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1 Einleitung 
Weltweit sterben die meisten Menschen an Herz-Kreislauf-Leiden. Auf Platz 2 mit ungefähr 16 % 

folgen Todesfälle durch Infektionskrankheiten (Datengrundlage World Health Organization; 2008). 

Einen erheblichen Anteil haben hierbei besonders die Infektionskrankheiten, welche in 

Entwicklungsländern stark verbreitet sind. So machten 2008 Infektionen und parasitäre 

Krankheiten in den Entwicklungsländern 34 Prozent aller Todesfälle aus, in den Industrieländern 

dagegen nur etwa zwei Prozent. Zu den am weitesten verbreiteten Infektionskrankheiten in 

Entwicklungsländern zählen Tuberkulose und Malaria (Goldberg et al., 2012). Im Gegensatz hierzu 

werden Pilz-Erkrankungen und die daraus resultierenden Todesfälle oft außer Acht gelassen. So 

wurde kürzlich berichtet, dass durch invasive Pilzerkrankungen (Mykosen) genauso viele, wenn 

nicht sogar mehr, Menschen sterben als an Tuberkulose oder Malaria (Brown et al., 2012). Mehr als 

90 % aller gemeldeten Todesfälle verursacht durch Pilze resultieren aus Arten, die zu einem von 

vier Gattungen gehören: Candida-, Aspergillus-, Cryptococcus- und Pneumocystis-Spezies. 

Von der Vielzahl an Pilzen, die in der Natur vorkommen, können nach Schätzungen nur etwa 

100 Spezies Krankheiten des Menschen verursachen (Moran et al., 2011). Humanpathogene Pilze 

können in zwei Klassen unterteilt werden: primäre Pathogene und opportunistische Pathogene. 

Primäre Pathogene sind als „professionelle Pathogene“ in der Lage, gesunde Individuen zu 

infizieren, während opportunistische Pathogene in erster Linie Erkrankungen in 

immungeschwächten Patienten hervorrufen (van Burik & Magee, 2001). Zu den primären 

Pathogenen gehören beispielsweise Coccidioides immitis und Histoplasma capsulatum, deren 

natürliches Habitat der Erdboden ist und die durch Einatmen den Menschen infizieren und sich 

verbreiten (Sil & Andrianopoulos, 2014). Die meisten humanpathogenen Pilze gehören jedoch zu 

den opportunistischen Krankheitserregern, hierzu zählen beispielsweise Candida-Spezies, 

Cryptococcus neoformans und Aspergillus fumigatus (Moran et al., 2011). Die opportunistisch 

humanpathogenen Pilze können entweder in der Umwelt vorkommen, wie z. B. A. fumigatus, oder 

als Kommensale in gesunden Individuen, wie z. B. Candida albicans (d'Enfert, 2009). 

Das Verständnis der Interaktionen von Pilz- und humanen Zellen ist entscheidend für eine 

effiziente Behandlung von Mykosen. Die Zellwand zählt durch ihre stabilisierenden und 

schützenden Eigenschaften zu den wichtigsten Organellen der Pilze. Ihre starre und feste Form 

schützt die Zelle vor mechanischem Druck, während die aus Mannoproteinen bestehende äußere 

Zellwandschicht Schutz vor defensiven Enzymen und anderen Molekülen des Wirtes gewährleistet 

(Heilmann et al., 2012). Somit spielt die Zusammensetzung der Zellwand für die Pathogenität des 

humanpathogenen Pilzes C. albicans eine wichtige Rolle (Chaffin, 2008). Als Reaktion auf die sich 

schnell ändernde Bedingungen im Wirt werden „mitogen-activated protein kinase“ (MAPK)-

Signalwege aktiviert, die präzise Zellantworten und kompensatorische Mechanismen in C. albicans 

auslösen (Ernst & Pla, 2011). Überlebenswichtige Anpassungen der Zelle sind unter anderem die 
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Regulation von Zellwandkomponenten, Veränderungen in der Verknüpfung von Zellwand-

Polymeren und die Zunahme spezifischer Zellwandproteine, sowie deren Relokalisation (Free, 

2013).  

 Im Folgenden wird eine Einführung zur Bedeutung des Membransensors Msb2 bei der 

Zellwand-Regulation und der Interaktion zwischen C. albicans und Wirtszelle gegeben. 

