotein, das dufieh Proteinkinase A am Threonin 206
phosphoryliert wird (Bockmuhl, 2001). In diesem ITégr Arbeit sollte untersucht werden, ob
die Repressor-Aktivitat des Efgl-Proteins in versdanen Kinase-Mutanten verandert ist. Fir
diesen Versuch wurde ein f@. albicansoptimiertes Ein-Hybrid System genutzt, welches aus
einem Staphylococcus LexA-Efglp
il Fusionsprotein und einem LexA-Operator-lacZ-
@ Fusion bestand. Bei einer Expression des LexA-
*- Efgl-Proteins bindet LexA an den LexA-
Operator, der den basaleADHI-Promotor
reguliert. Efglp kann dann dexDH1-Promotor
Abb. 24: Ein-Hybrid System in C. albicans | aktivieren oder reprimieren. Die
Efglp ist an LexA fusioniert und kann dadurch pnPromotoraktivitdt wird durch das Reportergen
den LexA-Operator (LexOP) binden und denlacZ bestimmt (Abb. 24).
ADH1p aktivieren oder reprimieren. Als F{r diesen Versuch wurde das Plasmid pMC2
Reportergen dient ddacZ-Gen (+LexA-Operator) und als Kontrolle das Plasmid
PMC1 (-LexA-Operator) imRPS10&6en mit Agd geschnitten und in verschiedene Mutanten
uber homologe Rekombination in dR®S10Gen integriert. Als Kinase-Mutanten dienten die
Stamme IIHH6-4a tpkltpkl), 2U-U" (sch9sch9, CAR23-7-5-1 und CAR21-2-9-2
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Abb. 25 Schematische Darstellung der Integration de Plasmids pMC2 in dasRPS10Gen des CAl4-
Stammes (wt).A) Das Plasmid pMC2 wurde mit dem Restriktionsengd linearisiert und tber homolog
Rekombination in daRPS16Gen des CAl4-Stammes (wt) integriert. Die richtigéegration wurde mit eine
Kolonie-PCR (B) und mit einer Southern-Analyse (@erprift. Fur die Kolonie-PCR wurden die Primer
RPS10 hin und URA her (29( ) verwendet. Bei eimehtigen Integration wurde ein PCR-Produkt bgi &b
erwartet. Richtige Transformanten wurden nochmafstae Richtigkeit mit einer Southern-Analyse Ctoift.
Hierfir wurde die genomische-DNA mit dem RestrikBenzym EcoRV geschnitten. Die* Sternchen
kennzeichnen die Region der Sonde. Die Sonde wmitlden RestriktionsenzymdicoRl und Xhd aus dem
Plasmid pUC-EFG1 herausgeschnitten. Bei einerigehtintegration wurde ein Signal bei 4,6 kb ere@arC)
zeigt exemplarisch ein Teil der Southern-Analysée Spuren 2, 3 und 4 zeigen die Signale von drei
verschiedenen Transformanten. Als GroRenstandardedi-DNA geschnitten miHindlll und EcaRI/Hindlll.

11%

(rim15rim15), ASI (tpk2tpk2 und CK43B-16L (ekIcek]). Neben diesen Kinase-Mutanten
wurde die Aktivitat ebenfalls in C4/d63-Effilefhl) und HLC67 éfglefgl) gemessen. Als

Kontrollstamm diente CAI4 (wt). In Abb. 25 A istsaBeispiel die Integration in den Wildtyp-
Stamm CAI4 schematisch dargestellt. Die richtigednation wurde mit einer Kolonie-PCR und
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einer Southern-Analyse untersucht. Fur die Kold»@R wurden die Transformanten mit den
Primern RPS10 hin und URAS3 her (2) uberpruft. Beeerichtigen Integration wurde ein PCR-
Produkt bei 1,7 kb erwartet. In Abb. 25 B ist exéampch ein Ergebnis von einer Kolonie-PCR
gezeigt. Richtige Transformanten wurden weiterilarg Korrektheit mit einer Southern-Analyse
verifiziert. Hierfir wurde die genomische-DNA derafsformanten miEcaRV geschnitten und
mit einem 1,1 kb groReBFG1-Genfragment, welches mit den RestriktionsenzyiBedR| und
Xhd aus dem Plasmid pUC-EFG1 herausgeschnitten wurdeersucht. In Abb. 25 C ist
exemplarisch eine Southern-Analyse gezeigt. Batigen Transformanten wurde ein Signal bei
4,6 kb erwartet. Spur 3 und 4 zeigen Transformantireiner richtigen Integration. Das Signal
bei 2,4 kb wird vom ursprunglichdeFG1-Gen verursacht.

Um einen ersten Uberblick tiber die lacZ-Aktivitdtden einzelnen Stammen zu erhalten wurde
zunachst ein X-Gal-Overlay (2.7 1@urchgefiihrt Jeweils drei Transformanten pro Stamm
wurden auf eine SD-Platte getropft und nach zweagehalnkubation bei 30 °C mit X-Gal-
haltiger Agarose Uberschichtet. Nach einer zweditien Inkubation bei 37 °C ist zu sehen, dass
die Transformanten mit dem Plasmid pMC1(-LexA-Opmaeine Basalaktivitat aufweisen. Bei
Anwesenheit des LexA-Operators verringert sichAkavitat der B-Galaktosidase, da Efglp in
diesem System als Repressor der Genfunktion fun@hab. 26). Unerwarteterweise ist nur im
HLC67 (efgl) Stammhintergrund keine Repressoraktivitat vorilgfgu verzeichnen.

- LexA-Operator + LexA-Operator

Abb. 26: p-Galaktosidase Test in den
verschiedenen Mutanten. Die Plasmide
pMC1 (-LexA-Operator) und pMC2 (+
LexA-Operator) wurden in derRPS10
Genort der Stammen HLC6&f¢1), CAl4
(wt), lIHH6-4a (tpkl), 2U-U" (sch9,
CAR23-7-5-1  (im15), CAR21-2-9-2
(rim15), ASI (tpk2, C4/d63-1 ¢fhl) und
CK43B-16L  (ek]) integriert. Drei
Transformanten der jeweiligen Stamme
wurden auf SD-Platten getropft, Gber zwei
Tage bei 30 °C inkubiert und anschlielend
mit einer  X-Gal-haltigen  Agarose
Uberschichtet. Nach einer dreistiindigen
Inkubation bei 37 °C wurde die
Blaufarbung protokolliert

Dieses Ergebnis konnte durch einen Flussigtest1(P) bestétigt werden. In allen Stammen,
aul3er bei HLC67€fgl), konnte eine deutliche Verminderung geGalaktosidase-Aktivitat in
Gegenwart des LexA-Operators beobachtet werdenefDaicht gezeigt). In Abb. 27 ist zu
sehen, dass im Kontrollstamm CAIl4 (wt) eine deb#i®Reduktion de-Galaktosidase-Aktivitat
in Anwesenheit des LexA-Operators (+) zu sehennstGegensatz dazu ist im Stamm HLC67
(efgd) keine signifikante Verminderung d@giGalaktosidase-Aktivitat zu beobachten.
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Miller Unit

Abb. 27. Repressor-
aktivitat von LexA-Efglp

in HLC67 und CAIl4. Die

Plasmide pMC1 (- LexA-
Operator) und pMC2 (+
LexA-Operator) wurden in
CAl4 (wt) und HLC67
(efgd) in denRPS10Genort
integriert. Mindestens drei
Transformanten pro Stamm

Maoglicherweise agiert
Efglp in diesem System
als Homodimer und

bendtigt fur die Repres-
sorfunktion  mindestens
ein unverandertes Efglp,
da das LexA eine sterisch
ungunstige Lage ein-
nimmt. Dieses ist jedoch
in der efgl-Mutante nicht

d i i D I-
wurden in einer Doppe gegeben, so dass Efglp

kontrolle nach Kapitel )
) 2.7.11 behandelt. Gezeigt hicht —als  Repressor
sind die Mittelwerte mit | fungieren kann. Um zu
. Standardabweichung  def untersuchen, ob der
0 Aktivitat - von drei unab- |5y hivitst  Auswirkungen
- + = + hé&ngigen Transformanten. . .
auf den Dimorphismus
HLC67 CAI4

hat, wurden jeweils drei
Transformanten auf Lee’s-Platten und in 5 % Serliissigmedium auf ihre Hyphenbildung
untersucht. In beiden Féallen wurde eine Bildung echten Hyphen beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Dieses Ergebnis zeigt, dass mdoglicheendies Repressorfunktion von Efglp in diesem
System nicht seine Funktion im Dimorphismus refkakt

3.2.2 Repressor-Aktivitat in EFG1-Deletionen

Im nachsten Abschnitt dieser Arbeit sollte untehgweerden, in welcher Region des Efglp die
Repressorfunktion lokalisiert ist. Um dieses zu rjjbifen wurden Uber Mutagenese-PCR
dieselben elf Deletionen (Abb. 7) in das Plasmig-GdxA-EFG1 eingefihrt. Dieses Plasmid
exprimiert das LexA-Efgl Fusionsprotein. Die elagthide Clp-LexA-EFG1-D1 bis Clp-LexA-
EFG1-D11 wurden in den Stamm CRC106 transformiréser Stamm enthalt bereits den
LexA-Operator fusioniert an deADH1-Promotor mit dem ReportergdacZ Zur Kontrolle
wurden die Plasmide Clp-LexA (ohn&FG1) (Negativkontrolle) und Clp-LexA-EFG1
(Positivkontrolle) mitgefuhrt. Mit diesen Transfoamten wurde einp-Galaktosidase-Test
durchgefuhrt (2.7.10). In Abb. 28 ist die Basaleikdit in der Negativkontrolle (NK) zu sehen.
Bei Anwesenheit von Efglp ist eindeutig die erwarteReprimierung in der
B-Galaktosidase-Aktivitat zu verzeichnen (PK). Dié&gprimierung ist ebenfalls tendenziell in
den Transformanten D1, D5, D6, D7, D8, D10 und Di&der zu finden. Eine veranderte
Repressor-Aktivitat ist in den Transformanten D3, D4 und D9 zu sehen, die jedoch in den
einzelnen Stammen stark variiert.
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Abb. 28: p-Galaktosidase Aktivitat der elf
Deletionen. Die Plasmide Clp-LexA-EFG1-D1 bis
D11, Clp-LexA (ohne Plasmid-kodiertes Efglp)
(NK) und Clp-LexA-EFG1 (PK) wurden in den
Stamm CRC106 (CAI8 mit lexORDPH1p-lacZ)
transformiert. Drei Transformanten des jeweiligen
Stammes wurden auf SD-Platten getropft, zwei
Tage bei 30 °C inkubiert und der X-Gal Overlay
Test nach Kapitel 2.7.10 durchgefuhrt. Nach einer
Inkubation von drei Stunden bei 37 °C wurde die
Blaufarbung protokolliert.

Um diese Ergebnisse eindeutig verifizieren zu kdénnevurde ein quantitativer
B-Galaktosidase-Test (2.7.11) durchgefihrt. Die Bngese (Abb. 29) bestatigen die Daten des
vorangegangenen Versuchs. Auch in diesem TestrzdigelTransformanten D2, D3, D4 und D9
eine geringere Repressor-Aktivitdt. In den StdmmB& und D9 ist eine hohere
B-Galaktosidase-Aktivitat als in der Negativkonteo{NK) zu sehen, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass die reprimierende Aktivitdt degA-Efglp-Fusionsproteins hier verloren
gegangen istSo scheint die Repressor-Aktivitat von Efglp in déterminalen Glutamin-
reichen Region und am C-terminalen Ende der APSB®dMe lokalisiert zu sein (Abb. 30).

16 Abb. 29: Quantitativer B-Galaktosidase-
Test. Die Plasmide Clp-LexA-EFG1-D1 bi
14 - D11, Clp-LexA (NK) und Clp-Lex-EFG
(PK) im Stammhintergrund CRC106 wurdg¢n
fur den LacZ-Flissigtest nach Kapitel 2.7.11
19 4 I behandelt. Jeweils drei verschiede

12

E | Transformanten wurden in  Doppelf-
) ) . U
5 08 - Bestimmung auf ihre LacZ-Aktivita
§ ‘} untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte nit
06 | Standardabweichung der  relativen
B-Galaktosidase-Aktivitat von  drej
04 7 ' unabhangigen Transformanten.
02
00 E O |—_h‘|:]‘[fl‘tl B
NK PK D_l D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DIl
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DI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region I APSES Domiine bHLH Domiine

p1 | 1)2.1 D3 D4 ps | ps | D7i
o0 | |

D8 Ips| D10 |p11|

Abb. 30: Deletionsschema mit der Ubersicht iiber die@ssentiellen Regionen firr die Repressor-Aktivitit,
Die roten Balken zeigen die Regionen an, die bereiFehlen zu einem Verlust der Repressor-Aktivitkten.

3.3 In vitro Untersuchungen zur Bindung von Efglp an die E-Box
5-CATATG-3

Wie im vorangegangenen Kapitel erwahnt, reguliefglg die Expression seines eigenen
Transkripts Uber negative Autoregulation (Tebagthal, 2003). In der Arbeit von BuBmann
(2006) konnte Uber Footprint-Analyse gezeigt werdggiss weiter stromaufwarts iBFGI1-
Promotorbereich eine E-Box mit der Sequenz 5" -CAGAT durch Efglp gebunden wird (Abb.
31). E-Boxen mit der Konsensus-Sequenz 5-CANNTGiBd bekannt dafur, dass sie durch
Transkriptionsfaktoren mit einer bHLH-Doméane gebemdverden (Massari und Murre, 2000;
Robinson und Lopes, 2000). Um dieses Ergebnis detpFint-Analyse bestatigen zu kénnen,
wurde einin vitro Gelretardierungsexperiment durchgefihrt, in deenRIndung von Efglp an
diese E-Box untersucht wurde.

oS | — T
TATA -Box

CATATG E -Box | |

! 3,2 kb Transkript l

Abb. 31: Schematische Darstellung deSFG1-Promotorbereichs. In rot ist die TATA-Box zu sehen, die
in dem 313 bp Promotorfragment enthalten ist. Stnafmérts von diesem Fragment ist die zu
untersuchende E-Box zu sehen.

Um die Bindung von Efglp an die E-Box zu Uberprifgarde eine GST-Efgl-Fusion (Plasmid
pMill) in E. coli Gberproduziert (Doedt, 2000). Nach der Rohextrd#kiereitung wurden die

Proteine Uber eine Glutathion-Sepharose 4B-Saule Iniml-Bettvolumen aufgereinigt.

Anschlie3end folgten Waschschritte mit PBS und @izelnen Elutionsschritte mit 500 pl
Fraktionen.



Ergebnisse a7

Elutionsschritte Abb. 32: SDS-PAGE des
aufgereinigten GST-Efgl-
Fusionsproteins  Uber eine

148 kDa Glutathion-Sepharose-4B-
Saule. Zu sehen sind die
Elutionsschritte 1 bis 9 der
Aufreinigung, aufgetrennt in
98 kDa einem 8 %igen SDS-Gel. Das
Gel wurde mit Coomassie G25(
GST-Efgl angefarbt. Das aufgereinigte
64 kDa GST-Efglp-Protein ist mit

einem Pfeil gekennzeichnet ungd
hat ca. eine Grof3e von 86 kDa
(60 kDa Efglp und 26 kDa
GST).

Die einzelnen Elutionsfraktionen wurden lber SD3e(@&trophorese aufgetrennt und zur
visuellen Erkennung des GST-Efgl Fusionsprotein€Onomassie G250 angefarbt. Wie in Abb.
32 zu sehen ist, konnte das GST-Efgl-Protein irktlena 2 ohne grol3ere Verunreinigungen
isoliert werden. Diese Fraktion wurde fir die weste Versuche verwendet. Fur die
nachfolgenden Verzdgerungsgele wurden syntheti€tlgonukleotide eingesetzt, in denen die
flankierenden Bereiche der E-Box identisch EHG1-Promotorregion sind. Um zu Uberprufen,
ob eine Stabilisierung der DNA-Protein-Bindung duverlangerte Oligonukleotide mdglich ist,
wurden drei verschiedene Oligonukleotide verwendet, jeweils um funf Basen pro Seite
verlangert wurden (Abb. 33).

E-Box1 5'-ATATATGCATATATG CATATGTGCATATACCAATTA - 3
E-Box2 5" — CAAGTATATATGCATATATGATATGTGCATATACCAATTAGCAAT - 3
E-Box3  5—- ATATACAAGTATATATGCATATATGCATATGTGCATATACCAATTAGCAATACTGC - 3

Abb. 33: Synthetische Oligonukleotide zurin vitro Untersuchung der Bindung von GST-Efglp an die
E-Box. Rot hervorgehoben ist die E-Box Sequenz. Die flamdtiden Bereiche entsprechen defGl-
Promotorsequenz.

Die Oligonukleotide wurden mit T4-Polynukleotidke und y-[*P]-ATP am 5-Ende
radioaktiv markiert und mit den komplementaren 1&g inkubiert, um doppelstrangige DNA
zu erhalten. Der 20 pl Bindungsansatz enthieltlen Regel Poly(dI-dC) als unspezifischen
Kompetitor, um nicht spezifische Bindungen abzuéandgJm zu Uberprifen, ob die erhaltenen
Signale durch eine spezifische Bindung zwischeigdlukleotiden und GST-Efglp entstanden
sind, wurde als spezifischer Kompetitor unmarkgr@ligonukleotid in einem 10 und 100
fachen Uberschuss eingesetzt. Von der Protein-lggswarden 6 pl und 12 pl in den
Bindungsansatz hinzugegeben. Nach einer Inkubainyon 20 min bei Raumtemperatur
wurden die Bindungsanséatze in einem 8 %igen niehaturierenden PAA/TBE-Gel
aufgetrennt, getrocknet und anschlieRend durchrAdiographie detektiert.

In Abb. 34 sind Signale der DNA-Protein-Bindungender oberen Halfte des Bildes zu sehen.
Auch ist durch eine Erh6hung der Proteinmenge umel \éerlangerung der Oligonukleotide das
Bindungssignal starker. Insgesamt sind diese Segabér sehr schwach. Zur Uberprifung, ob
diese Signale tatsachlich durch die Bindung von &8Jlp an die E-Box entstanden sind,
wurden unmarkierte Oligonukleotide (E-Box) als spezhe Kompetitoren in einem 10fachen
und 100fachen Uberschuss eingesetzt. In Abb. 3fiisehen, dass das Bindungssignal bei einer
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Zugabe von 10fachem E-Box-Uberschuss nicht reduwied (Abb. 35). Es ist jedoch deutlich
zu sehen, dass bei einem 100fachen UberschusRethezierung stattfindet. Dieses Ergebnis
zeigt, dass das GST-Efgl-Fusionsprotein spezifisctie E-Box gebunden hat.

E-Box1 E-Box 2 E-Box 3

-6 - 612 - 6 12 Abb. 34: Gelretardierung mit GST-Efgl
o Fusionsprotein und den E-Box Oligo-
nukleotiden. 32P-markierte Oligonukleotide
wurden zusammen mit dem aufgereinigten
GST-Efglp-Fusionsprotein  inkubiert  und
anschlielend in einem 8 %igen PAA/TBE-Gel
aufgetrennt. und durch Autoradiographie
detektiert. Spur 1-2 zeigen die
Bindungsergebnisse mit dem Oligonukleotid
E-Box1, Spuren 3-5 mit E-Box2 und Spuren 6-
8 mit E-Box3. (-) bedeutet keine Zugabe von
Efglp-GST, (6) und (12) bezeichnet die
Proteinmenge in pl, die vom aufgereinigten
Efglp-GST Fusionsprotein zum
Bindungsansatz hinzugegeben wurden.