 

1.1 Candida albicans- ein opportunistischer Pathogen 
Der zu den Ascomycota zählende, opportunistisch pathogene Pilz C. albicans besiedelt als 

harmloser Kommensale asymptotisch den Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt, sowie 

Schleimhäute der Mundhöhle des Menschen (Odds, 1987, Ruhnke, 2006). Bei einem intakten 

Immunsystem verursacht die Hefe keine Krankheitssymptome, sie kann jedoch unter bestimmten 

Bedingungen leichte bis schwere Mykosen hervorrufen. 

 

1.1.1  Kommensalismus von C. albicans 
Die Hefe C. albicans gehört zum humanen Mikrobiom und nahezu 70-75 % der gesunden 

menschlichen Bevölkerung trägt diesen Organismus in sich (Ghannoum et al., 2010). Eine „Drei- 

Wege-Interaktion“ zwischen Wirt, Pilz und Mikrobiom bestimmt dabei die Rolle von C. albicans im 

menschlichen Wirt (Romani et al., 2014). So erhöht zum Beispiel der Tryptophan-Abbau durch 

kommensale Lactobazillen und Wirts-Zellen die Resistenz und Toleranz gegenüber C. albicans 

(Romani et al., 2014). Dysbiose, eine Störung der bakteriellen Flora kann zu einer Vielzahl von 

lokalen oder chronischen Pilzinfektionen führen (Ott et al., 2008, Ghannoum et al., 2010, Li et al., 

2014). 

 Kürzlich wurde gezeigt, dass C. albicans in der Lage ist, seine eigene Virulenz bzw. seine 

Virulenz-Faktoren Umgebungs-spezifisch zu erniedrigen (Doedt et al., 2004, White et al., 2007, 

Pierce & Kumamoto, 2012, Pande et al., 2013). Bei der Besiedlung des Gastrointestinaltrakts 

verhindern die Transkriptionsfaktoren Efg1 und Efh1 die Proliferation von C. albicans (Doedt et al., 

2004, White et al., 2007, Pierce & Kumamoto, 2012). Interessanterweise löste die Passage von 

wildtypischen C. albicans-Zellen durch den murinen Gastrointestinaltrakt die Expression des WOR1-

Gens, das für einen Transkriptionsfaktor kodiert, aus und führte zur Proliferation der Hefe. Der 

resultierende GUT (Gastrointestinally-Induced Transition)-Phänotyp unterscheidet sich 

morphologisch und funktionell von zuvor definierten Zelltypen (Abb. 1.1) (Ernst, 2000, Pande et al., 

2013). Als pleomorpher Organismus kommt C. albicans entweder einzellig, als Hefe oder 

Chlamydospore, sowie mehrzellig, als Pseudohyphe oder echte Hyphe vor (Abb. 1.1). Änderungen 

in der Pilz-Morphologie erfolgen als Reaktion auf eine Vielzahl äußerer Faktoren. So wird 

beispielsweise hyphales Wachstum bei Temperaturen über 30 °C, bei einem neutralen pH-Wert 

oder in Anwesenheit von Blutserum induziert (Ernst, 2000). Wie in allen Eukaryoten wird der 
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Metabolismus bei Hefen durch Sauerstoff reguliert. Der Wechsel zwischen der Hefe- (White) und 

der Stäbchen-Form (Opaque), der paarungskompetenten C. albicans-Form, kann durch Sauerstoff-

limitierende Bedingungen induziert werden (Ramirez-Zavala et al., 2008). So konnte gezeigt 

werden, dass unter Hypoxie, wie z. B. im Darm, dieser morphologische Wechsel ausgelöst wird, um 

besser an unterschiedliche Wirts-Nischen angepasst zu sein.  

 

 
Abb. 1.1- Die unterschiedlichen Zelltypen von C. albicans. Hefezellen (White) nehmen eine wichtige Rolle bei der 
Verbreitung von Candida-Infektionen ein. Filamentöse Wachstumsformen, Pseudohyphen und echte Hyphen, spielen eine 
Rolle bei der Gewebspenetration und Invasion. Opaque-Zellen sind bedeutend bei der Paarung. Die GUT-Zellen ähneln 
hierbei Opaque-Zellen, unterscheiden sich jedoch morphologisch und transkriptionell. Die in vivo-Rolle der 
Chlamydosporen ist bisher noch nicht beschrieben worden. (Gow, 2013) 

 

1.1.2   Oberflächliche und systemische C. albicans-Mykosen 
Bei Menschen mit geschwächtem Immunsystem oder einer gestörten bakteriellen Flora kann sich 

der opportunistische Pilz vermehren und Mykosen auslösen. Grundsätzlich lassen sich zwei 

Infektionstypen unterscheiden: oberflächliche und invasive Mykosen. 

 Oberflächenmykosen, wie z.B. oropharyngeale Candidosen, treten häufig bei HIV-infizierten 

Personen auf (Cassone & Cauda, 2012). 75 % aller Frauen erleiden während ihres Lebens eine durch 

Candida ausgelöste Vaginal-Infektion, auch als Vulvovaginalcandidose (VVC) bezeichnet, wobei 5-8 

% der Frauen, mit bis zu vier Vorfällen pro Jahr, eine wiederkehrende VVC haben (Fischer, 2012). 

Mykosen können oberflächlich auf Haut und Schleimhäuten auftreten, jedoch kann C. albicans 

durch Penetration des Gastrointestinal-Epithels in den Blutstrom gelangen und sich in mehrere 

innere Organe systemisch verbreiten (Nucci & Anaissie, 2001). Pro Jahr werden weltweit etwa 

400.000 systemische Infektionen mit C. albicans verzeichnet, wobei die Mortalitätsrate invasiver 

Mykosen bei 46-75 % liegt (Brown & Netea, 2012). Systemische Mykosen sind somit so gefährlich 

wie Malaria, eine von einzelligen Parasiten der Gattung Plasmodium hervorgerufene 

Tropenkrankheit (Brown et al., 2012). Risikogruppen für systemische Candidosen sind vor allem 

Krebs-, Diabetes- oder Transplantationspatienten, sowie Patienten, die eine Chemotherapie oder 

eine Behandlung mit Breitband-Antibiotika erhalten (Odds et al., 1998, Davies et al., 2002, Pfaller & 

Diekema, 2007). Interessanterweise fungieren als Quelle einer postoperativen C. albicans-Infektion 
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hauptsächlich der im Patienten siedelnde Kommensale (Eggimann & Pittet, 2006). Somit gehört C. 

albicans zu den häufigsten Erregern von nosokomialen Infektionen. Die Behandlung von 

oberflächlichen oder systemischen C. albicans-Infektionen erfolgt in erster Linie mit Antimykotika 

der Klasse der Polyene (z.B. Amphotericin-B), Azole (Fluconazol) und Echinocandine (z.B. 

Caspofungin) (Moudgal & Sobel, 2010). 

 

1.2 Immunabwehr von C. albicans 
Die Tatsache, dass C. albicans als kommensaler Organismus in verschiedensten Bereichen des 

menschlichen Körpers vorkommt lässt vermuten, dass bereits eine „gesunde“ Interaktion zwischen 

Wirt und dem Pilz auf einem äußerst komplexen Gleichgewichtszustand beruht (Hube, 2004). Durch 

verschiedene Pathogenitätsmechanismen, wie dem Wechsel zwischen der einzelligen Hefe- und der 

Hyphen-Form, wird die Komplexität der Interaktion vergrößert, die das Ergebnis einer langen Ko-

Evolution des Pathogens des Menschen ist (Cottier & Pavelka, 2012). Hierbei entwickelte C. albicans 

Mechanismen, Veränderungen der Wirtsumgebung zu detektieren und sich daran anzupassen. Im 

folgenden Abschnitt werden einige dieser Interaktionssysteme, wie die Erkennung und Abwehr von 

C. albicans, näher erläutert. 

 

1.2.1  Angeborene Immunität und C. albicans 
Das Immunsystem kann als komplexes Zusammenspiel verschiedener Strategien bezeichnet 

werden, die alle im Dienste der Erhaltung der Individualstruktur stehen. Es kann in ein angeborenes 

Immunsystem und in ein erworbenes Immunsystem unterteilt werden. Das phylogenetisch ältere, 

angeborene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie im Verlauf der Reaktion auf eine 

Infektion (Janeway & Medzhitov, 2002). Essentiell für die angeborene Immunantwort sind 

Makrophagen und Granulozyten, welche zur Phagozytose befähigt sind und die antimikrobielle 

Peptide sezernieren können. 