<+— Freie DNA

Komplex

Spuren 1 2 3 4 5 6 7 8

SK E-Box SK MCB-Box

- 6 12 6 12 12 6 12 12 Abb. 35: Gelretardierung mit GST-Efgl
g™ Fusionsprotein und dem E-Box3 Oligo-
nukleotid mit spezifischen Kompetitoren.

} Komplex ¥P-markierte E-Box3 Oligonukleotide wurden

zusammen mit dem aufgereinigten GST-Efglpt

Fusionsprotein inkubiert und anschlieend in

einem 8 %igen PAA/TBE-Gel aufgetrennt und

durch Autoradiographie detektiert. Spur 1 zeig

die freie DNA. Spuren 2/3 Zugabe von jeweils

6 und 12 ul aufgereinigtes GST-Efglp. Spuren

4-6 wurden mit spezifischen Kompetitor (SK)

(E-Box) behandelt. Spur 4/5 mit 10fachen

Uberschuss und Spur 6 mit 100fachern

Uberschuss. Spuren 7-9 wurden  mit

spezifischen Kompetitor (SK) (3XxMCB-Box)

behandelt. Spuren 7/8 mit 10fachen Uberschugs

<~ FreieDNA ynd Spur 9 mit 100fachen Uberschuss.

Spuren 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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In Ein-Hybrid-Experimenten konnte gezeigt werdeassd sowohl irS. cerevisiaels auch in

C. albicansEfglp an ein MCB-Element 5-ACGCGT-& vivo bindet (Doedt, 2004; Hilbig,
2004). Dieses konnte durch ein Verzdogerungsgeemém Oligonukleotid, bestehend aus einem
3fachen MCB-Elementin vitro bestatigt werden (Buf3mann, 2006). In diesem Teil Arbeit
sollte untersucht werden, ob die DNA-Protein-Bilgumit der E-Box durch einen Uberschuss an
MCB-Element reduziert werden kann. Dafir wurde zBmdungsansatz (E-Box und GST-
Efglp) ein 10facher und 100facher Uberschuss acha8fa MCB-Element eingesetzt und
untersucht, ob eine eventuelle Verminderung des dimobachteten Signals zu sehen ist. In
Abb. 35 ist zu erkennen, dass auch hier durch Zaigabh 10fachem MCB-Element die Signale
nicht reduziert werden konnen. Dennoch wird beiegin 100fachen Uberschuss das
Bindungssignal reduziert. Durch diesen Kompetitiess konnte gezeigt werden, dass das
Bindungssignal zwischen GST-Efglp und E-Box durels CB-Element eliminiert werden
kann. Daraus kann gefolgert werden, dass EfglpparMCB-Elementn vitro bindet, und dass
E-Box- und MCB-Box-Bindestelle an Efglp identisahds

3.4 Untersuchungen zur posttranslationalen Modifikationvon Efglp

Das Efgl-Protein hat eine theoretische Masse vokD&l In einer Immunoblot-Analyse konnte
gezeigt werden, dass Efglp sowohldnalbicansals auch inS. cerevisiadSonneborn, 1999)
ein verandertes Laufverhalten zeigt und als DraHAande bei einer Grof3e von 86-90 kDa
detektiert wird. Bei einer Uberexpression von Efgi . colijedoch konnte das Protein bei der
gewlnschte GrofRe detektiert werden (Doedt, 2000thAdas GST-Efglp-Fusionsprotein aus
E. coli zeigt die errechnete molekulare Masse von 86 Kid.(32). Somit ist wahrscheinlich,
dass Efglp posttranslational @ albicansund S. cerevisiaanodifiziert wird. Mit Hilfe von
Phospho-Threonin-Antikorpern konnte bereits nachgssn werden, dass Efglp phosphoryliert
ist (Bockmiihl, 2001). Mdogliche Phosphorylierungenraehreren Stellen des Proteins erklaren
jedoch nicht den starken GroRRenunterschied. Auchdevu Untersuchungen zur mdglichen
O-Glykosylierung von Efglp mit eine@-GIcNAc-Antikdrper durchgefuhrt (Sonneborn, 1999),
die jedoch negativ verliefen.

3.4.1 Untersuchung der posttranslationalen Modifikation der EFG1-Deletionen

Um die Positionen der Modifizierungen naher bestennzu koénnen, wurden die Efglp-
Deletionsvariaten in einem Immunoblot auf ihnre GréMitersucht. Zu diesem Zweck wurden die
Stamme HLCPEFG1 PCK1p-EFG) und HLCPEFG1-D1 RCK1p-EFG1-D} bis
HLCPEFG1-D11 PCK1p-EFG1-D1) in 30 ml SCAA-Medium angeimpft und aus diesen
Rohextrakte prapariert. Jeweils 45 pg Protein wurde einem 8 %igen Tris/Glycin-Gel
aufgetrennt.

Wie in Abb. 36 zu sehen ist, zeigen alle Deletioneiterhin ein verandertes Laufverhalten, die
von der theoretischen molekularen Masse abweidht.obEsonderes Augenmerk gilt Deletion
D4. Diese Variante zeigt im Verhaltnis zu den aedebDeletionen einen wesentlich geringeren
GroRRenunterschied zur theoretischen Masse. Diesgsbiis bedeutet jedoch nicht, dass die
APSES-Doméne insgesamt stark modifiziert wird, da DQeletionen D8 und D9, die die
flankierenden APSES-Bereiche der bHLH-Domé&ne bdieha weiterhin einen grof3en
Unterschied zur errechneten Masse aufweisen. Misei Ergebnissen kann aber nicht mit
Sicherheit die tatsachliche Position der Modifiekaen bewiesen werden, da der
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Modifikationsort und die daflr erforderlichen Segmen nicht in der APSES-Domaéne lokalisiert
sein mussen.

PK DI D2 D3 D4 DS D6 D7 D8 D9 D10 Di1

64 kDa — ...,-...- )

98 kDa —]

50 kDa—

Theoretische
molekulare
Masse in [kDa]
Abb. 36: Immunoblot-Analyse der Deletionsvarianten Die StammeHLCPEFG1 PCK1p-EFG) (PK)
und HLCPEFG1-D1 (D1) bis HLCPEFG1-D11 (D11) wurdém SCAA-Medium angeimpft, ein
Proteinrohextrakt hergestellt und jeweils 45 pugt@roaus den Rohextrakten in einem 8 %igen SDS-PAGE

aufgetrennt. HA-Efglp wurde anschlieBend mittelsmimoblot-Analyse detektiert. In rot ist die
theoretische molekulare Masse der einzelnen Efgdlptl@nsvarianten angegeben.

60 54 54 50 53 51 53 33 7 59 BT 57

DI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region II APSES Doméine bHLH Domiine
D1 D2 D3 D4 D5 | D6 D7
; QQQ
D8 Ipo| D10 D11

Abb. 37: Deletionsschema mit der Ubersicht iber dieRegion, die fur die meisten Modifikationen
notwendig ist. Ein Verlust der bHLH-Doméane (roter Balken) fihm ziner molekularen Masse, die der
errechneten Masse am nachsten kommt.

3.4.2 Phosphorylierung der EFG1-Deletionen

Efglp ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor im PK3ignaltransduktionsweg. Die einzelnen
Proteine dieses Stoffwechselweges werden durchskmahosphoryliert und dadurch reguliert.
Wie bereits in der Arbeit von Bockmihl (2001) naeWwgesen werde konnte, ist Efglp ein
Phosphoprotein, das am Threonin 206 durch die ipkitase A phosphoryliert wird. In einem

Immunoblot wird das Fusionsprotein HA-Efglp &bs albicansals zweifach bzw. dreifach-

Bande detektiert. Die obere der drei Banden istbbkiedie schwéchere und instabilere
(Sonneborn, 1999).

In diesem Experiment sollte durch Dephosphoryligruron Efglp-Deletionsvarianten ein
Uberblick ber weitere Efglp-Regionen erhalten warddie fur die Phosphorylierung

notwendig sind. Fur die bisherigen Versuche wur@S-Minigele verwendet, indem die
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Auftrennung kleiner Gré3enunterschiede, die dutlmhsBhorylierungen entstehen nicht mdglich
ist. Aus diesem Grund wurden in diesen Versucheh lamgeren SDS-PAGE-Apparaturen
gearbeitet, indenen eine bessere Auftrennung nbgic

Nach einer Uberexpression deFG1-Fusionen in den Stammen HLCPEFGACK1p-EFG)
und HLCPEFG1-D1RCK1p-EFG1P1) bis HLCPEFG1-D11RCK1p-EFG1P11) in SCAA-
Medium wurden Rohextrakte prapariert. 50 pg Pretespension wurden fir 30 min bei 37 °C
mit alkalischer Phosphatase behandelt, in einemig@80SDS-Gel aufgetrennt und mittels
Immunoblot-Analyse detektiert.

Die Immunoblot-Analyse (Abb. 38) zeigt, dass dieldlien D4, die die APSES-Doméne
entfernt, nach einer Behandlung mit alkalischer dphatase keinen Unterschied in ihrem
Laufverhalten aufweist. Die einzige Efglp-D4 Bandes im Immunoblot detektiert werden
konnte, zeigt keinen GrolRenunterschied nach eirbaBdlung mit alkalischer Phosphatase. Die
Deletionen D8 und D9, die die flankierenden Bereicdker bHLH-Domé&ne in der APSES-
Doméne beinhalten, zeigen einen Verlust der obbsden Banden. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die bHLH-Doméane in der APSES-Donraehrfach phosphoryliert ist bzw.
dieser Bereich flr die Phosphorylierung notwendig Auch die Deletion D5, die ebenfalls nur
eine Bande aufweist und in der Alanin- und Proéicihhen Doméne lokalisiert ist, zeigt nach
einer Behandlung mit alkalischer Phosphatase kerdndertes Laufverhalten. Die Deletionen
D10 und D11, die in D5 beinhaltet sind, zeigen d@geeinen Verlust der oberen Bande nach
einer Inkubation mit alkalischer Phosphatase. Bi&€ggebnis deutet darauf hin, dass die Alanin-
und Prolin-reiche Domane wahrscheinlich nicht odewr wenig phosphoryliert ist.
Moglicherweise ist durch die gréRere Deletion Dig, ébenfalls einen kleinen Teil der APSES-
Doméane beinhaltet (Abb. 39), die Konformation voriglp verandert, so dass keine
Phosphorylierungen in der APSES-Domane moglich .sibdirch das Ausbleiben der
Phosphorylierung in der APSES-Domane, zeigt D5 mbgiweise nur eine Bande im
Immunoblot. Bei allen anderen Deletionen ist zuesehdass die obere der beiden bzw. die
beiden oberen Banden nach einer Dephosphoryliemiocbt zu detektieren sind. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass tendenziell dispRbrylierungen von Efglp in der bHLH-
Domane zu suchen sind. Diese Ergebnisse lassethjé@me Ruckschllsse Uber die Anzahl der
Phosphorylierungen im Efglp zu.

PK D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DY D10 D11
+ -+ -+
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&..‘o. QQQ‘O.OII- Ssmel
i L
Abb. 38: Dephosphorylierung der Efglp — Varianten.Die Deletionsstamme HLCPEFG1-DPGK1p-
EFG1D1) (D1) bis HLCPEFG1-D11RCK1p-EFG1D11) (D11) und HLCPEFG1PCK1p-EFG) (PK)
wurden in SCAA-Medium Uberexprimiert. Nach der Rahakt Isolierung wurden die Proteine bei 37 °C fiir
30 min mit alkalischer Phosphatase behandelt usdhdieRend in einem Immunoblot analysiert. Die $pur

mit einem () zeigen die unbehandelten Extrakte, rdit einem (+) zeigen die mit alkalischer Phosaseat
behandelten Extrakte. Die oberen Banden stellerijeworaussichtlich ein phosphoryliertes Protein.d
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DI Glutamin-reiche Region Prolin- und Alanin-reiche Region Il APSES Domine bHLH Domine
p1 | D2 D3 D4 ps | e | b7
| R |
DS D9| D10 |pu|

Abb. 39: Deletionsschema mit der Ubersicht tiber di®egion die fiir die Phosphorylierung notwendig ist
(roter Balken).

3.4.3 Untersuchungen zu posttranslationalen Modifikation& von Efglp

Da bis zu diesem Zeitpunkt das veranderte Lauflemavon Efglp nicht aufgeklart werden
konnte, wurden im Rahmen dieser Arbeit verschieddodifikationsmdglichkeiten an Efglp

untersucht. Neben der Glykosylierung und der Phasgierung werden Proteine durch
kovalente Verknupfung mit kurzen Polypeptiden miadkft. Diese Modifikationen haben
ebenfalls eine regulatorische Funktion. So diens ddbiquitin (~8,5 kDa)-Polypeptid

Verknupfungen zur Degradierungsmarkierung bzw. Ragulation von Proteinen. Aber auch
durch die Verknupfung von Ubiquitin-&hnlichen Pro&n, wie z.B. SUMO (~ 10 kDa) oder
RUB (~9,7 kDa), werden Proteine modifiziert (Goelttsind Bayer, 2002)

1. Um eine mdgliche Ubiquitinierung am Efglp nachzwsee, wurde HA-Efglp mittels
Anti-HA  Antikdrpern immunoprazipitiert und anschHiend in einem SDS-PAGE
aufgetrennt. Bei der anschlieRenden Immunoblotys®alvurde ein spezifischer Ubiquitin-
Antikorper zur Detektion verwendet. Hierbei konrdein Signal in der Hohe des Efgl-
Proteins ermittelt werden (Daten nicht gezeigt).

2. Fur die Untersuchung, ob Efglp mdglicherweise arM®Ugekoppelt wird, wurde das
Plasmid p3xHA-SMT3, welches fur ein Epitop marlkesrtHA-Smt3-Protein kodiert, in die
Stamme CAIl4 (wt) und HLC67%{g]l) transformiert. Die Transformanten wurden in SBedu
SCAA-Medium angezogen und Rohextrakte prapariereimer Immunoblot-Analyse wurde
das HA-Smt3p-Signal untersucht. Ware Efglp durchM®Umodifiziert, so wirde ein
HA-Smt3p-Signal auf der Laufhéhe von Efglp im CAtamm erwartet, die bei defgl
Mutante nicht zu sehen ware. In beiden Stdmmen tkoanf der Hohe des Efglp keine
Sumoylierung beobachtet werden (Daten nicht gekeigt

3. Um die Modifikation von Efglp durch RUB nachzuweisgvurde in dieC. albicansrubl-
Mutante (KC208) das Plasmid pBI-HAHYPPCK1pHA-EFG]) transformiert und diese in
SD- und SCAA-Medium angezogen. Nach einem Immurtolslonnte das HA-Efglp
unverandert auf der H6he bei ca. 90 kDa detektierien (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Bfgher durch Ubiquitin, noch durch
Ubiquitin-ahnliche Proteine SUMO und RUB modifizigrird.
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3.5 Vorversuche zur Isolierung von Efglp und seinen Irgraktionspartnern

Efglp ist ein Transkriptionsfaktor @. albicans der sowohl fir morphogenetische Prozesse, als
auch fur die Induktion von Virulenzfaktoren und défetabolismus essentiell ist. In Anbetracht
dieser vielfaltigen Aufgaben konnte Efglp moglicheise mit vielen verschiedenen Proteinen
interagieren und unterschiedliche Modifikationen hadten, um diese verschiedenen
Mechanismen auszulésen. In einer Immunprazipitatimmte gezeigt werden, dass Efglp mit
der Histondeacetylase Sin3p interagiert und so scd@inlich seinen eigenen Promotor nach
Hypheninduktion reprimiert (Doedt, 2004). Nebensdielnteraktion sind weitere Interaktionen
mit den Proteinen Czflp und Flo8p bekannt (Eaal, 2006; Vincest al, 2006)

In diesem Teil der Arbeit sollte Efglp isoliert wWlen, um die posttranslationalen Modifikationen
durch massenspektroskopische Analysen zu untensudbdes Weiteren sollte in diesem
Zusammenhang versucht werden, weitere Efglp-Inierepartner zu isolieren.

3.5.1 Isolierung von Efglp tUber eine HA-Affinitatsmatrix

Um Efglp und mdgliche Interaktionspartner isolierem koénnen, wurde eine HA-
Affinitdtsmatrix eingesetzt. Diese Matrix wurde wendet, weil Efglp bisher nur als N-terminal
HA markierte Version irC. albicansfunktionell und in einem Immunoblot detektierbat. ik
friheren Arbeiten wurde bereits versucht, Efglp mitem c-myc-Epitop bzw. mit dem
artifiziellen FLAG-Epitop zu fusionieren. Diese \seche verliefen jedoch erfolglos, da Efglp
als Myc-markierte Version funktionell war, jedoam @inem Immunoblot nicht nachgewiesen
werden konnte. Im Gegensatz dazu war Efglp mit désterminalen FLAG-Epitop im
Immunoblot detektierbar, aber nicht funktionell der Komplementation einegfgl-Mutante
(Doedt, personliche Mitteilung). In dieser Arbeitisden daher Versuche unternommen Efglp
C-terminal mit 3XFLAG zu fusionieren. Dieses Proterwies sich als funktionell, konnte aber
durch starke Hintergrundbanden nicht von unsperiéa Signalen unterschieden werden. Aus

RE DF W1 W20 E1 E2 E3

148 kDa

98 kDa

64 kDa

50 kDa

Spuren 1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 40: Immunoblot-Analyse von HA-Efglp Uber eineHA-Affinitatsmatrix. Die Séule wurde mit 2 m
Rohextrakt mit einer Konzentration von 1,25 mg/raldolen. Der Rohextrakt wurde Uber die Saule geshic
mit 10 ml Waschpuffer gewaschen und mit Elutionfguéluiert. Es wurden 500 pl Fraktionen gesamnSgiur
1 zeigt den Rohextrakt (RE), Spur 2 den Durchf(3fS), Spur 3 und 4 den ersten und letzten Waschis{l
und W20) und Spur - 8 die Elutionsfraktionen 1 bis 4 (E1 ~ E
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diesen Grunden wurde eine Affinitatschromatographie dem HA-Epitop markierten Efgl-
Protein durchgefuhrt.

Es wurde delC. albicansStamm HLCPEFG1RCK1pHA-EFG1) verwendet, da in diesem
Stamm dasEFG1-Gen unter der Kontrolle des regulierbare@Kl-Promotors steht. Dieser
Promotor ist in glukosehaltigen Medien reprimieriduwird in Abwesenheit von Glukose
aktiviert. Zur Expression von HA-Efglp wurde dea®m HLCPEFG1 in 100 ml SCAA-
Medium wachsen gelassen und danach wurden Rohextlak Zellen prapariert. Die isolierten
Proteine wurden auf eine Konzentration von 1,25 mmhghit CandidalLysepuffer (2.7.1)
verdinnt. Fir die Affinitatschromatographie wurde 8aule (Bettvolumen von 0,5 hwhit 2 ml
Rohextrakt beladen und anschlie3end mit 10 ml Wadéer gewaschen. Es wurden insgesamt
20 Waschfraktionen gesammelt. Die Elution erfolgieé HA-Peptiden in Equilibrierungspuffer.
Uber die gesamte Affinitatschromatographie wurded Bl Fraktionen gesammelt. Um zunachst
zu untersuchen, ob und in welcher Elutionsfaktidglg isoliert werden konnte, wurden eine
Immunoblot-Analyse und eine Silbernitrat-Farbungesi Gels durchgefihrt. Hierfir wurden
jeweils 30 pl pro Fraktion in einem SDS-Gel aufgeft.

In Abb. 40 ist zu sehen, dass in der ersten Elstiaktion das HA-Efgl Protein vorhanden ist.
Des Weiteren ist zu sehen, dass nicht alle EfgieP® im Rohextrakt an die Saule gebunden
haben, da in der DF-Fraktion ebenfalls
Efgl-Signale zu sehen sind. Die Ursache fur
dieses Verhalten konnte in der Uberladung
der Saule begriindet sein.