Der erste Schritt zum Aufbau einer schützenden Immunantwort ist die Erkennung der C. 

albicans Zellen durch Zelloberflächenrezeptoren von Immunzellen (Abb. 1.2). Die so genannten 

„Pattern Recognition Receptors“ (PRRs) auf der Oberfläche von Phagozyten erkennen bestimmte 

Zellwandbestandteile von C. albicans, darunter Mannan und einige Mannoproteine (Gazi & 

Martinez-Pomares, 2009) -Glucan (Gantner et al., 2003, Martinez et al., 2009). Die 

antigenen Strukturen auf der Pilzzellwand werden „Pathogen-Associated Molecular Patterns“ 

(PAMPs) genannt und umfassen Oberflächendeterminanten, die in Säugetierzellen nicht existieren 

(Underhill, 2004). Dabei sind verschiedene PRRs in der Lage unterschiedliche PAMPs zu erkennen 

(Underhill, 2003). 

 Zu den PRRs gehören die „Toll-like Receptors“ (TLRs) und die „C-type Lectin 

Receptors“ (CLRs). TLRs sind entweder mit der Membran assoziiert oder fungieren als intrazelluläre 
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Rezeptoren. Die CLRs sind hauptsächlich membrangebundene Rezeptoren, die neben Mannan auch 

Polysaccharidverbindungen der C. albicans Zellwand erkennen können (Ezekowitz et al., 1990, 

McGreal et al., 2006). Dectin-1 und Dectin-2 sind Typ II-Transmembranproteine der C-Typ Lektin-

Familie mit einer extrazellulären Kohlenhydrat-Erkennungs-Domäne (CRD). Sie werden 

hauptsächlich in dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert (Taylor et al., 2007). Dectin-1 

-Glucan und leitet Signale über das „immunoreceptor-tyrosine-based-

inibitory-motif“ (ITAM) an die cytoplasmatische Domäne weiter, während Dectin- -Mannan 

erkennt und durch die Verbindung mit der Fc-Rezeptor- -Kette die Signalweiterleitung erfolgt (Saijo 

et al., 2007). 

 

 
Abb. 1.2- PAMPs / PRRs Interaktion. Der Toll-like receptor 2 (TLR2) und TLR4 erkennen Phospholipomannan- und O-
glykosidisch verknüpftes Mannan, während TLR9 im Cytosol Pilz-spezifische DNA erkennt. TLR2 bildet Heterodimere mit 
TLR1 und TLR6; hingegen bildet TLR4 Homodimere. Galectin-3 und TLR2 detek -Mannoside. Das Membran-
gebundene C-Typ Lectin DC-SIGN, Mincle und der „macrophage mannose receptor”(MR) erkennen Mannose-haltige 
Candida- Strukturen. Weiterhin detektieren Dectin- -Glucan und Dectin 2 Mannan, -Rezeptor 

. -Glucan. Der „NOD-like receptor” NLRP3 
(nucleotide-binding domain) bildet zusammen mit ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase 
recruitment domain) und der Caspase 1 den Inflammasome-Komplex; dieser bewirkt die Interleukin-1  (IL-1 )-Expression. 
Weiterhin führt die durch Dectin-1-getriggerte Signalweiterleitung durch die Caspase zur CARD9-Rekrutierung. Dieses hat 
zur Folge, dass das Nicht-kanonische Inflammasom aktiviert wird und über die Caspase 8 zur IL- . 
(Lionakis & Netea, 2013) 

 

-Glucan, TLR4 O-Mannan der C. albicans Zellwand und TLR9 pilzspezifische 

DNA (Tada et al., 2002, Jouault et al., 2003, Miyazato et al., 2009). Weiterhin haben Makrophagen-
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induzierte C-Typ-Lektine (Mincle), dendritisch spezifisch ICAM-3-Grabbing non-Integrin-1 (DC-

SIGN), Makrophagen-Mannose-Rezeptor (MR) und Galectin-3 wichtige Rollen bei der Erkennung 

von Mannan (Miramon et al., 2013). 