Im Silbernitrat-gefarbten Gel traten keine
Banden in Hohe des Efglp auf, so dass
angenommen wurde, dass die isolierte
Menge an Efglp in der E1-Fraktion zu

148KkDa—f 4

Abb. 41: SDS-Gel der
| lber HA-Affinitats-
? S S saule aufgereinigten
Rohextrakte. Spur 1
64 kba — \ & zeigt die Aufreinigung
50kDa—“ i

98 kDa —|

von HLCPEFG1
(PCK1p-EFG) und
Spur 2 die von HLCP
(PCK1p ohne EFGJ).
Das Gel wurde mit
Coomassie angefarbt.

45 kDa —|

gering war. Aus diesem Grund wurden bei
der nachsten Aufreinigung finf mal 2 ml
Rohextrakt, wie bereits beschrieben
aufgereinigt, die E1-Fraktionen vereinigt
und mit Hilfe einer Ultrafiltrationssdule mit

einer Ausschlussgrof3eon 10 kDa auf ein

Volumen von 150 pl eingeengt. Neben
dieser Aufreinigung wurde mit gleicher
Methode, als Negativkontrolle, der Stamm
HLCP (PCK1lp ohne EFG1 ebenfalls

aufgereinigt. Das gesamte Volumen der

Probe wurde in einem SDS-Gel aufgetrennt
und mit Coomassie angefarbt.

In Abb. 41 ist zu sehen, dass das
Bandenprofil der beiden Proben nahezu identisciNist auf der Héhe zwischen 98 kDa und 64
kDa konnte eine intensiv blaugefarbte Bande gesiahérden, die bei der HLCP-Probe nur sehr
schwach ausgepragt ist. Diese Bande wurde ansehtiefdassenspektroskopisch untersucht.

In Datenbank-Analysen konnten alle sieben Peptate @aSsa4-Hitzeschockprotein zugeordnet
werden (Tab. 6). Somit scheint eine flnffache V@ggrung des Versuchsansatzes nicht
ausreichend zu sein, um das Efglp-Protein in atlsrder Menge zu isolieren. Aus diesem
Grund scheint es ebenso unwahrscheinlich, durckedidethode die Interaktionspartner von
Efglp zu isolieren, da diese mit hoher Wahrschehkkit in &hnlicher Konzentration in der
Zelle auftreten.

Spuren 1 2
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Tab. 6: Massenspektroskopisch identifizierte PepticSequenzen.

70 kDa
464,30 KFDDPEVINDAK Hitzeschockprotein
Ssadp
559,30 | ATAGDTHLGGEDFDNR “
592,30 FELSGIPPAPR )
600,40 DAGTIAGLNVLR “
633,90 EIAEGYLGSTVK “
642,90 LVNFFIQEFK :
736,40 TTPSFVAFTDTER “

3.6 Vorversuche zu Reinigungsmaoglichkeiten fur Efglp

Auf Grund der Schwierigkeiten, Efglp in einer gniddeMenge aus einem Rohextrakt tGber eine
HA-Affinitatsmatrix zu reinigen, wurden andere Rgimgsschritte in Betracht gezogen, um
Efglp zu konzentrieren. Mit dieser Methode konnerbgicherweise in den ersten
Reinigungsschritten gré3ere Mengen an UberflisdRgeteinen entfernt und gleichzeitig Efglp
konzentriert werden. Dadurch kodnnte im spezifischBeinigungsschritt mit der HA-
Affinitatchromatographie eine gréf3ere und reinefglp-Fraktion auf die Saule aufgetragen
werden. Die einzelnen Schritte dieser Reinigungltesol aus einem Anionen- und
Kationenaustauscher bestehen, um eine grobe ,Vigreig“ des Rohextraktes vorzunehmen.
Anschlie3end sollte das Efgl-Protein spezifischr itveei Epitope aufgereinigt werden. Fur
dieses Aufreinigungssystem wurden in dieser Adeitversuche durchgefihrt.

3.6.1.1 Ammoniumsulfatfallung

Diese Fallungsmethode wird angewendet, um bestinRrdteine in einer Fraktion zu sammeln
und anzureichern. Die Ammoniumsulfatfallung berukduf den unterschiedlichen
Loslichkeitsprodukten der einzelnen Proteine. Dat¥ile dieser reversiblen Fallungsmethode
liegen darin, dass die biologische Aktivitat vonpgimdlichen Proteinen erhalten bleibt und das
Ammoniumsulfat leicht durch Dialyse oder lonenaustier entfernt werden kann (Zorbas,
1998). Mit dieser Methode sollte als erstes eingb@rEfglp-Reinigung von den restlichen
Proteinen des Rohextraktes erreicht werden. Begobrzprazipitieren Proteine bel
Konzentrationen zwischen 40 % und 60 %. Mit derduR@lsschritten durch 20 %, 40 %, 60 %
und 80 % Ammmoniumsulfat sollte zunachst unterswetrden, bei welcher Ammoniumsulfat-
Konzentration Efglp prazipitiert. Fur diesen Vetswarde delC. albicansStamm HLCPEFG1
(PCK1p-EFG) in 1 | SCAA-Medium angezogen und es wurde vorselieZellen Rohextrakte
isoliert. Das Rohextrakt-Volumen wurde bestimmt ufid errechnete Menge an gesattigtem
Ammoniumsulfat unter stetigem RUhren auf Eis trapfeise hinzugegeben. AnschlieRend
wurde die Lésung weitere 20 min auf Eis unter Ridhnkubiert. Um die geféllten Proteine zu
pelletieren wurde diese Ldsung zentrifugiert und &ediment in 1 mCandidaLyse-Puffer
aufgenommen (2.7.12). Der Uberstand wurde fir diehste Fallung verwendet. Auch hier
wurde wieder das Volumen des Uberstandes ermiftakchlieRend wurden 50 pg Protein von
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jeder Fraktion und dem Rohextrakt, in zwei separdies/Glycin-Gelen aufgetrennt. Das erste
Gel wurde durch Immunoblot analysiert, wahrend zlasite Gel mit Coomassie Brilliant Blue

angefarbt wurde. Abb. 42 A kann entnommen werdess ceine Konzentrierung des Efgl-
Proteins stattgefunden hat, da das Signal des Eifgteins im Rohextrakt (RE) wesentlich
schwacher ist, als in den Sedimentfraktionen mit Aexmoniumsulfatkonzentrationen 20 % bis
60 %. Efglp lasst sich jedoch nicht bei einer deften Ammoniumsulfatkonzentration

isolieren. Es prazipitiert vielmehr im Bereich va20 — 40 % (Optimum bei 40 %

Ammoniumsulfat). Somit ist eine signifikante Reimigy von Efglp mit dieser Methode nicht
gewabhrleistet.

RE 0% 40% 6% 80% Abb. 42 Ammoniumsulfatfallung eines

=

98 kDa | _— @ HLCPEFG1 Rohextraktes. Proteine

wurden mit Ammoniumsulfat in 20 %
Schritten gefallt, abzentrifugiert und die
einzelnen Fraktionen in einem SDS-Gel
aufgetrennt. A Immunoblot-Analyse und B
Coomassie-gefarbte 8%ige SDS-PAGE. In
allen Spuren wurde jeweils 50 pg Protein
aufgetragen. Spur 1 zeigt den Rohextrakt),
Spur 2 die Proteine gefallt bei 20 %, Spur 3
bei 40 %, Spur 4 bei 60 % und Spur 6 be
80 %. Ammoniumsulfat.

64 kDa ——

148 kDa ——|

98 kDa

64 kDa |

50 kDa — |

Spuren 1 2 3 4 5

3.6.1.2 Affigel-Blue-Saule

Als eine weitere Reinigungsmethode wurde die Affigleie-Saule in Betracht gezogen. Diese
Matrix besteht aus kovalent an Agarose gebundendar@® Blue F3GA Farbstoff, welcher
ein breites Spektrum an Proteinen bindet. Dieserbdtaff kann sowohl als ionische,
hydrophobe, aromatische oder als sterisch-aktiveiddienen. Auf Grund dieser vielfaltigen
Eigenschaft dieser Matrix wurde untersucht, ob Rfdlber dieses Saulensystem gereinigt
werden kann. Der Stamm HLCPEFQAGK1p-EFG) wurde in 1 | SCAA-Medium angezogen,
geerntet und aufgeschlossen. Eine 1 ml BettvoluB#uile wurde mit 5 mCandidaLysepuffer
aquilibriert und mit dem Rohextrakt beladen. AngefBénd wurde die Saule mit 5 @andida
Lysepuffer gewaschen und mit einem HochsalzpufteM( NaCl) eluiert. Es wurden 500 pl
Fraktionen gesammelt und von jeder Fraktion 20 pagekh in zwei Gelen aufgetrennt. Das
Efgl-Protein wurde mittels Immunoblot detektieridutie Gesamtprotein-Verteilung in einem
Coomassie Brilliant Blue-gefarbten Gel fotografisektgehalten.
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In Abb. 43 ist in (A) der Immunoblot dieser Aufregang zu sehen. Efglp bindet offenbar nur
sehr schwach und unspezifisch an die Saule, da eme Menge Efglp in der
Durchflu3fraktion und in der Waschfraktion deteltiar ist. Des Weiteren kann Efglp nur in
geringen Konzentrationen eluiert werden. Diesede®dystem ist aus diesen Grunden nicht fur
die Isolierung von Efglp einsetzbar.

RE DF

W1 E1 E2 E3 E4
98 kDa ,

; %
E g
ey . <&

Abb. 43: Reinigung eines

@ HLCPEFG1-Rohextraktes  Uber

fEe eine Affigel-Blue-Saule.
A Immunoblot-Analyse mit einem
: Anti-HA-Antikérper der einzelnen
» Fraktionen. B Coomassie Blue-
148 kDa — . gefarbte 8%ige SDS-PAGE. Spur 1
: zeigt den Rohextrakt (RE) vor der

Reinigung. Spur 2 die
7 DurchfluRfraktion (DF). Spur 3 den
— = Waschschritt (W1) und die Spuren
£ ot 4 -7 zeigen die Elutionsfraktionen

E1l bis E4.

64 kDa

98 kDa

64 kDa |

50 kDa ——

Spuren 1 2 3 4 5 6 )

3.6.1.3 Aufreinigung Uber eine Kationenaustauschersaule

Efglp ist mit einem isoelektrischen Punkt (pl) V@6 ein stark basisches Protein. Aus diesem
Grund wurde fur eine Reinigung des Efgl-Proteimsstarker Kationenaustauscher mit einem
Bettvolumen von 1 ml (GE Healthcare SP FF-Saulejaipt. Dafir wurde der Stamm
HLCPEFG1 PCK1p-EFG) in 11 SCAA-Medium angeimpft. Der Rohextrakt ddesKultur
wurde mit 1 M NaOH-L6sung auf einen pH zwischen@d 8,5 eingestellt, um eine moglichst
grol3e Trennung zwischen Efglp und anderen Protemeniedrigeren pl-Werten zu erhalten.
Ist der pH-Wert einer Losung oberhalb vom pl-Wemnkes Proteins, so hat dieses eine negative
Gesamtladung. Das hiel3e in diesem Fall, dass adteiRe mit einem pl unterhalb von 8,0 eine
negative Gesamtladung hatten und damit nicht aidimnenaustauschersaule binden kénnten.
Somit kdnnte mit dieser Methode ein Grofteil dest€ine im Rohextrakt vom Efgl-Protein
getrennt werden. Mit diesem leicht basischen Rohkkt wurde eine 1 mi
Kationenaustauschersaule beladen und mit 5CanhdidaLyse-Puffer (pH 8,0) gewaschen.
Anschlie3end wurde mit einem Stufengradienten dludds Ausgangslosung fir den Gradienten
diente derCandidaLyse-Puffer (pH 8,0), der eine Salzkonzentratiom @50 mM NaCl besali.
Der Elutions-Gradient bestand aus 200 mM, 300 m&Q sM, 500 mM, 700 mM und 1 M
NaCl-Konzentration. Fur die Elution wurde jeweilsnl pro Gradient eingesetzt. Jeweils 20 pg
Protein wurden von jeder Fraktion in zwei Tris/GihyGele aufgetrennt und Efglp in einem
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Immunoblot detektiert. Zur groben Ubersicht dert@irverteilung wurde ein Gel mit Coomassie
angefarbt.

Elution mit NaCl

Abb.  44: Reinigung  vom
S HLCPEFGL(PCK1p-EFG)-

Rohextrakt Uber eine Kationen-
austauschersdule. A Immunoblot,
B Coomassie Blue-gefarbte 8%id
SDS-PAGE. Jeweils 20 pug Prote

®

> D

pro Fraktion wurden pro Spur auf
250 kDa—]| das Gel beladen. Spur 1 zeigt die
148 kDa— Rohextrakt-Fraktion (RE), Spur 2/

die Waschschritte (W1-2) und di
Spuren 4-9 die einzelne

-

98 kDa— Elutionsfraktionen mit den
verschiedenen NaCl-Konzentra-
64 kDa — tionen (200, 300, 400, 500, 700 mM
und 1 M).
50 kDa—]

Spurem 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aus Abb. 44 kann entnommen werden, dass mit direerigungsmethode eine Konzentrierung
von Efglp mdoglich ist. Das gewilnschte Proteinnstelativ groRer Menge in den Fraktionen

200, 300 und 400 mM NaCl im Immunoblot (A) nachvweeis wobei Efglp offenbar bevorzugt

in der 300 mM NaCl-Fraktion eluiert wird. Parallal diesen Fraktionen ist Efglp in geringer
Menge ebenfalls in der 500 mM NaCl-Fraktion detktar. Um mit dieser Methode einen

grol3en Verlust an Efglp zu vermeiden, konnte bereisolierung tber diese Saule eine direkte
Eluierung mit einem 400 mM NaCl-Puffer erfolgen.

3.6.1.4 Heparin-Saule

Efglp reguliert die Expression verschiedener Gerem es an Konsensus-Sequenzen wie das
MCB-Element oder E-Box in Promotorbereichen bin@edt, 2004; Hilbig, 2004; BulZmann,
2006). Wegen dieser DNA-bindenden Eigenschaft vigifwurde eine Isolierung durch eine
Heparin-Saule in Betracht gezogen. Heparin istRotyanion und imitiert gewissermalRen die
DNA mit ihrem negativen Phosphat-Rickgrat. Protetie an die DNA binden, binden durch
elektrostatische Interaktion ebenfalls an die Hiep&&ule.

Um zu untersuchen, wie sich das Efgl-Protein beiHtkparin-Reinigung verhélt, wurde der
Stamm HLCPEFG1RCK1p-EFG) in 1 | SCAA-Medium angezogen und aus Zellen diese
Kultur der Rohextrakt isoliert. AnschlieRend wumier Rohextrakt mit 1 M NaOH-L6sung auf
einen pH von 8 eingestellt. Diese Protein-Suspensiarde auf eine Heparin-Agarose Typ |
Saule der Firma Sigma mit einem Bettvolumen von @)5geladen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Rohextrakt-Konzentration nitler 10 mg/ml lag, um eine Uberladung der
Saule zu vermeiden. Nach einem Waschschritt mitm@CEquilibrierungspuffer wurde mit
einem Hochsalz-Puffer in 1 ml Schritten eluiert. 29 Protein von jeder 1 ml Fraktion und von
dem Rohextrakt wurden in zwei SDS-PAGE aufgetrennd durch Immunoblot oder
Coomassie-Farbung analysiert.
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Wie man aus der Abb. 45 entnehmen kann, ist im Inohlot (A) eine sehr schwache Efglp

Bande im Rohextrakt zu sehen, welche nach der egi intensiviert wird. In den Fraktionen
E1l, E2 und E4 sind Efglp Signale vorhanden, diededelativ zur E3-Fraktion gering sind.

Des Weiteren ist im Coomassie Brilliant Blue-getéarb SDS-Gel (B) zu sehen, dass in den
Fraktionen E1 und E2 relativ viele Proteine ebdsfaluieren, wahrend in der nachsten E3-
Fraktion verhaltnisméafRig wenig Proteine eluiert degr. Aus diesen Grinden scheint die

Heparin-Séaule fur eine Reinigung von Efglp geeignetein.

98 kDa—=
Efglp —

64 kDa_r

RE DF1 W1 W2 W3 E1 E2

E3

E4

250 kDa—|

148 kDa—

98 kDa—|

64 kDa—

Spuren 1 2

Abb. 45: Reinigung des HLCPEFG1-
Rohextraktes Uber eine Heparin-
Saule.Jeweils 20 pug Proteiwurden von
jeder Fraktion in einem Tris/Glycin-G¢
aufgetrennt. A zeigt den Immunoblot, B
das Coomassie-gefarbte Gel. Spur
zeigt den Rohextrakt, Spur 2 dgn
Durchfluss. Die Spuren 3-5 zeigen die
Waschschritte, die Spuren 6-9 die
Elutionsfraktionen.
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3.6.2 2D-Gelelektrophorese

Neben den Versuchen, optimale Reinigungssysteme Higllp und seinen potentiellen
Interaktionspartnern zu finden, wurde unter andeagith eine Auftrennung der Proteine Uber
2D-Gelelektrophorese untersucht. Diese Methodehbvewwf der Trennung von Proteinen in zwei
verschiedenen Schritten. Der erste Teil (erste Dsiom) beruht auf der Auftrennung der
Proteine Uber die isoelektrische Fokussierung (l&&Qh ihrem isoelektrischen Punkt (pl). In
diesem Schritt missen maoglichst alle Proteine (gaubasische, hydrophile, hydrophobe,
Membranproteine etc.) solubilisiert und sich ineemrelativ salzfreien Medium<{00 mM)
befinden (Goérget al, 2004). Dies ist ein sehr wichtiger Faktor, dastamnétige lonen die
Mobilitat der Proteine verhindert bzw. stoért. Dewette Teil (zweite Dimension) ist die
Trennung der Proteine Uber ihre Masse in einemaoflamidgel.

Fur die Auftrennung von Efglp wurden Rohextrakte HUCPEFG1RCK1p-EFG) préapariert.
Jeweils 500 pg bis 1 mg Protein wurden fur die #itgesetzt. Um die hohe Salzkonzentration
(150 mM NacCl) imCandidaLysepuffer, der fur die Rohextrakt Herstellungwendet wurde,
zu entfernen, wurde der Rohextrakt zundchst mit téxcegefallt und anschlieRend in
Rehydratisierungspuffer aufgenommen. Der Rehydeatisgspuffer wurde zunéchst nach den
Angaben des Herstellers (Amersham) hergestellt. der Regel besteht ein
Rehydratisierungspuffer aus einem Chaotrop, eineaer omehreren Detergenzien, einer
reduzierenden Substanz und dem IPG-Puffer (Tragespholyte). Das Chaotrop dient dazu die
Wasserstoffbriickenbindungen in Proteinen zu l6ésed diese somit zu denaturieren. Die
Detergenzien sind fur die Verhinderung von hydrdmho Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen Proteindomanen notig. Dadurch wird einggrAgatbildung und ein Ausfallen
verhindert. Hierbei ist es wichtig, ein Detergenzvgahlen, dass entweder zwitterionisch oder
nichtionisch ist, da sonst ebenfalls eine Wanderanglektrischen Feld erfolgt und die Proteine
ausfallen konnten. In der Regel verwendet man Qeterien wie CHAPS, ASB14 und SB3-10
(Gorg et al, 2004). Weitere wichtige Komponente sind die Reidumsmittel, die fur die
Oxidation von Disulfidbriicken in den Proteinen €iie vollstandige Entfaltung wichtig sind. Der
Rehydratisierungspuffer von Amersham bestand alk Harnstoff, 2 % CHAPS, 0,5 % IPG-
Puffer, 2,8 mg/ml DTT und 0,002 % BromphenolblauacN einer Testphase wurde die
Zusammensetzung auf 7 M Harnstoff, 2 M Thioharris®®fo CHAPS, 2 % ASB-14 verandert.
Mit diesem Puffer wurde eine relativ gute Auflésumy sauren Bereich erzielt. Eine gute
Auflésung in der 2D-Gelelektrophorese zeichnet sicinch einzelne Proteinpunkte (,Spots®)
aus. Aus Abb. 46 kann man jedoch entnehmen, dass aw sauren Bereich einzelne
Proteinpunkte zu sehen sind, diese aber im basigbeeich immer weniger werden. Efglp hat
jedoch einen sehr stark basischen isoelektrischektRpl) von 9,6. In diesem Bereich ist die
Auftrennung der einzelnen Proteine bei der IEFdesthlagen. Es sind nur vermindert Proteine
detektierbar, die aber nicht zu einem ,Spot“ korndert werden konnten, vielmehr ist ein
~Schmier® in der ersten Dimension zu sehen.
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Abb. 46: 2D-Gelelektrophorese mit optimiertem Rehydatisierungspuffer. 500 pg HLCEEFG1-Rohextrakt
wurden in einer 2D-Gelelektrophorese aufgetrendtdas SDS-Gel mit Silbernitrat angefarbt. In rotlie erste
Dimension und in blau die zweite Dimension aufgelzeét.