 

1.2.2  Humane antimikrobielle Peptide 
Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind Effektormoleküle des angeborenen Immunsystems mit 

direkter antimikrobieller Funktion (Huttner & Bevins, 1999, Lehrer & Ganz, 1999, Tossi et al., 2000). 

Mikroorganismen werden in ihrem Wachstum inhibiert oder abgetötet, indem die Peptide mit 

ihren Biomembranen oder intrazellulären Zielmolekülen interagieren. Klassifiziert werden AMPs 

nach Größe und Struktur ihrer enthaltenen Aminosäuren (Hancock, 1997, Andreu & Rivas, 1998) 

und können basierend auf ihren strukturellen Eigenschaften und der Anzahl an 

-

helikale Peptide, die keine Cysteinreste enthalten, wie z.B. das humane Peptid LL-37, das zu der 

-Helices, 

die reich an Prolin, Glycin, Tryptophan, Arginin und/oder Histidin sind. Ein Beispiel für diese Gruppe 

ist das Indolicidin, das in Rindern gebildet wird. Die dritte Gruppe zeichnet sich durch eine 

Ringstruktur im Molekül aus, die eine Disulfidbrückenbindung enthält. Beispiele hierfür sind 

-Faltblattstrukturen 

charakterisiert, die durch zwei bis vier Disulfidbrückenbindungen stabilisiert werden. Hierzu 

- -Defensine sowie die Protegrine. Die fünfte strukturelle Gruppe bilden die 

-Defensine, die komplex durch post-translationale Zyklisierung -

Defensin-ähnlichen Peptiden modifiziert werden (Tang et al., 1999). AMPs entstehen durch einen 

oder mehrere proteolytische Prozessierungsschritte aus Vorläuferpeptiden. Daraus folgen kurze 

Peptide, die aus 10-50 Aminosäuren bestehen und fast immer eine positive Nettoladung sowie 

(Zasloff, 2002, Hancock & Sahl, 

2006). 

Histatine werden ausschließlich in der Speicheldrüse des Menschen und höheren Primaten 

exprimiert und gehören zu einer Familie von kleinen Histidin-reichen kationischen Proteinen, von 

denen zwölf Mitglieder systematisch als Histatin 1 bis Histatin 12 durchnummeriert wurden. Die 

wichtigsten sind Histatin 1, 3 und 5, welche insgesamt 85 bis 90 % der Gesamthistatinmenge bilden 

(Edgerton and Koshlukova, 2000). Histatin 5 besteht aus 24 Aminosäuren und wird proteolytisch 

aus Histatin 3 gespalten (32 Aminosäuren) und dann freigesetzt (Edgerton & Koshlukova, 2000). Es 

ist bekannt, dass dieses Peptid weder Poren noch Kanäle in die mikrobielle Plasmamembran 

bewirkt, da die Membranpermeabilität in Anwesenheit von Histatin 5 unverändert ist.  

Das humane Cathelicidin wird als hCAP18 (cDNA-Form), FALL39 (Gen-Form) oder auch LL-37 

(Peptidform), bezeichnet. In der Peptidform besteht es aus 37 Aminosäureresten, von denen die 
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beiden N-terminalen Aminosäuren Leucine sind. Es wurde bisher in Epithelzellen des Hodens, der 

Haut, des Gastrointestinal- und Respirationstrakts sowie in neutrophilen Granulozyten 

nachgewiesen. Die von neutrophilen Granulozyten gebildeten Peptide werden in phagozytotischen 

(primären) und wie beim hCAP18/LL37 in sekretorischen (sekundäre, spezifische) Granula 

gespeichert (Sorensen et al., 2001). Weiterhin übernimmt LL-37 eine Funktion als Immunmodelator 

(Bowdish et al., 2005). Bei einer Infektion oder Stimulation mit Entzündungsmediatoren tritt ein 

Konzentrationsgradient von LL-37 an der Stelle der Infektion auf. Dieser Konzentrationsgradient 

führt zur Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und anderen Zelltypen 

(Kahlenberg & Kaplan, 2013). 

Eine ausführliche Zusammenfassung zur Interaktion von C. albicans und humanen AMPs ist im 

Manuskript I „Interplay of Candida albicans and the antimicrobial peptide armory“ enthalten 

(Swidergall & Ernst, 2014). Das Review beschreibt evolvierte Resistenzmechanismen von C. 

albicans, Regulation der humanen AMP-Expression, sowie Sekretion und den Einsatz von AMPs als 

Fungizide. 

  

1.2.3  „Immune escape“ Strategien von C. albicans 
Während einer Infektion reagiert C. albicans auf die angeborene sowie im weiteren Verlauf auf die 

adaptive Immunantwort. C. albicans verwendet eine Batterie von „Evasion“-Faktoren, welche die 

verschiedenen Stufen des menschlichen Immunangriffs steuern. Zu diesen Strategien gehört das 

Imitieren von Wirts-Oberflächen Molekülen, den Erwerb von Wirts Komplement-Regulatoren, die 

Expression von endogenen Komplement-Inhibitoren oder die Sekretion von Proteasen, welche 

Proteine des Immunsystems abbauen (Abb. 1.3) (Poltermann et al., 2007, Gropp et al., 2009, Luo et 

al., 2009). Auf diese Weise steuert und entzieht sich C. albicans der Immunantwort und inaktiviert 

neu gebildete fungizide Produkte. So -Glucans mit 

Mannoproteinen, was das Erkennen der Pilzoberfläche durch PRRs verhindert (Chai et al., 2009). Im 

menschlichen Körper kommt es nach Erkennung einer pathogenen Hefe zur Initiation der 

Phagozytose, die zur Bildung eines Phagosoms bzw. Phagolysosoms führt. Das antimikrobielle 

Milieu des Lysosoms geht einher mit einer Senkung des pH-Werts, der Gegenwart von 

hydrolytischen Enzymen, Defensinen und anderen antimikrobiellen Peptiden und der Erzeugung 

von toxischen oxidativen Verbindungen. Darüber hinaus weist das Phagolysosom starke Nährstoff- 

und Spurenelementebegrenzungen auf. Dennoch hat C. albicans mehrere Strategien entwickelt um 

innerhalb von Phagozyten zu überleben. So kann der Reifungsprozess des Phagolysosoms 

unterdrückt werden, oder toxische Verbindungen abgefangen werden. Außerdem kann es zur 

Flucht aus dem Phagolysosom oder die Anpassung an die Umgebung innerhalb der Phagozyten 

kommen (Tavanti et al., 2006). Sobald die Hefezelle phagozytiert ist, zeigt sich eine sofortige 

Umprogrammierung der Transkription und Translation des Pathogen in Bezug auf die Anpassung als 
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Überlebensstragegie an die innere Beschaffenheit des Phagozyten. Bei C. albicans gehört die 

Induktion der oxidativen Stressreaktion, DNA-Reparatur, Arginin-Biosynthese und Peptid-

Verwertung dazu (Lorenz et al., 2004). Weiterhin reagiert C. albicans auf Kohlenstofflimitierung mit 

einer Hochregulation von Glukose- und Kohlenhydrat-Transporter-Genen, Gene für den 

Glyoxylatzyklus und die Glukoneogenese (Lorenz et al., 2004, Fan et al., 2005). 

 Zur Abwehr von AMPs hat C. albicans eine „Dreiphasen-Antwort“ evolviert, welche 

sekretierte Proteine, Efflux-Pumpen und die Regulation von Stressantwort-Genen beinhaltet. Diese 

Mechanismen sind im Manuskript I „Interplay of Candida albicans and the antimicrobial peptide 

armory“ (Swidergall & Ernst, 2014) beschrieben. 

 

 

 

 

 

1.3 Zelloberfläche von C. albicans 
Im Verlauf der Vermehrung von C. albicans, trifft die Hefe auf verschiedene Wirtsoberflächen, 

Gewebebarrieren, sowie humane zelluläre Immunantworten. Dagegen hat der Pilz verschiedene 

Ausweichstrategien und Virulenzfaktoren entwickelt, um eine Besiedlung oder Neu-Infektion von 

Geweben auszulösen. Dabei ist die Oberfläche von C. albicans, insbesondere die Zellwand, 

essentiell für die Interaktion zwischen Pathogen und Wirtszelle, sowie die damit einhergehende 

Kolonisierung von Wirtsgewebe (Rupp, 2004).  