Jede Gelmatrix besitzt eine Ladung, die beim Ameg@es elektrischen Feldes ebenfalls
wandert und den elektroosmotischen Fluss (EOF)gdssmten wassrigen Mediums erzeugt.
Durch diesen Fluss wird bevorzugt im basischen iBereein ,Schmieren“ der ,Spots”
verursacht. Um diesen Effekt vorzubeugen wurdensadifizierter Rehydratisierungspuffer far
basische Proteine verwendet (Hovetgal, 2002). Dieser Puffer bestand aus 7 M Harnstof, 2
Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 2,5 % DTT, 10 % Isopropla® % Glycerol und 2 % IPG-Puffer.
Das Isopropanol wirkt gegen die Elektroosmose (EQfer Gelmatrixe (Gorget al, 1997).
Durch die Zugaben von Glycerol wird die Gelmatexibler und beugt so dem Effekt weiter vor
(Hoving et al, 2002). Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Aaftnung von basischen Proteinen
in der 2D-Gelelektrophorese ist die Konzentratiam \DTT. Dieses Reduktionsmittel ist im
basischen Bereich entprotoniert und negativ gelasleass es zur Anode wandert. Dies hat zur
Folge, dass DTT nur noch gering im kathodischenei8arvorhanden ist, die Proteine neue
Disulfidbriicken bilden und dadurch nicht mehr irsuéig sind (Gorget al, 2000). Aus diesem
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Grund wurde diesem speziellen Rehydratisierungspu#fine gréRere Menge an DTT
zugegeben.

Der positive Effekt von diesem Rehydratisierunggguist in Abb. 47 zu sehen. Es sind
wesentlich mehr Proteine im basischen Bereich tietblar. Jedoch konnte die Verzerrung der
Signale in der ersten Dimension nicht verbessertl@re Auch scheinen die Signale Uberladen
zu sein, so dass fur die nachsten AuftrennungemgeeRroteine aufgetragen werden sollte.
Eine weitere 2D-Gelelektrophorese wurde nach deitew Dimension auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und das Efglp immunologisdiekieert.
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Abb. 47: 2D-Gelelektrophorese mit Proteinproben, d¢ mit einem Rehydratisierungspuffer fir basische
Proteine aufbereitet wurden.Das Gel wurde nach der zweiten Dimension durcheSilitrat angefarbt. In ro
ist die erste Dimension und in blau die zweite Disien aufgezeichnet.
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Abb. 48: Immunoblot-Analyse einer 2D-Gelelektrophoese. 500 pg Protein  wurden  mit
Rehydratisierungspuffer fir die Auftrennung fiir iseke Proteine behandelt und nach der zweiten Dsioen

fur die Detektion von Efglp auf eine Nitrocellulegembran transferiert. Das Efglp wurde mit Hilfesde¢A-
Antikdrpers nachgewiesen.

Aus Abb. 48 kann entnommen werden, dass das Efglgreifach-Bande im basischen Bereich
detektierbar ist, aber nicht zu einem ,Spot* kort@ert werden konnte.

Um die Auftrennung im basischen Bereich weiter ptimieren, wurde zusatzlich untersucht, ob
eine Alkylierung der Cystein-Reste, vor der erstBimension durch Acrylamid, eine
Optimierung der Trennung hervorruft. (Khoudei al, 2004). Diese Alkylierung ist nicht
reversibel, so dass wahrend der IEF keine Disuifidken gebildet werden kénnen. Dadurch
ware eine Zugabe von DTT Uberflussig. Fur dieseyWdkung wurde der rehydratisierten Probe,
vor der IEF, 4 % reines Acrylamid hinzugegeben @imd1 h bei RT inkubiert. Auch diese
Malnahme fihrte allerdings zu keiner Verbesseruag Rrobenauftrennung (Daten nicht
gezeigt).
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Eine haufig angewendete Methode, um Proteine instd@sn Bereich aufzutrennen, ist die so
genannte ,,Cup-Loading* Methode (Goegjal, 2000). Bei dieser Technik werden die Proben an
einem spezifischen Punkt auf die Gelmatrix derear&imension aufgetragen. Bei den géngigen
Auftragemethoden werden die Proben in Rehydratisgspuffer iber Nacht mit dem IPG-
Streifen inkubiert. Dies fuhrt dazu, dass die Gefiram Streifen aufquillt und so gleichzeitig

e in

die Probe aufnimmt. Bei der ,Cup-Loading” Methodard der Streifen ohne Proteinprob
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Abb. 49: 2D-Gelelektrophorese tber die Cup-LoadingMethode. Die Proteinprobe wurde am kathodische

und das andere auf eine Nitrocellulose-Membranstesiert und das Efglp Uber spezifische HA-Antildirp
detektiert. A) zeigt das Coomassie gefarbte Gel Bjnden Immunoblot. In rot ist der pH-Bereich d€GH

Streifens dargestellt. In blau ist der GroRenstahdas sehen. In griin ist der Bereich vom Efgl-Rmnote
eingekreist, welches durch die Immunoblot-Analystektiert werden konnte.

Ende auf den IPG-Streifen aufgetragen. Nach deitew®imension wurde ein Gel mit Coomassie angefarnb

)

Rehydratisierungspuffer inkubiert und die Probekpuell aufgetragen. Bei der Problematik in
dieser Arbeit lag es nahe, die Probe im stark blasis Bereich, an der Kathode aufzutragen. Da
Efglp, mit seinem sehr stark basischen pl von !j6Eamde des Streifens fokussieren miusste,
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wurde angenommen, dass eine Fokussierung in degngeéen pH-Region sich positiv auf das
Laufverhalten auswirkt.

Die Proteinproben wurden mittels ,,Cup-Loading” aatHodischen Ende aufgetragen und tber
2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Es wurden zweftrédonungen durchgefuhrt, um ein
Immunoblot und eine Coomassie-Farbung durchzufilidas Ergebnis ist in Abb. 49 zu sehen.
Obwohl Efglp im Bereich seines eigenen pl-Wertesgettagen wurde, konnte keine
Verbesserung der Fokussierung im basischen Bemgitklt werden. Im Immunoblot (B) ist
ersichtlich, dass Efglp in dem Bereich zwischen piind pH 10 wandert. Im Coomassie
gefarbten Gel (A) ist zu sehen, dass der horizen@&thmier im basischen Bereich auch durch
die spezielle Proben-Beladungsmethode nicht behaketen konnte.

Auf Grund der Schwierigkeiten, in einer 2D-Geletekihorese Proteine im basischen Bereich
aufzutrennen, erscheint daher diese Methode di$ gezignet, um Efglp zu isolieren.



Diskussion 66

4  Diskussion

Der humanpathogene Pilz albicansst ein Kommensale des gesunden Menschen undrstellt
bei Immunschwéche eine ernsthafte Gefahr fir denskfeen dar; er 16st dann oberflachliche
und systemische Mykosen aus (Odds, 19@)albicansbesitzt die Fahigkeit, verschiedene
Morphologien ausbilden zu kdnnen, die fir die \@n# entscheidend sind. Besonders wichtig
ist hierbei der Dimorphismus, der Wechsel zwischkie und filamentdser Form, ohne den
C. albicans avirulent ware (Loet al, 1997). Die Hefeform ist fur die Verbreitung im
menschlichen Kdrper tUber den Blutstrom wichtig (@uyt1991) und die Hyphenform mit den
assoziierten Virulenzfaktoren (Kumamoto und Vinc&f)05) fiur die Adhasion an und
Penetration in Epithelien (Calderone und Braun,11®herwoodet al, 1992). Aber auch alle
weiteren Phanotypen, wie z. B. Bildung von Chlampmiven und der spontane
Phanotypwechsel zwischerhite- und omqueZellen, tragen méglicherweise zur Virulenz bei.
Sowohl die morphologischen Prozesse, als auch rdiektion von Virulenzfaktoren werden
durch den Transkriptionsfaktor Efglp reguliert (&oal, 1997; Stoldet al, 1997; Sonneborat

al., 1999a; Sonneboret al, 1999b; Vincest al, 2006), wodurch die Funktion von Efglp als
globaler Regulator vorC. albicansdeutlich wird. Dieses Protein, welches zu den ARSES
Proteinen gezahlt wird, besitzt eine 100 AS-umfadege hochkonservierte APSES-Doméane, in
die ein bHLH-Bindemotiv eingebettet ist. Die Redida der Aktivitdit von Efglp ist
weitestgehend ungeklart. Bislang wurden drei Iikigwaspartner identifiziert (Sin3p, Czf1lp und
Flo8p) (Brownet al, 1999; Doedtt al, 2004; Cacet al, 2006; Vinceset al, 2006). Unklar
bleibt, welche Zielsequenzen von Efglp gebunden wetthe Zielgene direkt von Efglp
reguliert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden funktionelle Doméades Efgl-Proteins fur die verschiedenen
morphologischen Vorgange, fir die regulatorischetii@t und fur die Modifizierung
aufgeklart. Auch konnte eine direkte Bindung vogHf an eine E-Box Sequenz im eigenen
Promotor nachgewiesen werden. Des Weiteren wurdanevsuche unternommen, um Efglp
und madgliche Interaktionspartner zu isolieren undlzarakterisieren.
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4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse dé&tFG1-Deletionsvarianten
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Abb. 50: Zusammenfassende Ubersicht iiber die Ergeisse mit den EFG1-Deletionsvarianten. Rote
Balken stellen die essentiellen Regionen dar, withidie gelben Balken die Regionen mit einer moglich
aktivierenden Funktion darstellen. Links stehen galiftet die Untersuchungen zu deBFGI-
Deletionsvarianten.

In Abb. 50 sind die Ergebnisse deFG1-Deletionsvarianten zusammenfassend dargestellt. Es
ist zu sehen, dass die bHLH-Domé&ne und damit diSE&RDomane eine entscheidende
Funktion einnimmt, da sie bei fast allen untersechProzessen eine essentielle Rolle spielt.
Interessanterweise wurde parallel dazu beobachiets ein Fehlen von nur 13 AS der
C-terminalen APSES-Domaéne (D5) zu einem VerlustRletktionalitat des Efgl-Proteins fuhrt.
Andere Regionen im Efglp haben ebenfalls eine wgehfunktion. So wurde gezeigt, dass fur
die Chlamydosporen-Bildung beide Glutamin-reicheromi@anen und beim spontanen
Phanotypwechsel voropaque zu whiteZellen die C-terminale Glutamin-reiche Domane
essentiell ist und in ihrer Gesamtheit bendtigtdwikber auch die N-terminale Glutamin-reiche
Doméne hat eine Funktion beim spontanen PhéanotypmseécSo wurde beobachtet, dass bei
einer Uberproduktion des Efgl-Proteins in den Datsstammen D1 und D2 der Wechsel von
opaque zu white-Zellen einen leichten Defekt aufweist. Damit schediese Region eine
aktivierende Funktion fur diesen Phanotypwechsehaiben. Die C-terminale Glutamin-reiche
Domane hat neben der essentiellen Funktion furCGhéamydosporen-Bildung und fir den
spontanen Phéanotypwechsel, eine aktivierende Famkiei der Induktion von Hyphen auf
festen Lee’s-Medium. Ein besonderes Augenmerkdgitt Deletionen D10 und D11. Diese
Region, mit der Alanin- und Prolin-reichen Domaokeint keine essentielle Funktion zu haben,
da bei einem Verlust dieser Region, die AktivitésdEfgl-Proteins, unter den untersuchten
Bedingungen, nicht verloren geht. Auch eine Ineargines HA-Epitops von einer Lange von
neun AS in diese Region fuhrt zu keiner VerandemegEfglp-Aktivitat (Daten nicht gezeigt).
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Des Weiteren wurde aufgeklart, dass bei einem ¥ertler N-terminalen Glutamin-reichen
Domane und des C-terminalen Bereichs der APSES-Derain starker Defekt der Repressor-
Aktivitat zu verzeichnen ist. Bei den Untersuchumgeir posttranslationalen Modifikationen
wurde gezeigt, dass bei einem Verlust der bHLH-Dmengowohl die Phosphorylierungen, als
auch die unbekannten Modifikationen zum gréf3tenl Verloren gehen. In den weiteren
Abschnitten werden mdgliche Funktionsweisen di€&emanen und mogliche Modifikationen
am Efgl-Protein diskutiert.

4.2 Die APSES-Doméane — eine wichtige Sequenz fur dieNB-Bindung

Der Transkriptionsfaktor Efglp gehoért zu einer k& Gruppe von Proteinen, die
morphologische Prozesse in Ascomyzeten reguliddgse steuern die Konidiosporenbildung
wie AnStuAp beiAspergillus nidulansund PmStuAp bePenicillium marneffei,sowie die
Ascosporenreifung NcAsmlp viteurospora crasséMiller, K.Y. et al, 1992; Aramayeet al,
1996; Bornemaret al, 2002). BeiS. cerevisiaavird die Pseudohyphenbildung von Phdlp und
Sok2p reguliert. Eine Uberproduktion von Phdlp utid Deletion von Sok2p férdern die
Bildung von Pseudohyphen (Gimeno und Fink, 1994rdéaal, 1995).

Bei C. albicanskonnten ebenfalls zwei Transkriptionsfaktoren didd@teinfamilie identifiziert
werden. Wahrend Efglp sowohl morphologische Prezes$s auch die Expression von
Metabolismus und Virulenz-relevanter Faktoren resgtulund daher ein globaler Regulator in
C. albicansist (Lo et al, 1997; Stoldtet al, 1997; Kumamoto und Vinces, 2005), ist die
Funktionsweise von Efhlp noch groRtenteils ungeklBoedt et al, 2004). Setiadi (2006)
konnte aber zeigen, dass Efhlp synergistisch ngijfcbei der Repression der Hyphenbildung
unter Hypoxie wirkt. Die Gemeinsamkeit dieser Tiaipgionsfaktoren liegt strukturell in der so
genannten APSES-Doméne. Diese 100 Aminosauren semfds Doméne beinhaltet zentral ein
bHLH-Motiv und ist in den sieben bekannten Mitgked der APSES-Familie hoch konserviert
(Stoldt et al, 1997). Der Helix-Loop-Helix (HLH)-Teil der Domargient wahrscheinlich zur
Dimerisierung mit anderen Interaktionspartnern, wot die beiden basischen Regionen des
Motivs zusammengefuhrt werden und eine DNA-Bindengdglicht wird. Hierbei bindet jede
basische Region die Halfte eines Bindemotivs (Da®sl. et al, 1990; Voronova und
Baltimore, 1990). Damit jedoch ein Transkriptiondéa zwischen der zu transkribierenden
DNA und der basalen Transkriptionsmaschinerie viemi kann, benétigen
Transkriptionsfaktoren zusatzlich eine so genanftansaktivierungsdomane (Mitchell und
Tjian, 1989). Diese Domane tritt mit dem basaleanskriptionskomplex entweder Uber eine
direkte Bindung oder Uber zwischengeschaltete Pwte Kontakt (Bergeet al, 1990; Pugh
und Tjian, 1990; Liret al, 1991). Eine solche Funktion kdnnten die APSESBee besitzen,
die die bHLH-Domane flankieren. Dagegen sprichbg@dein Ein-Hybrid-Experiment, bei dem
die Bindung der Efglp-Deletionsvarianten an das M&@&nent untersucht wurde. In diesem

Abb. 51: Modell der Aktivierung von Genen unter
hypheninduzierenden Bedingungen durch Efglp
Efglp bildet mit einem bHLH-Protein X eip
Heterodimer und bindet an eine E-Box. Dabei
rekrutiert Efglp Uber die beiden flankierenden
APSES-Bereiche, die als Transaktivierungsdoméhen
fungieren, den Swi/Snf-Komplex und die HAT
(Histon-Acetyl-Transferase). Dadurch erfolgt eipe
Auflockerung des Chromatins und
hypheninduzierende Gene, wie z.B. dd&C1l-Gen
kénnen abgelesen werden.
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Versuch konnte gezeigt werden, dass die Deletioi@swan D4, D5, D8 und D9 keine Bindung
an das MCB-Element aufweisen (Lengeler, personiMiiteilung). Die Deletionen D4, D8 und
D9 liegen alle in der APSES-Domane, wéahrend dieettm D5 C-terminal von der APSES-
Domane lokalisiert ist und 13 Aminosauren von dBISES-Doméane beinhaltet. Dieses Ergebnis
konnte bedeuten, dass die flankierenden APSES-@®wreflir die DNA-Bindung bendtigt
werden. Auf Grund der Tatsache, dass die C-termidltamin-reiche Domane (Q-Domaéne)
fur eine Hypheninduktion auf festen Lee’s-Plattemdiigt wird, kann angenommen werden,
dass mdoglicherweise die Glutamin-reichen Regiortda, keinen Defekt des Dimorphismus
zeigen, trotzdem eine Funktion haben, da in kebDeletion die gesamte Q-Domane fehlt.
Moglicherweise reicht ein Teil dieser Region aus,als Transaktivierungsdoméne zu fungieren.
Eine mdgliche Regulation der Hypheninduktion vorgXf Uber die APSES-Domane und der
Glutamin-reichen Regionen kdnnte folgendermal3eauddh (Abb. 51). Durch aul3ere Signale
wird der PKA-Signaltransduktionsweg iniziiert, wadh Efglp durch die Proteinkinase A
phosphoryliert und aktiviert wird. Dieses aktiveerEfgl-Protein bildet mit einem anderen
bHLH-Protein ein Heterodimer und bindet an einelséquenz, wie z. B. eine E-Box. Bislang
sind keine genauen Zielsequenzen von Efglp bekdarjedoch eine Homologie zu den bHLH
Transkriptionsfaktoren besteht, die E-Boxsequeradennen, wird angenommen, dass Efglp
an diese Konsensus-Sequenz binden konnte. Tatd@aetlirdein vitro gezeigt, dass Efglp an
eine E-Boxsequenz 5-CATTTG-3" ilmLSEtPromotorbereich binden kann (Leegal, 2001).
Auch eine Footprint-Analyse konnte zeigen, dasslifgn die E-Box 5 -CATATG-3in vitro
bindet (BuRmann, 2006).