Abb. 1.3- C. albicans Strategien zur Überwindung der angeborenen Abwehrabwehr. A Hefe-Hyphe-Morphogenese. B 
Erniedrigung der epithelialen TLR4 Expression. C Maskierung von PAMPs. D Bindung des Komplement-hemmenden C4-
bindende Proteins (C4BP) von Faktor H an der Zellwand. E Inhibierung der Phagolysosombildung. F Modulation der T-
Zell Funktion. (Cheng et al., 2012) 
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Zellwandbestandteile stellen als äußere Komponenten von C. albicans antigene Strukturen 

dar, welche von Immunzellen des Wirts erkannt werden können (Abschn 1.2.1). Die Zellwand 

besteht zu 90 % aus Polysacchariden und zu 5-10 % aus Proteinen (Chaffin, 2008). Die 

Hauptkomponenten -Glucan (40 % 1,6-Glucan (20 %), Chitin (~2 %) und 

Mannoproteine (40 %) zusammen (Shepherd & Gopal, 1991, Gow et al., 2012). Die Zellwand ist aus 

mehreren Schichten aufgebaut, wobei die innerste Schicht aus Chitin-Fibrillen gebildet wird, die mit 

- - -Glucan, Chitin und 

Mannoproteinen verbunden sind. Die äußerste Schicht besteht hauptsächlich aus Mannoproteinen, 

welche vielfach O- oder N-glykosyliert sind (Chaffin et al., 1998, Chaffin, 2008, Hall & Gow, 2013). 

 

1.3.1  Glykosylierung in C. albicans 
Die Rolle von oberflächengebundenen Glykoproteinen ist für die Pathogenität von C. albicans ein 

wichtiger Aspekt und von großer Bedeutung für die  Zellwand für die Pilz-Zelle (Chaffin et al., 1998). 

Vermutlich wird mehr als die Hälfte aller Proteine durch Glykosylierungsmuster modifiziert 

(Apweiler et al., 1999). Da die Schritte der Glykosylierung während des Sekretionswegs im 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) und Golgi-Apparat erfolgen, sind glykosylierte Proteine 

typischerweise sekretorische Proteine, die in der Plasmamembran oder an der Zellwand lokalisiert 

sind, oder die sezerniert werden. Die hierbei am häufigsten auftretenden Proteinmodifikationen 

sind die N- und O-Glykosylierung. Bei der N-Glykosylierung wird die Saccharidstruktur über eine N-

glykosidische Bindung mit der Amidgruppe eines Asparaginrests des Proteins verknüpft (Tanner & 

Lehle, 1987), wobei nur Asparaginreste der Konsensussequenz Asn-X-Ser/Thr (X darf nicht Prolin 

sein) erkannt und dabei 30-65 % der im Protein vorkommenden N-Glykosylierungsstellen 

modifiziert werden (Petrescu et al., 2004, Stanley et al., 2009). Der Oligosaccharid-Kern besteht aus 

Glc3Man9GlcNAc2 und wird an Dolichol-Phosphat (Dol-P) synthetisiert. Die ersten sieben Schritte 

finden auf der cytosolischen Seite des ER statt. Anschließend wird Man5GlcNAc2-P-Dol in das 

Lumen des ER transloziert, wo die Synthese fortgesetzt wird. Der vollständige Kern 

(Glc3Man9GlcNAc2-P-Dol) wird en bloc auf das Ziel-Protein durch den OST-Komplex transferiert 

(Shrimal et al., 2014). 

Die O-Glykosylierung bezeichnet die Modifikation von meist Serin- oder Threonin-Resten 

durch eine O-glykosidische Bindung von Oligosacchariden. Bei der O-Mannosylierung von C. 

albicans -verknüpfte Mannose-Ketten vor (Abb. 1.4). Bei der 

initialen Reaktion der O-Glykosylierung im ER katalysieren Protein-O-Mannosyltransferasen (Pmt1, 

2, 4, 5 und 6) die Übertragung der ersten Mannose-Reste auf Serin oder Threonin des Zielproteins 

(Prill et al., 2005, Lengeler et al., 2008). Das Mannose-Molekül wird von Dolichol-Phosphat-

Mannose (Dol-P-Man), welches durch das Enzym Dpm1 aus dem Donor GDP-Man und Dol-P 

synthetisiert wird, auf die lumenale Seite des ER transloziert. Während der Verknüpfung an das 

  