Durch diese Bindung von Konsensus-Sequenzen UbdEfgilp-ProteinX-Heterodimer werden
unterschiedliche Gene, die hyphenrelevant sindviakit bzw. die Expression von Genen, die die
Hypheninduktion inhibieren, reprimiert. Die Aktivilng von Genen konnte hierbei Gber eine
direkte Interaktion von Efglp mit den Q-Doméanen afigaktivierungsdoméne) mit der
Polymerase stattfinden. Moglich ware aber auch dmeraktion zwischen dem Swi/Snf-
Komplex, der durch Efglp an die Promotoren von géaken rekrutiert wird. Der Swi/Snf-
Komplex ist ein ATP-abhangiger Chromatin-Remodaliggskomplex, der auf die Transkription
aktivierend und reprimierend wirken kann (Martemsl \Winston, 2003). Dieser kann an die
DNA und an Nukleosomen mit hoher Affinitdt bindezeigen aber keine Sequenzspezifitat
(Hassaret al, 2002), so dass dieser Proteinkomplex wahrscleginon Transkriptionsfaktoren
an spezifische DNA-Regionen rekrutiert wird (Neelyal, 2002). Stiamme mit Mutationen in
den GenerSWI1lund SNF1zeigen inC. albicansahnliche Phanotypen wefglMutanten und
sind ebenfalls avirulent (Maet al, 2006). Da dieser Komplex ebenfalls essentiell dig
Hyphenbildung inC. albicansist und eine allgemeine Funktion aufweist, warenégllich, dass
Efglp mit diesem globalen Regulator ebenfalls adart. Ein weiterer wichtiger Punkt ist
hierbei die Swi/Snf-Rekrutierung durch die Prote8tel2/Tecl, die die Bindung von Flo8p an
den STAXPromotor verstarken (Kiret al, 2004). Es konnte nachgewiesen werden, dass Flo8p
und Efglp interagieren (Caat al, 2006). So ware es maoglich, dass bei einer Aktivig bzw.
Reprimierung von Genen Efglp diesen Komplex re&rutind mit Flo8p interagiert. Bei einer
Induktion von Genen reicht jedoch eine Interaktmait dem Swi/Snf-Komplex nicht aus. Es
misste darlber hinaus noch eine Histon-Acetyl-Teaase rekrutiert werden, die den
Acetylierungsstatus der Histone moduliert. Einelighe Regulation von Genen wurde auch bei
den Transkriptionsfaktoren Myc und MyoD nachgewnmes8o sind!s aller Gene, die durch
MyoD reguliert werden, vom Swi/Snf-Enzymkomplex abgig. Auch die Bindung von MyoD
an die DNA wird durch diesen Komplex verstarkt. (deSernaet al, 2005). Aber auch die
Regulation von Prozessen in Saugerzellen ist voerairekten Beziehung zwischen Myc und
Swi/Snf abhangig (Nagit al, 2006).
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Wahrend der Hypheninduktion wird die Efgl-Proteinkentration bzw. -Aktivitat erhoéht,
wodurch die Hyphenbildung unterdriickt werden wi(debarth et al, 2003) und daher
reprimiert Efglp Uber negative Autoregulation seigenes Transkript. Dabei rekrutiert Efglp
das Protein Sin3p zum eigenen Promotor (Detdtl, 2004). Moglicherweise bildet Efglp mit
einem Protein Y Uber die HLH-Doméane ein Heterodimmed bindet an eine E-Boxsequenz im
eigenen Promotorbereich (Abb. 52). IEFGI1-Promotor existieren zwei E-Boxen mit der

Abb. 52: Modell der Autoregulation von Efglp. Bei einer hohen Efglp-Konzentration bildet Efglip emem
Protein Y ein Heterodimer und bindet an die E-BeXTBTG. Dabei rekrutiert Efglp ein Histon-Deacetyad
Komplex bestehend aus Sin3p und HDAC. Dies fiihrtiner Verdichtung des Chromatins und im Endeffek{]
einer Reprimierung der Transkription.

CATATG

Sequenz 5-CAAGTG-3" und 5"-CATATG-3". In einer Faint-Analyse konnten vitro eine
Bindung zwischen Efglp und der E-Box mit der Komsmsequenz 5 -CATATG-3" im
Promotor nachgewiesen (BufRmann, 2006) und in diesdreit durch einin vitro-
Verzdgerungsgel bestéatigt werden, wenngleich noe eschwachan vitro-Bindung gezeigt
werden konnte. Diese Tatsachen bekraftigen die Wemg, dass die negative Autoregulation
Uber die Bindung der E-Box 5"-CATATG-3" verlaufednkite. Der Proteinkomplex, der aus der
Histondeacetylase Rpd3p und dem Sin3-Protein besteind zur Gruppe der Klasse I-
Histondeacetylasen gezahlt. Dieser Proteinkommdexam der Repression vieler Gene beteiligt
(Bernsteinet al, 2000; Kurdistaniet al, 2002) und wird durch DNA-bindende Protein, wie
Ume6p rekrutiert (Kadosh und Struhl, 1997). Die mRé&krung durch Efglp kodnnte
maoglicherweise Uber die flankierenden APSES-Beeeiotier durch die Q-Doménen erfolgen.
Die Deacetylierung der Histone durch den Proteimaidlex Sin3p/Rpd3p fihrt zu einer
Verdichtung des Chromatins, so dass unter anderenBiddung von TATA-Binding Protein
(TBP) an die TATA-Box verhindert wird (Shimizt al, 2003) und die Transkription reprimiert
wird.

Die Dimerisierung von bHLH-Proteinen erfolgt beigEp unter anderem Uber das Helix-Loop-
Helix-Motiv. an  Transkriptionsfaktoren gleicher Bedbmane. So wurden Vviele
Dimerisierungspartner des Myc-Proteins identifizielie alle ein bHLH Bindemotiv enthalten
(Luscher, 2001). Das bHLH-Protein MyoD interagiertB. mit dem Transkriptionsfaktor E47,
welches ebenfalls eine bHLH-Doméane besitzt (Weztdal, 1998). Auch die bHLH-Proteine

Pho4p, Ino2p, Cbflp in Hefe bilden mit anderen bHRidteinen ein Dimer (Robinson und
Lopes, 2000). Im Falle von Efglp sind drei Interak$partner bekannt, die jedoch keine bHLH-
Doméne besitzen. Sin3p gehoért wie schon im voraaggenen Abschnitt erlautert, zu einem
Histondeacetylase-Komplex und fungiert als Cofalder Transkription. Die beiden anderen
Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die eine wgeh Rolle in der Morphogenese von
C. albicansspielen. So ist Czflp ein Transkriptionsfaktory @ei Einbettung in eine Agar-

Matrix, eine hypheninduzierende Wirkung auif albicansaustibt (Brownret al, 1999). Dieses
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Protein besitzt im zentralen Bereich eine Glutamiche-Region und am C-terminalen Ende
eine cysteinreiche-Domane, die Ahnlichkeit zu bekan Zinkfinger-Proteinen zeigt (Whiteway
et al, 1992). Czflp kénnte Uber die Glutamin-reiche-Doesénit den flankierenden APSES-
Bereichen oder mit den Glutamin-reichen-Domanenkfg$-Proteins interagieren. Eine weitere
Maoglichkeit ware eine Interaktion tber das ZinkimgViotiv. In Drosophilakonnte kirzlich ein
Zusammenwirken eines Zinkfinger-Proteins und eibéH H-Proteins Uber ihre jeweiligen
Bindemotive nachgewiesen werden (Aadral, 2006). So scheint eine Interaktion Uber die
beiden Bindemotive von Efglp und Czflp nicht unngbglzu sein. Der dritte bekannte
Interaktionspartner von Efglp ist das Flo8-Protéieser Transkriptionsfaktor, der ebenfalls
den Dimorphismus irC. albicansreguliert, besitzt eine N-terminale LUFS-Doméne @noe
C-terminale Region, die fur die Transkriptionsaitéit notwendig ist (Caet al, 2006). Beide
Regionen kénnten mit den bHLH-flankierenden APSE$eiEhen oder mit den Q-Domanen
von Efglp interagieren.

Ein weitaus wahrscheinlicherer Interaktionsparki@inte das homologe APSES-Protein Efhlp
sein. So konnten beide bHLH-Domanen miteinandegragfieren und Gene aktivieren bzw.
reprimieren. Bis jetzt konnte weder eine physistiteraktion zwischen den beiden APSES-
Proteinen, noch eine Homodimer-Bildung von Efglghggewiesen werden (Doedt, 2004).
Durch Zwei-Hybrid-Versuche konnte dagegen die Homedbildung von Efhlp nachgewiesen
werden (Bockmuihl, 2001; Doesdt al, 2004).

4.3 Funktion der Glutamin-reichen-Domanen

Die Phanotypen der deletierten Efglp-Varianten hajezeigt, dass die APSES-Domane flr die
Hefe-, Hyphen- und Pseudohyphenform wichtig ist. di& Chlamydosporenbildung und fir den
spontanen Phanotypwechsel zwischdnte- und opaqueZellen sind jedoch neben der APSES-
Domane die Glutamin-reichen-Domanen (Q-Domane)ngigdleund werden in ihrer Gesamtheit
bendtigt. Fur die Chlamydosporenbildung werden é@eMl und C-terminalen Q-Doménen
(3.1.4) und fur den hite/opaguePhanotypwechsel nur die N-terminale Q-Doméne §3.1.
bendtigt.

Transaktivierungsdoménen haben eine wichtige Fanktials Vermittler zwischen
Transkriptionsfaktor und der basalen Transkriptaschinerie (Mitchell und Tjian, 1989).
Diese Domanen haben gewo6hnlich eine Grol3e vons3Qdfl Aminoséauren, die strukturell sehr
flexibel sind und nicht eindeutig klassifiziert wlen kénnen. Ein haufiges Charakteristikum
dieser Domanen ist jedoch das gehaufte Auftreten Yaninosaureresten mit gleicher
chemischer Eigenschaft, so dass sie haufig nademiAminosauren eingeteilt werden. Haufig
genannte Doméanen hierbei sind Regionen mit vieburen Aminosauren, Prolin-reiche und
Glutamin-reiche Doménen (Giniget al, 1985; Mitchell und Tjian, 1989; Meshi und Iwabych
1995). Prolin- und Glutamin-reiche Domanen intezagm hierbei mit TBP (TATA-Binding
Protein), TAFs (TBP-assoziierte Faktoren) und amderKofaktoren des basalen
Transkriptionskomplexes (Meshi und Iwabuchi, 1995). konnte gezeigt werden, dass die Q-
Doméne im Reis-Transkriptionsfaktor RF@asekt mit dem TBP interagiert (Dat al, 2003).
Auch die Q-Domane im Sp3-Protein konnte als statlk/i@rende Region mit einer Interaktion
zu TAF entdeckt werden (Denngj al, 1996). Solche oder &hnliche Funktionsweisen kaémnt
ebenfalls als Funktion der Q-Doméanen in Efglp zaodeuliegen. Hierbei scheint allerdings flr
den white/opaquePhanotypwechsel nur die C-terminal gelegene Q-Dw@m#on Interesse zu
sein, da die Deletion der N-terminale Q-Domane evkih die Bildung von White-Zellen
erlaubt. Diese Region scheint eher eine verstakeRdnktion einzunehmen. Fir die
Chlamydosporenbildung hingegen sind dagegen beibei@anen essentiell. Das Protein Oct-2
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in Saugerzellen besitzt ebenfalls zwei Transaktivigsdomanen (Q- und Prolin-reiche-
Doméne), die am N- und C-terminalen Ende des P®t&kalisiert sind. Diese Domé&nen
konnen miteinander interagieren oder bilden untargier Dimere, um die Transkription zu
aktivieren (Tanakat al, 1994). Auf Grund der ahnlichen Verteilung derdesi Q-Domanen im

Efglp kénnte eine @hnliche Funktionsweise fur dida@ydosporen-Induktion vermutet werden.

Auf Grund der Anhaufung von Aminosauren mit gleichehemischen Eigenschaften in der
Q-Domane wird angenommen, dass diese eine de@ntekundarstruktur ausbilden, die in
einem ,induced fit“-Mechanismus mit dem Interakspartner in Kontrakt treten. Dieser
Mechanismus wurde bei den Proteindoméanen des Henpgdex Virus-VP16-Proteins und des
CREB-Transkriptionsfaktors beobachtet (Uesetgal, 1997; Parkeet al, 1998). Auch konnte
vor kurzem gezeigt werden, dass dielelix-Struktur in der Q-Domane des ,Aryl Hydrocarb
Rezeptors” essentiell fir die Interaktion zwisclden Doméne und dem TATA-Bindungsprotein
ist (Wattet al, 2005). Mdglicherweise kénnte die Region zwisctenN-terminalen Q-Doméne
und der APSES-Domane von Efglp eine ,Spacer‘-Fonkginnehmen, um eine optimale
Bindung zwischen Q-Domane und den interagierendeteifen zu ermoglichen.

4.4 Efglp bindet an die E-Box 5-CATATG-3" im eigenen R motor

Erste Hinweise flr eine negative Autoregulation \Efglp lieferte eine Northern-Analyse, in
der sich zeigte, dass der Transkriptspiegel \EiRG1 wahrend der Hyphenbildung abnimmt.
Wird die negative Autoregulation verhindert, sadfeh keine Hypheninduktion statt (Stokttal,
1997; Tebarthet al, 2003). Des Weiteren konnten durch Reporterstugezeigt werden, dass
die Regulation des EFG1-Transkripts auf translomptller Ebene stattfindet (Tebarth, 2001). So
lag die Vermutung Nahe, dass Efglp, ahnlich wie c¢Mgein eigenes Transkript durch
Autoregulation reguliert. Durch Chromatin-Immunppitationen (ChIP) konnte tatséchlich
nachgewiesen werden, dass Efglp an seinen eigeaerofer bindet (Doedt, 2004). Ein EMSA-
Experiment mit einem 313 bp-Promotorfragment stnofvarts von der TATA-Box deEFG1-
Gens zeigte keine Bindung von Efglp (Doedt, 20&). weiteres Fragment mit einer Lange
von 408 bp weiter stromaufwarts bestétigte dagefierBindung von Efglp (Bul3mann, 2006).
Interessanterweise liegen in dieser Sequenz zwBDXen, die moglicherweise von Efglp
gebunden werden.

E-Boxen sind haufige Sequenzen in Promotorberejdtierdurch bHLH-Transkriptionsfaktoren
gebunden werden. Auf Grund der Homologie in der HHlom&ne zu den
Transkriptionsfaktoren cMyc und MyoD (Ferre-D'Amase al, 1993; Maet al, 1994), die
E-Boxsequenzen 5-CACGTG-3" und 5-CAGCTG-3" bindeann angenommen werden, dass
Efglp ebenfalls diese Erkennungssequenzen bindatchDn vitro-Bindeexperiment wurde
gezeigt, dass Efglp an ein kinstliches Oligonuldewmit der Sequenz 5 -CATTTG-3", welches
sich imALS8Promotorbereich befindet und von Efglp reguliardwbindet (Lenget al, 2001).
Durch Ein-Hybrid-Experimenten konnte allerdingseeBindung von Efglp an unterschiedliche
E-Boxsequenzen und auch die 5°-CATTTG-3"-Sequenlat hestatigt werden (Hilbig, 2004).
Eine Footprint-Analyse mit dem 408 bp Fragment tegiglass von den beiden E-Boxen
5-CAGATG-3" und 5-CATATG-3" im Promotorbereichjedweiter von der TATA-Box
entfernte Sequenz 5°-CATATG-3" von Efglp gebunded {Bulimann, 2006). Dieses Ergebnis
konnte in der vorliegenden Arbeit durch ein Verzoggsgel mit Epitop markiertem GST-Efglp
und einem kinstlichen Oligonukleotid, welches diBdx 5-CATATG-3" und de flankierenden
Promotorbereichen beinhaltet, bestatigt werden ).(3.8®urch unterschiedlich lange
Oligonukleotide konnte aul3erdem gezeigt werdens diés flankierenden Bereiche der E-Box
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fur die Bindung von Efglp, eine unterstitzende Adawng haben und die Bindung verstarken.
Auch konnte gezeigt werden, dass bei einer Zugabel®0fachem Uberschuss an dreifachem
MCB-Element die Komplexbildung von E-Box zu Efglpduziert wird. Ob die negative
Autoregulation von Efglp Uber die Bindung der E-BOxCATATG-3" reguliert wird, ist immer
noch fraglich und musste durch Deletion dieser K-Bo EFG1-Promotorbereich untersucht
werden.

4.5 Efglp wirkt als Repressor

Der Transkriptionsfaktor Efglp ist sowohl fir moggenetische und metabolische Prozesse, als
auch fir die Induktion von Virulenzfaktoren esset(Lo et al, 1997; Stoldtet al, 1997;
Sonnebornet al, 1999a; Srikanthat al, 2000; Kumamoto und Vinces, 2005). In diesem
Zusammenhang fungiert Efglp letztendlich als AktvaUnter mikroaeroben und hypoxischen
Bedingungen fungiert Efglp jedoch als Repressor wmterdrickt die Hyphenbildung.
(Sonneborret al, 1999a; Setiadi, E.Ret al, 2006). Des Weiteren reprimiert Efglp nach der
Hypheninduktion sein eigenes Transkript Uber eiregative Autoregulation. Durch eine
Chromatin-Immunprazipitations-(ChiP)Analyse koneiee direkte Bindung von Efglp mit dem
EFGI1-Promotor nachgewiesen werden. (Tebaathal, 2003). Diese Fakten sprechen flr eine
bivalente Funktionsweise von Efglp. In einer EinbHg-Analyse inC. albicanskonnte gezeigt
werden, dass Efglp als Repressor der Gen-Reguiatidiesem System fungiert (Tebasghal,
2003). Dieses System besteht aus einem LexA-EfgigioRsprotein, dass Uber den LexA-
Operator an den Promotor binden kann. Die Aktiwtit Efglp wird Gber das lacZ-Reportergen
bestimmt. Diese Methode wurde in dieser Arbeit gethuum die Repressor-Aktivitat in
verschiedenen Kinase-Mutanten und afgl: und efhl:Mutanten zu untersuchen (3.2). Das
Ergebnis zeigt ausschliel3lich in defgl:Mutante eine aufgehobene Repressor-Aktivitat des
Efgl-Proteins. Nur in deefg:Mutante ist ausschlie3lich das LexA-Efgl Fusioonsgn
vorhanden, in der keine Repression stattfindet. IMibgrweise fungiert ein Efglp-Homodimer
als Repressor inC. albicans der wenigstens ein unverandertes Efgl-Protein die
reprimierende Funktion bendtigt. Wahrscheinlichdstch die Fusion von Efglp an LexA eine
sterische Hinderung der Funktion aufgetreten, odsr hat eine Konformationsdnderung
stattgefunden, wodurch eine Homodimer-Bildung zhést zwei LexA-Efgl-Fusionsproteinen
nicht maoglich ist.

Eine Reprimierung von Genen kann durch untersdieell Mechanismen kberkt werden.
Ein bekannter Mechanismus ist z.B. eine konkuméee Bindung von Aktivatoren und
Repressoren um eine Bindungsstelle auf der DNA.HB&ispiel hierfur ist der gut untersuchte
Transkriptionsfaktor Max. Ein Max-Homodimer oden éflax/Mad-Heterodimer blockieren die
DNA-Bindungsstelle des Myc/Max-Heterodimers. Da m@r Myc-Transkriptionsfaktor eine
Transaktivierungsdoméne besitzt, wird durch diedBimg von Max/Max oder Max/Mad die
Transkription reprimiert (Ayer und Eisenman, 1993ber auch eine Maskierung von
Aktivierungsdomanen bzw. DNA-Bindedomanen durcheeleterodimerbildung mit einem
Aktivator fuhrt zu einer Reprimierung der Transkiop (Neuhold und Wold, 1993). Als
Beispiel kann hier das HLH-Protein Id (Inhibitorrdaifferenzierung) aus Saugerzellen genannt
werden, das mit MyoD dimerisiert. Durch das Feldarer DNA-Bindedomane am Id-Protein
kann der Dimer nicht an die DNA binden und reprimeo die Zielgene. Dagegen fihrt eine
Bindung des Gal80-Proteins an einen Teil der A&twngsdomane von Gal4p zu einer
Verhinderung der Transaktivierung (Jayaraneinal, 1994). Ein anderer Mechanismus der
Reprimierung ist die Rekrutierung von Korepresspvar bereits am Beispiel von Sin3p/Rpd3p
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diskutiert, oder aber auch eine direkte Interaktioit dem basalen Transkriptionskomplex.
Solche mdglichen reprimierenden Mechanismen koneteenfalls bei der Regulation durch
Efglp denkbar sein.

Mit Hilfe der LexA-Efglp-Deletionsvarianten wurden ieinem Ein-Hybrid-Experiment
beobachtet, dass beim Fehlen der C-terminalen Reatpo N-terminalen Q-Doméne (D2) und
beim Verlust des C-terminalen Endes der APSES-Den(B9) die reprimierende Funktion von
Efglp verloren geht. Mdoglicherweise haben die Detetn D2 und D9 zu einer
Konformationsdnderung von Efglp gefiihrt, woduraieddomodimerbildung von Efglp nicht
mehr madglich ist oder eine Interaktion mit Korem@®n und Interaktionspartnern verhindert ist.
Der Verlust dieser reprimierenden Funktion von pfgtheint jedoch keinen Einfluss auf die
Hyphenbildung zu haben, da die Stamme mit LexA-gfDEletionsvarianten und auch die
efg:Mutanten mit dem LexA-Efgl-Fusionsproteinen wditer Hyphen bilden kdnnen.
Moglicherweise fungiert Efglp nicht als Represseirder Hyphenbildung, sondern bei anderen
molekularen Prozessen. Auf Grund der Tatsache, déssdie Hypheninduktion der
Transkriptionsfaktor Efglp bendétigt wird, sprichthee flr eine aktivierende Rolle bei der
Hyphenbildung.

4.6 Efglp ist posttranslational modifiziert

Das Proteom Ubersteigt bei weitem die Anzahl aneifren, die sich aus der kodierenden DNA
ableiten. Ursachen fir diese Diversitat ist einecheete posttranslationale Modifikation (PTM).
Diese PTMs sind kovalente Modifikationen, die anr derimarstruktur des Proteins
vorgenommen werden. Darunter fallen z.B. die rebks Modifikationen Phosphorylierung,
Acylierung, Glykosylierung und Ubiquitinierung (Mamund Jensen, 2003; Seo und Lee, 2004).
Dies ist nur ein kleiner Teil der bekannten PTMs.llaufe der Zeit wurden 300 verschiedenen
PTMs gefunden, wobei in regelméRigen Abstdndeneneiheue gefunden werden (Jensen,
2004).

Ein Protein kann mehrere Modifikationen reversibdialten (Kwonet al, 2006). Durch diese
hohe Variabilitdt und Dynamik der PTMs wird einealyse von Proteinen erschwert, so dass
haufig die genaue Funktion und die Art der Modifika ungeklart bleiben. Dies ist ein Grund,
warum eine Datenbankanalyse erschwert ist. AufRerdsimmd Konsensussequenzen
(ausgenommen ist die Phosphorylierung) fur viela¥ikationen unbekannt.

4.6.1 Phosphorylierung

Auf Grund seines Laufverhaltens in einem SDS-Paljamidgel wurde bereits angenommen,
dass der Transkriptionsfaktor Efglp posttranslaionodifiziert wird (Sonneborn, 1999; Doedt,
2004). Das HA-Efgl-Fusionsprotein a@salbicanszeigte in einem Immunoblot eine Dreifach-
Bande und wies eine molekulare Masse von 90 kDaamsftelle der errechneten Masse von
61 kDa. Bockmuhl (2001) konnte durch eine Dephosgiemung von Efglp mit alkalischer
Phosphatase nachweisen, dass die beiden oberenerBamdf Phosphorylierungen
zurtckzufihren sind. Durch gezielte AminosaurentAusche an der Stelle T206 konnte
nachgewiesen werden, dass Efglp an diesem Thrdarch die Proteinkinase A phosphoryliert
wird (Bockmihl und Ernst, 2001). Mit demselben \ets konnte eine potentielle
Phosphorylierungsstelle durch die Caseinkinaseusigaschlossen werden (Bockmuhl, 2001).
Durch diese Versuche konnte jedoch nicht aufgekt@rtlen, wie viele Phosphorylierungsstellen



Diskussion 75

an welchen Positionen von Efglp vorkommen. In digsdeit wurde durch Expression der
Efglp-Deletionsvarianten und anschlielender Belagdl mit alkalischer Phosphatase
untersucht, in welchen Regionen Efglp phosphotylist. Das Ergebnis zeigt, dass
hdchstwahrscheinlich die bHLH-Doméane in der APSHE#AAne stark phosphoryliert ist.
Moglich ware aber auch die Vermutung, dass durch Behlen der APSES-Domaéne, die
Proteinfaltung verandert ist, so dass Efglp nitiusphoryliert werden kann.

Mit Hilfe einer Datenbank-Analyse mit dem ProgramietPhos konnten mogliche
Phosphorylierungsstellen in Efglp ermittelt werd€heses Programm sucht anhand von
Konsensus-Sequenzen nach mdglichen Phosphorylgstelign bekannter Kinasen (Abb. 53).
Interessanterweise ist in der APSES-Domane kaum Bhosphorylierungsstelle durch einen
Vergleich mit anderen Proteinen vorhersagbar. Bidsgebnis verstarkt die Vermutung, dass
durch das Fehlen der APSES-Domane die Konformatmm Efglp so verédndert wird, dass
Efglp nicht phosphoryliert werden kann. Aber auli@t der Tatsache, dass die Datenbank-
Analyse nur potentielle Phosphorylierungsstellerizeigt, sind Phosphorylierungen in der
APSES-Doméne bzw. in der bHLH-Domane nicht gruralsdit ausgeschlossen.
Phosphorylierungen haben fur die Regulation vontditrten eine bedeutende Funktion. So

NetPhos 2.8: predicted phosphorylation sites in Sequence
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Abb. 53: NetPhos-Analyse zur Untersuchung von moglhen Phosphorylierungsstellen im EfglpDie Y-
Achse zeigt das Potential zur Phosphorylierundée X-Achse zeigt die Position in der Aminosauresaw an.
Alle senkrechten Balken tber dem Schwellenwert@@nsind potentielle Phosphorylierungsstellen. FBztken
zeigen mogliche Tyrosin-Phosphorylierungen an. tiingThreonine und in blau Serine. Mit einem roten
Querbalken ist die Stelle der APSES-Doméne eingbret. Mit einem Pfeil ist die PKA
Phosphorylierungsstelle T206 gezeigt.

konnte gezeigt werden, dass eine PhosphorylierongMax durch die Caseinkinase Il zu einer
starkeren DNA-Bindung des Homodimers fuhrt. Es widrmutet, dass das Max/Max
Homodimer durch diese Phosphorylierung Gene regutiee durch das Myc-Max Heterodimer
aktiviert werden (Bergstrom und Tapscott, 2001).r Deanskriptionsfaktor c-Myc kann
andererseits aber durch die Serin/Threonin Prateask Pak2, die unter zellularem Stress
aktiviert wird, an den Aminosauren Thr-358, Ser-3f®d Thr-400 phosphoryliert werden,
wodurch der Myc-Max Heterodimer nicht an die DNAden kann. Mit diesem Mechanismus
wird die zellulare Proliferation und die Apoptoserkhindert (Huanget al, 2004). Weiterhin
wurde berichtet, dass der Transkriptionsfaktor Myaich die Proteinkinase C phosphoryliert
wird und dadurch nicht an die DNA binden kann (Buhmet al, 1996). Solche oder ahnliche
Regulationsmechanismen durch eine Phosphoryliekdngten ebenfalls an Efglp erfolgen. Ob
tatsachlich die bHLH-Doméne phosphoryliert wirdeoab bei Deletion dieser Doméne eine
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Konformationsanderung stattfindet, die eine Phosgieoung an Efglp nicht erlaubt, ist noch
unklar. Alternativ kdnnten punktuelle Phosphoryliegen Uber das gesamte Efgl-Protein
verteilt sein, wie es beim Transkriptionsfaktor gdvtler Fall ist.

4.6.2 Efglp hat das elektrophoretische Laufverhalten eir@ 90 kDa-Proteins

Mit Hilfe von Dephosphorylierungsversuchen konntggaklart werden, dass die grof3eren
beiden Efglp-Banden in einer SDS-PAGE auf Phosgikanngen beruhen (Bockmihl, 2001).
Der GroRenunterschied in einem Immunoblot von 30a kivischen theoretischer Masse
(61 kDa) und detektierter GroRRe (ca. 90 kDa) konedech nicht geklart werden. Mit Hilfe der
Deletionsvarianten wurde nachgewiesen, dass EfgEmwiegend in der APSES-Domane und
dort gréf3tenteils vermutlich in der bHLH-Doméne nfiacert ist. Diese Tatsache schliel3t
jedoch nicht aus, dass durch das Fehlen der APSIEESBe (D4) eine Fehlfaltung des Efgl-
Proteins erfolgt ist, die zu einem Verlust der Midditionen gefuhrt haben konnte. Der Efglp
Transkriptionsfaktor scheint an mehreren Stellerdifimert zu sein, da in einem Immunoblot
alle Deletionen einen Gro3enunterschied zur thescretn Masse zeigen.

Unter den vielen PTMs, die im Laufe der Zeit gefemdverden konnten, konnten an 15 der
20 Aminoséauren eine Modifikation an den Seitenketletektiert werden. (Walsh C.T., 2005).
Eine von vielen Modifikationen, die speziell an fis&riptionsfaktoren nachgewiesen werden
konnten, ist die Acetylierung. Acetylierungen weardem N-terminalen Ende bei Histonen an
den Lysine-Seitenketten der Histone beobachtet. uighd werden positive Ladungen
abgeschirmt und die Affinitat zur negativ-gelade@NA wird reduziert. Dies fihrt zu einer
Auflockerung des Chromatins und die Transkriptioindvaktiviert. Bei Transkriptionsfaktoren
konnen Acetylierungen andere und viel komplexereihaismen auslosen. So wird bei c-Myc
durch Acetylierungen am Leucin-Zipper-Motiv und dfernlokalisierungssignal das Protein
stabilisiert, so dass seine Halbwertzeit von 41 auf 135 min gesteigert wird (Patet al,
2004). Eine Acetylierung in der Transaktivierungsdme durch p300 fuhrt zu einer erhéhten
Aktivitat von c-Myc (Faiolaet al, 2005). Aber auch am Transkriptionsfaktor MyoD dem
Acetylierungen nachgewiesen. MyoD rekrutiert fue dhktivierung der Transkription die
Histone-Acetyltransferase (HAT) p300. Diese wiedengkrutiert eine andere HAT, das CBP-
Protein. Das p300-Protein ist fir die Acetylierwran Histonen zusténdig, wahrend CBP/p300
zusammen die Aufgabe haben, den TranskriptionsfakigoD in der Nahe der DNA-
Bindungsdomédne zu acetylieren. Beide Funktionend sinétig, um eine optimale
Transkriptionsaktivitat hervorzurufen (Tapscott,080 Auf Grund der Uberlegungen, dass
Efglp mdglicherweise ebenfalls HATs rekrutiert, ktem ebenfalls Acetylierungen im Efglp
vorkommen, um dessen Aktivitdt zu stabilisieren bzu verstarken. Diese Vermutungen
missten jedoch durch direkte Versuche, wie z. Bcldeine massenspektroskopische Analyse,
gezeigt werden. Die bisher genannten PTMs tragen ale nur wenig zur molekularen Masse
bei, die das veranderte Laufverhalten von Efglptriit dem Mal3e beeinflussen kdnnen, wie es
im SDS-PAGE zu sehen ist.

GroRRere Modifikationen sind z. B. Isoprenylierung@tykosylierungen, Ubiquitinierungen und
Sumoylierungen. Isoprenylierungen konnten allerslinigisher nur an Membranproteinen
nachgewiesen werde und kommen deshalb als médUchifikation von Efglp nicht in Frage,
obwohl dies nicht ausgeschlossen werden kadrGlykosylierungen durch GIcNAc an
Serin/Threonin-Resten konnten z. B. in der Nahe Tansaktivierungsdomane am T58 von
cMyc nachgewiesen werden, wobei ihre genaue Fumkinklar ist (Chowet al, 1995a; Chowet
al., 1995b). Auch das bHLH-Protein Spl iBtglykosyliert und vermutlich verédndert diese
Modifikation die Transkriptionsregulation des Pioge (Kudlow, 2006). Auf Grund der
veranderten Laufhohe und der Ahnlichkeit zu dem n3kaptionsfaktor cMyc ist die



Diskussion 77

Glykosylierung eine mdgliche Modifikation von Efglfonneborn (1999) konnte jedoch mit
Hilfe eines GIcNAc-Antikorpers ausschlie3en, dagglp durch GIcNAcO-glykosyliert wird.
Dieses Ergebnis schliel3t jedoch nicht aus, daskpEdgrch andere Zucker modifiziert wird. Ob
Efglp glykosyliert ist, kann aber erst nach eineassenspektroskopischen Analyse mit
Sicherheit gesagt werden.

Neben dieser Glykosylierung werden haufig an Trapsknsfaktoren Ubiquitinierungen und
Sumoylierungen beobachtet. Die Ubiquitinierung isedeutend fir den Abbau von
Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-Myc, c-Jun, c-Kdseieret al, 1994; Stancovslet al, 1995;
Gregory und Hann, 2000). In dieser Arbeit konnte Hilfe eines Ubiquitin-Antikdrpers
ausgeschlossen werden, dass Efglp durch Ubiquitidifimert ist. Eine weitere Ubiquitin-
ahnliche Modifikation ist dieSumoylierung von Proteinen, die unter anderem zerei
Veranderung der Funktion, der Stabilitat, und amaheinem Wechsel der zellularen Lokalitat
zur Folge haben kann (Kikucht al, 2006). Diese Modifizierung konnte aber durch Epitop-
markiertes HA-Smt3-Fusionsprotein ausgeschlossenleme Das Plasmid, das fir ein Epitop
markiertes HA-Smt3-Fusionsprotein kodiert, wurdeeinen Wildtyp-Stamm transformiert und
Uber eine Immunoblot-Analyse untersucht. In dieset&®mm konnte das Smt3p nicht in der
Hohe des Efglp nachgewiesen werden. Somit verlidgietntersuchungen von Efglp auf eine
Ubiquitinierung und eine Sumoylierung negativ. Zus@enfassend konnte daher in dieser
Arbeit nicht geklart werden, welche Modifikationeam Efglp zu einem verédnderten
elektrophoretischen Laufverhalten um ca. 30 kDardiih Zu diesem Zweck miusste Efglp
isoliert und massenspektroskopisch analysiert werde

4.7  Vorversuche zur Isolierung von Efglp

In dieser Arbeit wurde mit Versuchen begonnen, #&dgl-Protein zu isolieren, um es
massenspektroskopisch zu analysieren. Neben derisg des Efglp-Proteins sollten dadurch
auch Interaktionspartnern von Efglp identifiziegrden.

Mit Hilfe einer HA-Affinitatsmatrix wurde eine Is@rung von Efglp und mdglichen
Interaktionspartnern vorgenommen. Dieses gestadtekejedoch sehr schwierig, da Efglp zwar
angereichert werden konnte, aber die Konzentrdtioeine Anfarbung mit Coomassie Brilliant
Blue nicht ausreichend war. Des Weiteren konnte amarCoomassie gefarbten SDS-Gel sehen,
dass die Aufreinigung an sich sehr schlecht veslawbar, da die aufgetragene Elutionsfraktion
ein sehr vielfaltiges Bandenmuster zeigte (Abb.. Mjglicherweise waren die Waschschritte
unzureichend oder es miussten andere Puffer unkérsuerden, um die Aufreinigung zu
verbessern. Eine weitere Verbesserungs-Mdaglichkeiéiren Vorreinigungsschritte durch
unterschiedliche Methoden. In dieser Arbeit wurdérerfir bereits unterschiedliche
Saulensysteme getestet und als mogliche Vorreigggidulen eine Heparin- und eine
Kationenaustauschersaule in Erwagung gezogen. Smtkoein Rohextrakt uber die
Kationenaustauscher- und Heparin-Saule vorgereinigtden und das Efgl-Protein durch
Affinitatschromatographie gereinigt werden. Mogkcleise kdnnte ein zweites Epitop am HA-
Efgl-Fusionprotein (z. B. ein V5-Epitop) die Reimig erleichtern, wie es beim TAPgndem-
Affinity- Purification)-Epitop beschrieben wird. Proteine rdiesem Epitop kdnnen lber zwei
verschiedene Affinitdtssdulen gereinigt werden, wod eine effiziente Reinigung von
Proteinen moglich ist (Knueset al, 2006).
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5 Zusammenfassung

Der humanpathogene Pizandida albicangasst sich durch verschiedene Wachstumsformen an
den menschlichen Wirt an und erhéht dadurch seimghogenitat. Hierbei hat der
Transkriptionsfaktor Efglp eine wichtige Bedeutudg,er die Ausbildung von Hefe-, Hyphen-
und Pseudohyphen-Zellformen, sowie die Induktionn v&hlamydosporen und den
Phanotypwechsel vompaque zu whiteZellformen erlaubt. Efglp gehdrt zur Gruppe der
APSES-Transkriptionsfaktoren, die die zellulare f@énzierung in Pilzen steuern. Diese
Proteine enthalten eine hoch konservierte ,APSE8W@®", die ein ,basic helix-loop-helix*
(bHLH)-Motiv enthalt. Efglp besitzt auRerdem an dénund C-terminalen Enden Glutamin-
reiche Regionen. Ziel dieser Arbeit war die Aufkiidg der Beziehungen zwischen Struktur und
Funktion des Efgl-Proteins. Hierfir wurden durcheesystematische Mutagenese &&451-
GensC. albicansStamme konstruiert, die unterschiedliche Efglpidfaen produzieren.

Es konnte gezeigt werden, dass die APSES-Domane dig unterschiedlichen
zellmorphologischen Phéanotypen eine essentiellekttam hat. Bei ihrem Fehlen wurde die
Hefeform nicht korrekt ausgebildet, sondern estanten stdbchenférmige Zellen; aul3erdem
wurden weder echte Hyphen, noch Pseudohyphen aldsje@usatzlich zur APSES-Domane
waren fur die Morphogenese von Chlamydosporen deitle Glutamin-reichen terminalen
Doméanen notwendig, wahrend fur den Wechsel vonogague-zur white-Zellform zusatzlich
die C-terminale Glutamin-reiche Domane in ihrer &etheit benotigt wurde.

Als globaler Regulator zeigt Efglp eine duale Fionidweise und kann als Aktivator und als
Repressor wirken. Fur die Hypheninduktion agiergIpf als Aktivator, der aber nach dem
Beginn der Hyphenbildung sein eigenes Transkripthiunegative Autoregulation dés-G1-
Promotors reprimiert. Durch ein Ein-Hybrid-Expermenit den Efglp-Varianten i@. albicans
konnte aufgeklart werden, dass die N-terminale &hin-reiche Doméane und ein C-terminaler
Bereich der APSES-Domaéne flr die Repressor-Aktiagnotigt wird.

Immunoblot-Analysen zeigten, dass Efglp in der [Bkteophorese statt mit der theoretischen
Molekularmasse von 61 kDa als eine Dreifachbande90nkDa lauft. Die Dreifachbande und
der Massenunterschied wird zum Teil durch Phospieomyng, aber hauptsachlich durch noch
unbekannte posttranslationale  Modifikationen  heyeoufen. Durch die Efglp-
Deletionsvarianten konnte gezeigt werden, dass Riesphorylierung des Efgl-Proteins
ausbleibt, wenn die bHLH-Domaéane fehlt und dass adeh Hauptanteil der weiteren, noch
unbekannten Modifikationen von der bHLH-Domane aigtdzw. in ihr lokalisiert ist.

Da Efglp als zentraler Regulator verschiedene fonktle Doméanen fir seine Aktivitat benétigt
und vermutlich aul3er durch Modifikationen durchenagierende Proteine seine Spezifitat
reguliert, wurde mit Vorversuchen zur Reinigung \Eiglp aus einent. albicansRohextrakt
begonnen. Hierbei zeigte sich, dass fur eine affekReinigung eine Affinitdtschromatographie
nicht ausreichend ist, sondern Vorreinigungen duregne Heparin- bzw. eine
Kationenaustauscherséaule notwendig sind.



Literaturverzeichnis 79

6 Literaturverzeichnis

Acar, M., Jafar-Nejad, H., Giagtzoglou, N., Yallamglli, S., David, G., He, Y., Delidakis, C., and
Bellen, H.J. (2006).Senseless physically interacts with proneuralgdnst and functions as a
transcriptional co-Activator. Developmeti33 1979-1989.

Aramayo, R., Peleg, Y., Addison, R., and Metzenbeydr. (1996).Asm-1+, aNeurospora crassgene
related to transcriptional regulators of fungal@lepment. Genetick44, 991-1003.

Ayer, D.E., and Eisenman, R.N.(1993). A switch from Myc:Max to Mad:Max heterocomplexes
accompanies monocyte/macrophage differentiatione&®ev/, 2110-2119.

Berger, S.L., Cress, W.D., Cress, A., Triezenber&.J., and Guarente, L.(1990).Selective inhibition
of activated but not basal transcription by theadicactivation domain of Vpl6: evidence for
transcriptional adaptors. Céll, 1199-1208.

Bergstrom, D.A., and Tapscott, S.J. (2001)Molecular distinction between specification and
differentiation in the myogenic basic helix-loophkeranscription factor family. Mol Cell Biol
21, 2404-2412.

Bernards, R. (1995).Transcriptional regulation. flipping the Myc switdB@urr Biol 5, 859-861.

Bernstein, B.E., Tong, J.K., and Schreiber, S.L(2000). Genomewide studies of histone deacetylase
function in yeast. Proc Natl Acad Sci U & 13708-13713.

Birnboim, H.C., and Doly, J. (1979).A rapid alkaline extraction procedure for scregniacombinant
plasmid DNA. Nucleic Acids Reg, 1513-1523.

Bockmiihl, D.P. (2001).Regulation der Morphogenese des humanpathogetmss Bandidaabicans
durch Komponenten eines cAMP-abhéngigen Signalwedmssertation, Heinrich-Heine-
Universitat.

Bockmdihl, D.P., and Ernst, J.F.(2001).A potential phosphorylation site for an A-type ldgeain the
Efgl regulator protein contributes to hyphal momgpeesis ofCandida albicansGeneticsl57,
1523-1530.

Bockmdihl, D.P., Krishnamurthy, S., Gerads, M., Sonaborn, A., and Ernst, J.F. (2001)Distinct and
redundant roles of the two protein kinase a isofofifpklp and Tpk2p in morphogenesis and
growth of Candida albicansMol Microbiol 42, 1243-1257.

Borneman, A.R., Hynes, M.J., and Andrianopoulos, A(2002).A basic Helix-Loop-Helix protein with
Ssimilarity to the fungal morphological regulatoPhd1p, Efglp and StuA, controls conidiation
but not dimorphic growth iRenicillium marneffeiMol Microbiol 44, 621-631.

Braun, B.R., Head, W.S., Wang, M.X., and Johnson, M. (2000).Identification and characterization
of TupZXregulated genes i@andida albicansGeneticsl56, 31-44.

Braun, B.R., Kadosh, D., and Johnson, A.D(2001).Nrg1, a repressor of filamentous growth @h
albicans is down-regulated during filament induction. EMBQ0, 4753-4761.

Brown, D.H., Jr., Giusani, A.D., Chen, X., and Kumanoto, C.A. (1999).Filamentous growth of
Candida albicangn response to physical environmental cues andegslation by the unique
CZF1gene. Mol Microbiol34, 651-662.

Buffo, J., Herman, M.A., and Soll, D.R.(1984). A characterization of pH-regulated dimorphism in
Candida albicansMycopathologia5, 21-30.

BufBmann, M. (2006) Untersuchung zur Zielsequenz-Erkennung des Tragatisregulators Efglp aus
Candida albicansDiplomarbeit, Heinrich-Heine-Universitat.

Calderone, R.A., and Braun, P.C(1991). Adherence and receptor relationshipsCaindida albicans
Microbiol Rev55, 1-20.



Literaturverzeichnis 80

Cao, F., Lane, S., Raniga, P.P., Lu, Y., Zhou, ZRamon, K., Chen, J., and Liu, H.(2006).The Flo8
transcription factor is essential for hyphal depebent and virulence i€andida albicansMol
Biol Cell 17, 295-307.

Cassola, A., Parrot, M., Silberstein, S., Magee, B., Passeron, S., Giasson, L., and Cantore, M.L.
(2004). Candida albicandacking the gene encoding the regulatory subuijirotein kinase a
displays a defect in hyphal formation and an aftelacalization of the catalytic Subunit.
Eukaryot Cell3, 190-199.

Cassone, A., Sullivan, P.A.,, and Shepherd, M.G.(1985). N-acetyl-D-glucosamine-induced
morphogenesis i€andida albicansMicrobiologica8, 85-99.

Charizanis, C., Juhnke, H., Krems, B., and Entian,K.D. (1999). The oxidative stress response
mediated via Pos9/Skn7 is negatively regulated Hey Ras/PKA pathway iisaccharomyces
cerevisiae Mol Gen Gene61, 740-752.

Chen, J., Chen, J., Lane, S., and Liu, H. (2002\ conserved mitogen-activated protein kinase pathw
is required for mating i€andida albicansMol Microbiol 46, 1335-1344.

Chou, T.Y., Dang, C.V., and Hart, G.W.(1995a).Glycosylation of the c-myc transactivation domain.
Proc Natl Acad Sci U S A2, 4417-4421.

Chou, T.Y., Hart, G.W., and Dang, C.V.(1995b). c-myc is glycosylated at threonine 58, a known
phosphorylation site and a mutational hot spoyimghomas. J Biol Che270, 18961-18965.

Csank, C., Schroppel, K., Leberer, E., Harcus, DMohamed, O., Meloche, S., Thomas, D.Y., and
Whiteway, M. (1998).Roles of theCandida albicangnitogen-activated protein kinase homolog,
Ceklp, in hyphal development and systemic candgiifect Immur66, 2713-2721.

Cutler, J.E. (1991).Putative virulence factors @fandida albicansAnnu Rev Microbiol5, 187-218.

Dai, S., Petruccelli, S., Ordiz, M.l., Zhang, Z., @en, S., and Beachy, R.N2003) Functional analysis
of Rf2a, a rice transcription factor. J Biol Ch@if8 36396-36402.

Davis, D., Wilson, R.B., and Mitchell, A.P.(2000). Rim101-Dependent and-independent pathways
govern pH responses @andida albicansMol Cell Biol 20, 971-978.

Davis, R.L., Cheng, P.F., Lassar, A.B., and Weinttab, H. (1990) The MyoD DNA binding domain
contains a recognition code for muscle-specificegectivation. Cel60, 733-746.

de la Serna, I.L., Ohkawa, Y., Berkes, C.A., Bergatm, D.A., Dacwag, C.S., Tapscott, S.J., and
Imbalzano, A.N. (2005).MyoD targets chromatin remodeling complexes tortty@genin locus
prior to forming a stable DNA-bound complex. Mollld&ol 25, 3997-4009.

Dennig, J., Beato, M., and Suske, G1996). An inhibitor domain in Sp3 regulates its glutamiith
activation domains. Embolb, 5659-5667.

Doedt, T. (2000) Untersuchung der Regulation und DNA-Bindung deen$kriptionsfaktors Efglp aus
Candida albicansDiplomarbeit, Heinrich-Heine-Universitat.

Doedt, T. (2004). Transkriptionelle Steuerung von Morphogenese uncetalblismus des
humanpathogenen PilzeSandida dlbicansdurch die APSES-Proteine Efglp und Efhlp.
Dissertation, Heinrich-Heine-Universitat, Dissefdor

Doedt, T., Krishnamurthy, S., Bockmuhl, D.P., Tebath, B., Stempel, C., Russell, C.L., Brown, A.J.,
and Ernst, J.F. (2004). APSES proteins regulate morphogenesis and mesabali Candida
albicans Mol Biol Cell 15, 3167-3180.

Dujardin, L., Walbaum, S., and Biguet, J. (1980a)Chlamydosporulation i€andida albicanscourse

of the morphogenesis; influence of light and sowdlegsity. Ann Microbiol (Paris)31A 141-
149.



Literaturverzeichnis 81

Dujardin, L., Walbaum, S., and Biguet, J. (1980b)Effect of glucose and nitrogen concentrations on
the morphology ofCandida albicansand the formation of chlamydospores in synthetiltuce
media. Mycopathologi@l, 113-118.

Dutton, J.R., Johns, S., and Miller, B.L.(1997) StuAp is a sequence-specific transcription fathat
regulates developmental complexityAspergillus nidulansEmbo J16, 5710-5721.

Ellenberger, T., Fass, D., Arnaud, M., and Harrison S.C. (1994).Crystal structure of rranscription
factor E47: E-Box recognition by a basic regioniki€lbop-Helix dimer. Genes Deg, 970-980.

Enjalbert, B., Nantel, A., and Whiteway, M. (2003). Stress-induced gene expressionGandida
albicans absence of a general stress response. Mol Blbll@e1460-1467.

Ernst, J.F. (2000).Transcription factors ilandida albicans environmental control of morphogenesis.
Microbiology 146 (Pt 8) 1763-1774.

Faiola, F., Liu, X., Lo, S., Pan, S., Zhang, K., Lyar, E., Farina, A., and Martinez, E. (2005).Dual
regulation of c-Myc by P300 via acetylation-departdeontrol of Myc protein rurnover and
coactivation of Myc-induced transcription. Mol CBlbl 25, 10220-10234.

Feng, Q., Summers, E., Guo, B., and Fink, G1999) Ras signaling is required for serum-induced
hyphal differentiation irCandida albicansJ Bacterioll81, 6339-6346.

Ferre-D'Amare, A.R., Prendergast, G.C., Ziff, E.B.,and Burley, S.K.(1993).Recognition by Max of
its cognate DNA through a dimeric B/HIh/Z domairathire363 38-45.

Fonzi, W.A., and Irwin, M.Y. (1993). Isogenic strain construction and gene mappingcamdida
albicans Geneticsl34, 717-728.

Fu, Y., Ibrahim, A.S., Sheppard, D.C., Chen, Y.C.French, S.W., Cutler, J.E., Filler, S.G., and
Edwards, J.E., Jr. (2002).Candida albicansAls1p: an adhesin that is a downstream effector of
the Efglfilamentation pathway. Mol Microbial4, 61-72.

Gimeno, C.J., and Fink, G.R.(1994).Induction of pseudohyphal growth by overexpressibPhdl, a
Saccharomyces cerevisigene related to transcriptional regulators of alrdevelopment. Mol
Cell Biol 14, 2100-2112.

Gimeno, C.J., Ljungdahl, P.O., Styles, C.A., and Rk, G.R. (1992) Unipolar cell divisions in the
yeastS. cerevisiadead to filamentous growth: regulation by stawatand Ras. Ceb8, 1077-
1090.

Giniger, E., Varnum, S.M., and Ptashne, M.(1985). Specific DNA binding of Gal4, a positive
regulatory protein of yeast. Cdl0, 767-774.

Giusani, A.D., Vinces, M., and Kumamoto, C.A.(2002). Invasive filamentous growth dfandida
albicansis promoted by Czflp-dependent relief of Efglp-iatmtl repression. Genetid$60
1749-1753.

Goettsch, S., and Bayer, R2002) Structural attributes in the conjugation of uliiopy SUMO and RUB
to protein substrates. Front Bio3¢ial48-162.

Golemis, E.A., and Khazak, X.(1994). Alternative yeast two-hybrid system: the interawctirap and
interaction mating. Methods in Molecular Biolo@hapter 60

Gorg, A., Obermaier, C., Boguth, G., Csordas, A., &z, J.J., and Madjar, J.J.(1997) Very alkaline
immobilized pH gradients for two-dimensional eleginoresis of ribosomal and nuclear proteins.
Electrophoresid 8, 328-337.

Gorg, A., Obermaier, C., Boguth, G., Harder, A., Skeibe, B., Wildgruber, R., and Weiss, W.
(2000) The current state of two-dimensional electropbisrevith immobilized pH gradients.
Electrophoresi®l, 1037-1053.

Gorg, A., Weiss, W., and Dunn, M.J(2004) Current two-dimensional electrophoresis technylimy
proteomics. Proteomia 3665-3685.



Literaturverzeichnis 82

Gow, N.A., Brown, A.J., and Odds, F.C(2002) Fungal morphogenesis and host invasion. Curr Opin
Microbiol 5, 366-371.

Greenspan, D., and Greenspan, J.S. (1996jIV-related oral disease. Lan@48 729-733.

Gregory, M.A., and Hann, S.R. (2000).c-Myc proteolysis by the ubiquitin-proteasome pafiw
stabilization of c-Myc in burkitt's lymphoma celldol Cell Biol 20, 2423-2435.

Hassan, A.H., Prochasson, P., Neely, K.E., GalaskisS.C., Chandy, M., Carrozza, M.J., and
Workman, J.L. (2002). Function and selectivity of bromodomains in anahgrchromatin-
modifying complexes to promoter nucleosomes. CEll 369-379.

Hilbig, J. (2004). Untersuchungen uur DNA-Spezifitdit des morpholdgsc Regulators Efglp des
humanpathogenen Pilz€sndida albicansHeinrich-Heine-Universitat.

Hoving, S., Gerrits, B., Voshol, H., Muller, D., Rberts, R.C., and van Oostrum, J. (2002).
Preparative two-dimensional gel electrophoresialkdline pH using narrow range immobilized
pH gradients. Proteomi& 127-134.

Hoyer, L.L., Payne, T.L., Bell, M., Myers, A.M., ard Scherer, S.(1998).Candida albicans ALS&nd
insights into the nature of tHe.S gne gamily. Curr Gen&3, 451-459.

Huang, Z., Traugh, J.A., and Bishop, J.M.(2004).Negative Control of the Myc Protein by the Stress-
Responsive Kinase Pak2. Mol Cell Bitll, 1582-1594.

Jayaraman, P.S., Hirst, K., and Goding, C.R(1994).The activation domain of a basic helix-loop-helix
protein is masked by repressor interaction with dios distinct from that required for
transcription regulation. EmbolB, 2192-2199.

Jensen, O.N. (2004). Modification-specific proteomics: characterizationf post-translational
modifications by mass spectrometry. Curr Opin Cliah 8, 33-41.

Johnson, S.E., Wang, X., Hardy, S., Taparowsky, E.Jand Konieczny, S.F. (1996)Casein kinase Il
increases the transcriptional activities of MRF4d aMlyoD independently of their direct
phosphorylation. Mol Cell Biol6, 1604-1613.

Joshi, K.R., Solanki, A., and Prakash, P(1993) Morphological identification ofCandidaspecies on
glucose agar, rice extract agar and corn meal &ghrand without Tween-80. Indian J Pathol
Microbiol 36, 48-52.

Kadosh, D., and Johnson, A.D(2001).Rfgl, a protein related to tf8accharomyces cerevisibgpoxic
regulatorRox1, controls filamentous growth and virulencedandida albicansMol Cell Biol 21,
2496-2505.

Kadosh, D., and Struhl, K. (1997).Repression by Ume6 involves recruitment of a cexglontaining
Sin3 corepressor and Rpd3 histone deacetylaseget fgromoters. Ce89, 365-371.

Khoudoli, G.A., Porter, .M., Blow, J.J., and Swedbw, J.R. (2004) Optimisation of the two-
dimensional gel electrophoresis protocol usingdgeichi approach. Proteome 3¢b.

Kikuchi, A., Kishida, S., and Yamamoto, H.(2006) Regulation of Wnt signaling by protein-protein
interaction and post-translational modificationsp 8ol Med 38, 1-10.

Kim, T.S., Kim, H.Y., Yoon, J.H., and Kang, H.S. (B04). Recruitment of the Swi/Snf complex by
Stel2-Tecl promotes Flo8-Mssll-mediated activatibrbtal expression. Mol Cell Bid4,
9542-9556.

Kohler, J.R., and Fink, G.R. (1996).Candida albicansstrains heterozygous and homozygous for
mutations in mitogen-activated protein kinase diggacomponents have defects in hyphal
development. Proc Natl Acad Sci U 8, 13223-13228.

Kudlow, J.E. (2006). Post-translational modification by O-GIcNAc: anathway to change protein
function. J Cell Biocher88, 1062-1075.



Literaturverzeichnis 83

Kumamoto, C.A., and Vinces, M.D.(2005) Contributions of hyphae and hypha-co-regulatategeo
Candida albicanwirulence. Cell Microbiol7, 1546-1554.

Kurdistani, S.K., Robyr, D., Tavazoie, S., and Grustein, M. (2002). Genome-wide binding map of
the histone deacetylase Rpd3 in yeast. Nat GIe48-254.

Kvaal, C., Lachke, S.A., Srikantha, T., Daniels, K.McCoy, J., and Soll, D.R(1999).Misexpression
of the opaque-phase-specific gePiEP1 (SAP) in the white phase dfandida albicanconfers
increased virulence in a mouse model of cutanadastion. Infect Immuré7, 6652-6662.

Kvaal, C.A., Srikantha, T., and Soll, D.R. (1997)Misexpression of the white-phase-specific gene
WH11in the opaque phase @fandida albicansaffects switching and virulence. Infect Immun
65, 4468-4475.

Kwon, S.J., Choi, E.Y., Choi, Y.J., Ahn, J.H., andPark, O.K. (2006). Proteomics studies of post-
translational modifications in plants. J Exp Ba@f 1547-1551.

Lachke, S.A., Lockhart, S.R., Daniels, K.J., and 3lp D.R. (2003). Skin facilitatesCandidaabicans
mating. Infect Immury1, 4970-4976.

Lan, C.Y., Newport, G., Murillo, L.A., Jones, T., Sherer, S., Davis, R.W., and Agabian, N2002).
Metabolic specialization associated with phenotygigtching in Candida albicansProc Natl
Acad Sci U S A99, 14907-14912.

Land, G.A., McDonald, W.C., Stjernholm, R.L., and Riedman, T.L. (1975). Factors affecting
filamentation in Candida albicans relationship of the uptake and distribution oblpre to
morphogenesis. Infect Immuri, 1014-1023.

Lane, S., Birse, C., Zhou, S., Matson, R., and LiuH. (2001a). DNA array studies demonstrate
convergent regulation of virulence factors by Cp@fph2, and Efgl iitCandida albicansJ Biol
Chem276, 48988-48996.

Lane, S., Zhou, S., Pan, T., Dai, Q., and Liu, H2001b).The basic helix-loop-helix transcription factor
Cph2 regulates hyphal developmenCandida albicangartly via Tecl. Mol Cell BioR1, 6418-
6428.

Leberer, E., Harcus, D., Dignard, D., Johnson, L.Ushinsky, S., Thomas, D.Y., and Schroppel, K.
(2001). Ras links cellular morphogenesis to virulence bgutation of the MAP kinase and
cAMP signalling pathways in the pathogenic fun@andida albicansMol Microbiol 42, 673-
687.

Leng, P., Lee, P.R., Wu, H., and Brown, A.J(2001) Efgl, a morphogenetic regulator @Gandida
albicans is a sequence-specific DNA binding protein. JtBaol 183 4090-4093.

Lin, Y.S., Ha, |.,, Maldonado, E., Reinberg, D., andGreen, M.R. (1991).Binding of general
transcription factor TFIlb to an acidic activatiregion. Nature353 569-571.

Liu, H., Kohler, J., and Fink, G.R. (1994) Suppression of hyphal formation @andida albicandoy
mutation of &STE1Zhomolog. Scienc266, 1723-1726.

Lo, H.J., Kohler, J.R., DiDomenico, B., LoebenbergD., Cacciapuoti, A., and Fink, G.R.(1997).
NonfilamentousC. albicansmutants are avirulent. C&lD, 939-949.

Luscher, B. (2001). Function and regulation of the transcription fastof the Myc/Max/Mad network.
Gene277, 1-14.

Ma, P.C., Rould, M.A., Weintraub, H., and Pabo, C.O (1994). Crystal structure of MyoD bHLH
domain-DNA complex: perspectives on DNA recognitiand implications for transcriptional
activation. Cell77, 451-459.

Magee, B.B., Legrand, M., Alarco, A.M., Raymond, M. and Magee, P.T(2002).Many of the genes
required for mating inSaccharomyces cerevisia@e also required for mating iGandida
albicans.Mol Microbiol 46, 1345-1351.



Literaturverzeichnis 84

Maidan, M.M., De Rop, L., Serneels, J., Exler, SRupp, S., Tournu, H., Thevelein, J.M., and Van
Dijck, P. (2005) The G protein-coupled Receptor Gprl and the Gajpbtein Gpa2 act through
the cAMP-protein kinase A pathway to induce mormasis inCandida albicansMol Biol
Cell 16, 1971-1986.

Mann, M., and Jensen, O.N.(2003). Proteomic analysis of post-translational modifimas. Nat
Biotechnol21, 255-261.

Mao, X., Cao, F., Nie, X., Liu, H., and Chen, J. @06). The Swi/Snf chromatin remodeling complex is
essential for hyphal development@andida albicansFEBS Lett580, 2615-2622.

Martens, J.A., and Winston, F.(2003). Recent advances in understanding chromatin renmgdbly
Swi/Snf complexes. Curr Opin Genet DEY 136-142.

Massari, M.E., and Murre, C. (2000). Helix-loop-helix proteins: regulators of transcigot in
eucaryotic organisms. Mol Cell Bi@b, 429-440.

McCullough, M.J., Ross, B.C., and Reade, P.(d1996). Candida albicansa review of its history,
taxonomy, epidemiology, virulence attributes, anethnds of strain differentiation. Int J Oral
Maxillofac Surgz5, 136-144.

Mclintosh, E.M. (1993).MCB elements and the regulation of DNA replicatgenes in yeast. Curr Genet
24, 185-192.

Meshi, T., and lwabuchi, M. (1995) Plant transcription factors. Plant Cell Phy$6] 1405-1420.
Miller, J. Experiments in molecular genetics. Cold Springlldat_aboratory Press.

Miller, K.Y., Wu, J., and Miller, B.L. (1992) StuA is required for cell pattern formationAspergillus
Genes DeW, 1770-1782.

Miller, M.G., and Johnson, A.D. (2002) White-opaque switching i€@andida albicanss controlled by
mating-type locus homeodomain proteins and alldfisient mating. Cell110, 293-302.

Mitchell, P.J., and Tjian, R. (1989).Transcriptional regulation in mammalian cells bywsence-specific
DNA binding proteins. Scienc#5, 371-378.

Miwa, T., Takagi, Y., Shinozaki, M., Yun, C.W., Sclell, W.A., Perfect, J.R., Kumagai, H., and
Tamaki, H. (2004) Gprl, a putative G-protein-coupled receptor, l@gs morphogenesis and
hypha formation in the pathogenic fundtiandida albicansEukaryot Cell3, 919-931.

Murad, A.M., d'Enfert, C., Gaillardin, C., Tournu, H., Tekaia, F., Talibi, D., Marechal, D.,
Marchais, V., Cottin, J., and Brown, A.J.(2001a) Transcript profiling inCandida albicans
reveals new cellular functions for the transcripéibrepressor€arupl, CaMigl and CaNrg1.
Mol Microbiol 42, 981-993.

Murad, A.M., Leng, P., Straffon, M., Wishart, J., Macaskill, S., MacCallum, D., Schnell, N., Talibi,
D., Marechal, D., Tekaia, F., d'Enfert, C., Gailladin, C., Odds, F.C., and Brown, A.J.
(2001b). NRG1 represses yeast-gypha morphogenesis and hyphdispgene expression in
Candida albicansEmbo J20, 4742-4752.

Murre, C., McCaw, P.S., Vaessin, H., Caudy, M., JarL.Y., Jan, Y.N., Cabrera, C.V., Buskin, J.N.,
Hauschka, S.D., Lassar, A.B., and et a[1989) Interactions between heterologous helix-loop-
helix proteins generate complexes that bind spadifi to a common DNA sequence. CB8,
537-544.

Nagl, N.G., Jr., Zweitzig, D.R., Thimmapaya, B., Bek, G.R., Jr., and Moran, E.(2006).The c-myc
gene is a direct target of mammalian Swi/Snf-relatemplexes during differentiation-associated
cell cycle arrest. Cancer R6é6, 1289-1293.

Naglik, J.R., Challacombe, S.J., and Hube, B2003).Candida albicansecreted aspartyl proteinases
in virulence and pathogenesis. Microbiol Mol Biagd\w67, 400-428.



Literaturverzeichnis 85

Neely, K.E., Hassan, A.H., Brown, C.E., Howe, L., ral Workman, J.L. (2002) Transcription
activator interactions with multiple Swi/Snf subtsniMol Cell Biol22, 1615-1625.

Neuhold, L.A., and Wold, B. (1993)HLH forced dimers: tethering MyoD to E47 generaeafominant
positive myogenic factor insulated from negativgulation by Id. Cell74, 1033-1042.

Odds, F.C.(1994) Pathogenesis @andidainfections. J Am Acad Dermat8ll, S2-5.

Odds, F.C., Webster, C.E., Mayuranathan, P., and 8imons, P.D.(1988) Candidaconcentrations in
the vagina and their association with signs andpsgms of vaginal candidosis. J Med Vet Mycol
26, 277-283.

Parker, D., Jhala, U.S., Radhakrishnan, I., Yaffe M.B., Reyes, C., Shulman, A.l., Cantley, L.C.,
Wright, P.E., and Montminy, M. (1998) Analysis of an activator:coactivator complex rage
an essential role for secondary structure in trgoisanal activation. Mol Cel, 353-359.

Patel, J.H., Du, Y., Ard, P.G., Phillips, C., Cardh, B., Chen, C.J., Rakowski, C., Chatterjee, C.,
Lieberman, P.M., Lane, W.S., Blobel, G.A., and McMhon, S.B. (2004). The c-myc
oncoprotein is a substrate of the acetyltransferdtgcnS5/Pcaf and Tip60. Mol Cell Bid4,
10826-10834.

Pfaller, M.A. (1996). Nosocomial candidiasis: emerging species, reservand modes of transmission.
Clin Infect Dis22 Suppl 2589-94.

Pugh, B.F., and Tjian, R. (1990) Mechanism of transcriptional activation by Spiadence for
coactivators. Celb1, 1187-1197.

Robertson, L.S., Causton, H.C., Young, R.A., and Rk, G.R. (2000). The yeast A kinases
differentially regulate iron uptake and respiratéumction. Proc Natl Acad Sci U S 97, 5984-
5988.

Robinson, K.A., and Lopes, J.M.(2000). Survey and summargaccharomyces cerevisibasic helix-
loop-helix proteins regulate diverse biologicalgesses. Nucleic Acids R28, 1499-1505.

Rocha, C.R., Schroppel, K., Harcus, D., Marcil, A.,Dignard, D., Taylor, B.N., Thomas, D.Y.,
Whiteway, M., and Leberer, E. (2001). Signaling through adenylyl cyclase is essential fo
hyphal growth and virulence in the pathogenic flex@andida albicansMol Biol Cell 12, 3631-
3643.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989 Molecular cloning: a laboratory manual™®?2
Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press NY.

Schroppel, K., Sprosser, K., Whiteway, M., ThomasD.Y., Rollinghoff, M., and Csank, C.(2000).
Repression of hyphal proteinase expression by thegen-activated protein (MAP) kinase
phosphatase Cpplp 6fndida albicanss independent of the MAP kinase Ceklp. Infect Immu
68, 7159-7161.

Seo, J., and Lee, K.J(2004). Post-translational modifications and their biogagifunctions: proteomic
analysis and systematic approaches. J Biochem BB, 35-44.

Setiadi, E. (2002). Charakterisierung der cAMP-abhangigen Proteinlkina®iml5p des
humanpathogenen PilzesCandida albicans Diplomarbeit, Heinrich-Heine-Universitat,
Dusseldorf.

Setiadi, E.R., Doedt, T., Cottier, F., Noffz, C., rd Ernst, J.F. (2006) Transcriptional response of
Candida albicando hypoxia: linkage of oxygen sensing and Efglgptatory networks. J Mol
Biol 361, 399-411.

Sharkey, L.L., McNemar, M.D., Saporito-lIrwin, S.M., Sypherd, P.S., and Fonzi, W.A.(1999).
HWP1functions in the morphological development@dndida albicangdownstream oEFG1,
TUP1,andRBF1 J Bacterioll81, 5273-5279.



Literaturverzeichnis 86

Sheppard, D.C., Doedt, T., Chiang, L.Y., Kim, H.S.Chen, D., Nierman, W.C., and Filler, S.G.
(2005). The Aspergillus fumigatusStuA protein governs the up-regulation of a diszre
transcriptional program during the acquisition evelopmental competence. Mol Biol CéBb,
5866-5879.

Sherman, F., Fink, G.R., and Hicks, J.B. (1986)Laboratory course manual for methods in yeast
genetics.: Cold Spring Harbour, NY.

Sherwood, J., Gow, N.A., Gooday, G.W., Gregory, D.Wand Marshall, D. (1992) Contact sensing in
Candida albicansa possible aid to epithelial penetration. J Med Mycol 30, 461-469.

Shimizu, M., Takahashi, K., Lamb, T.M., Shindo, H.,and Mitchell, A.P. (2003). Yeast Ume6p
repressor permits activator binding but restricBPTbinding at theHOP1 promoter. Nucleic
Acids Res31, 3033-3037.

Slutsky, B., Staebell, M., Anderson, J., Risen, LRfaller, M., and Soll, D.R. (1987)"White-opaque
Transition": a second high-frequency switching egstnCandida albicansJ Bacterioll69, 189-
197.

Smith, A., Ward, M.P., and Garrett, S. (1998).Yeast PKA represses Msn2p/Msn4p-dependent gene
expression to regulate growth, stress responseghmadgen accumulation. Embo 1¥, 3556-
3564.

Sobel, J.D.(1997).Vaginitis. N Engl J Med37, 1896-1903.

Sonneborn, A. (1999).Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors Efglp whad Proteinkinase A
(Catpk2p) fur die Morphogenese des humanpathog®@ileas Candida albicans Dissertation,
Heinrich-Heine-Universitat.

Sonneborn, A., Bockmuhl, D.P., and Ernst, J.F(1999a). Chlamydospore formation i€andida
albicansrequires the Efglp morphogenetic regulator. Infiechun67, 5514-5517.

Sonneborn, A., Tebarth, B., and Ernst, J.F(1999b).Control of white-opaque phenotypic switching in
Candida albicandy the Efglp morphogenetic regulator. Infect Immnin4655-4660.

Srikantha, T., Tsai, L.K., Daniels, K., and Soll, DR. (2000).Efgl null mMutants ofCandidaabicans
switch but cannot express the complete phenotypehde-phase budding cells. J Bacterd@?,
1580-1591.

Stancovski, I., Gonen, H., Orian, A., Schwartz, A.L, and Ciechanover, A. (1995)Degradation of the
proto-oncogene product c-Fos by the ubiquitin pigtec systemin vivo and in vitro:
identification and characterization of the conjiulggienzymes. Mol Cell Biol5, 7106-7116.

Stoldt, V.R., Sonneborn, A., Leuker, C.E., and Erns J.F. (1997). Efglp, an essential regulator of
morphogenesis of the human patho@andida albicansis a member of a conserved class of
bHLH proteins regulating morphogenetic processdsngi. Embo J16, 1982-1991.

Suckow, P.E., and Hollenberg, C.P(1998).The activation specificities of wild-type and mutt&cn-4p
in vivo can be different form the DNA binding specificgtief the corresponding bZip peptidas
vitro. J. Mol. Biol.276, 887-902.

Sundstrom, P. (2002)Adhesion inCandidaSpp. Cell Microbiol4, 461-469.

Tanaka, M., Clouston, W.M., and Herr, W. (1994). The Oct-2 glutamine-rich and proline-rich
activation domains can synergize with each otherdoplicates of themselves to activate
transcription. Mol Cell BiolL4, 6046-6055.

Tapscott, S.J. (2005)The circuitry of a master switch: MyoD and theulegion of skeletal muscle gene
transcription. developmedB2, 2685-2695.

Tebarth, B. (2001). Regulation der Expression deBFG1-Gens in der Morphogenese des
humanpathogenen Pilz€sndida albicansHeinrich-Heine-Universitat.



Literaturverzeichnis 87

Tebarth, B., Doedt, T., Krishnamurthy, S., Weide, M, Monterola, F., Dominguez, A., and Ernst,
J.F. (2003). Adaptation of the Efglp morphogenetic pathwayCendida albicansoy negative
autoregulation and PKA-dependent repression oEfgé&gene. J Mol BioB29, 949-962.

Towbin, H., Staehelin, T., and Gordon, J. (1979).Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: pdoce and some applications. Proc Natl Acad
Sci U S A76, 4350-4354.

Treier, M., Staszewski, L.M., and Bohmann, D(1994) Ubiquitin-dependent c-Jun degradatinrvivo
is mediated by the delta domain. C&8| 787-798.

Tsong, A.E., Miller, M.G., Raisner, R.M., and Johnsn, A.D. (2003).Evolution of a combinatorial
transcriptional dircuit: a case study in yeastdl CE5 389-399.

Uesugi, M., Nyanguile, O., Lu, H., Levine, A.J., athVerdine, G.L. (1997).Induced alpha helix in the
Vp1l6 activation domain upon binding to a human Baience277, 1310-1313.

Vinces, M.D., Haas, C., and Kumamoto, C.A. (2006)Expression of theCandida albicans
morphogenesis regulator ge@&F1 and its regulation by Efglp and Czflp. Eukaryotl Ge
825-835.

Voronova, A., and Baltimore, D.(1990). Mutations that disrupt DNA binding and dimer formoatin
the E47 helix-loop-helix protein MAP to distinctmains. Proc Natl Acad Sci U S &V, 4722-
4726.

Walsh C.T., G.-T.S.u.G.G.J. (2005). Posttranslationale Proteinmodifikation: Die Chemizer
Proteomdiversifizierung. Wiley-VCH Verlag GmbH.

Ward, M.P., Gimeno, C.J., Fink, G.R., and Garrett, S. (1995).Sok2 may regulate cyclic AMP-
dependent protein kinase-stimulated growth and gm®phal development by repressing
transcription. Mol Cell BiollL5, 6854-6863.

Watt, K., Jess, T.J., Kelly, S.M., Price, N.C., and/icEwan, 1.J. (2005).Induced alpha-helix structure
in the aryl hydrocarbon receptor transactivatiomdm modulates protein-protein interactions.
Biochemistry44, 734-743.

Wendt, H., Thomas, R.M., and Ellenberger, T.(1998). DNA-mediated folding and assembly of
MyoD-E47 heterodimers. J Biol Che273 5735-5743.

Wey, S.B., Mori, M., Pfaller, M.A., Woolson, R.F.,and Wenzel, R.P.(1988). Hospital-acquired
candidemia. The attributable mortality and excesgth of stay. Arch Intern Metl48 2642-
2645.

Whiteway, M., Dignard, D., and Thomas, D.Y.(1992). Dominant negative selection of heterologous
genes: isolation o€andida albicangenes that interfere witBaccharomyces cerevisiagating
factor-induced cell cycle arrest. Proc Natl Acadl$& A 89, 9410-9414.

Wilson, R.B., Davis, D., Enloe, B.M., and Mitchell A.P. (2000).A recyclableCandida albicans URA3
cassette for PCR product-directed gene disruptiéeastl16, 65-70.

Zheng, X., and Wang, Y.(2004). Hgcl, a novel hypha-dpecific G1 cyclin-related pmotregulates
Candida albicansyphal morphogenesis. Emb@3 1845-1856.

Zorbas, F.L.H. (1998).Bioanalytik. Spektrum, Akad. Verl.

Zordan, R.E., Galgoczy, D.J., and Johnson, A.D. (B8). Epigenetic properties of white-opaque
switching inCandida albicansare based on a self-sustaining transcriptionaltfaek loop. Proc
Natl Acad Sci U S AL03 12807-12812.



Abklrzungsverzeichnis

88

7  Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

M mikro

A Adenin

Abb. Abbildung

Ac Acetat

AD Aktivierungsdomane
Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat
ARS Autonom replizierende Sequenz
AS Aminosaure

ATP Adenosin-5-triphosphat
b (bp) Basen (Basenpaare)
BD DNA-Bindedomane

bHLH basic Helix-Loop-Helix
bidest. bidestilliert

BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise
C Cytosin

C. albicangCandida albicans
CASA Casaminosauren
cDNA komplementare DNA

ChiP Chromatinimmunprazipitaion
DMSO Demethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxinukleotid

DTT 1,4-Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
Efglp Efgl-Protein
Efhlp Efh1-Protein

Fa. Firma

g Gramm

G Guanin

h Stunde

HA Hamagglutinin

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

IP Immunprazipitation

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LacZ 3-Galaktosidase-Gen abs coli
LB Nahrmedium nach Luria-Bertani
M Molar

MAP mitogen activated protein

MCB Mlul cell cycle box
MCS multiple cloning site

min

mM
MOPS
mMRNA
nm
ODx
ONPG

ORF
PAA
PBS
PCK1p
PCR
PEG
pH

PKA
PMSF
POD
RNA
RNase
mMRNA
rRNA
RT

Sc
SDS
Ss
SSC
3-Gal
SSPE

Tab.
TAE
TBE

TE
TEMED

Tris
u.a.

Upm
vgl.

Minuten

Milliliter

Millimolar
4-Morpholinopropansulfonsaure
messenger RNA

Nanometer

optische Dichte bei = x nm
o-Nitrophenyl 3-D-
Galactopyranosid

offener Leserahmen
Polyacrylamid

Phosphate buffered saline

PCK1-Promotor

‘polymerase chain reaction’
Polyethylenglycol

negativer dekadischer
Logarithmus der

Wasserstoffionen-konzentration
Proteinkinase A
Phenylmethyl-Sulfonyl Fluorid
Peroxidase
Ribonukleinséaure
Ribonuklease

messanger RNA
ribosomale RNA
Raumtemperatur

Sekunde
Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat
Einzelstrang

standard saline citrate
3-Galaktosidase

saline sodiumphosphat-EDTA
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

Umdrehungen pro Minute
vergleiche
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X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoly3-D-
galactopyranosid

YCB Yeast carbon base

YNB Yeast nitrogen base

YPD Yeast extract-Pepton-Dextrose
(Vollmedium)

WT Wildtyp

z. B. zum Beispiel
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Ein- und Dreibuchstabencodes flir

Aminosauren

Ade
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Iso
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

<s<40TVOTVZZIrX"IOTMOO>»

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