  1  Einleitung 

10 

Ziel- - -glykosidischer Bindung 

geändert (Ernst & Prill, 2001). Eine defekte Mannosylierung hat für C. albicans relevante 

Auswirkungen. So konnte gezeigt werden, dass Pmt1 und Pmt6 für die Adhäsion an Epithelzellen 

erforderlich ist (Timpel et al., 1998, Murciano et al., 2011). Weiterhin haben pmt-Mutanten einen 

Defekt in der Hyphen-Morphogenese, sowie eine verringerte Resistenz gegenüber Antimykotika 

(Prill et al., 2005, Rouabhia et al., 2005). Mnt1 und Mnt2 sind „redundante“ -

Mannosyltransferasen, welche die erste -Mannose-Einheit -Mannose-Kette 

einbauen (Munro et al., 2005). Die Deletion von MNT1 und MNT2 führt somit zu einer Verkürzung 

des O-Mannan am Zielprotein. Alle untersuchten Mutanten, welche einen Defekt in der 

Biosynthese von O-Mannan aufweisen, zeigen eine veränderte Virulenz im Mausmodel der 

systemischen Infektion und darüber hinaus Adhäsionsdefekte (Timpel et al., 1998, Munro et al., 

2005, Prill et al., 2005, Murciano et al., 2011, Hall & Gow, 2013). 

 

 
Abb. 1.4- N- und O-Glykosylierung in C. albicans. (nach Hall & Gow, 2013) 

 

1.3.2  Zellwandaufbau und Regulation der Integrität 
Die Zellwand der Pilze ist ein dynamisches Organell, welches in eine Vielzahl von Prozessen 

involviert ist. Zellen sind stetigen Schwankungen des osmotischen Drucks durch äußere 

Umwelteinflüsse ausgesetzt und müssen dem Tugordruck der Protoplasten zum Schutz der Zelle 

entgegen wirken (Bowman & Free, 2006).  

Während der Proliferation ist der Pilz durch Abwehrmechanismen des menschlichen Wirtes 

starkem Stress ausgesetzt, welcher sich insbesondere auf die Zellwand auswirkt.  Stress-Faktoren 

sind unter anderem Sauerstoffradikale, AMPs, hydrolytische Enzyme und therapeutische, 

antimykotische Moleküle wie z.B. Azole (Heilmann et al., 2013). Selbst unter normalen 

Wachstumsbedingungen muss der Pilz die Zellwandzusammensetzung ständig sicherstellen.  Als 
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Reaktion auf Wachstum oder Schädigung der Zellwand werden „mitogen-activated protein kinases“ 

(MAPK)-Signalwege aktiviert, die kompensatorische Mechanismen auslösen (Ernst & Pla, 2011). 

Extrazelluläre Signale werden dabei in zelluläre Antworten umgewandelt, welche essentiell für die 

Adaption des Pathogens an wechselnde Umweltbedingungen sind. Durch externe Signale kommt es 

zur Phosphorylierung der Kinase MAPKKK, welche unmittelbar die Kinase MAPKK phosphoryliert. 

Die terminale MAPK wird anschließend durch MAPKK phosphoryliert und überträgt das Signal auf 

Transkriptionsfaktoren, welche die spezifische, adaptive Antwort auslösen (Monge et al., 2006). 

Cek1, Mkc1 und Hog1 gehören zu den wichtigsten MAP-Kinasen in C. albicans (Abb. 1.4), welche 

maßgeblich an der Erhaltung der Zellwandintegrität beteiligt sind (Garcia et al., 2004, Ernst & Pla, 

2011).  

 

 
Abb. 1.3- MAPK-Signalwege in C. albicans und ihre Rolle bei der Zellwandbildung. Die drei MAPK-Signalwege und deren 
Stimuli sind schematisch dargestellt. Die hier dargestellten Kaskaden zeigen die MAPK und ihre jeweiligen vorgelagerten 
Kinasen (MAPKK und MAPKKK). Schäden an Glucan und Chitin (z.B. durch Calcofluor oder Kongo Rot) aktivieren Mkc1, 
während defekte N-Glykosylierung (z.B. durch Tunicamycin) und O-Mannosylierung (z.B. durch Rhodamin-Typ-
Inhibitoren) Cek1 aktivieren. Osmotischer und oxidativer Stress aktivieren zudem die MAPKs Hog1 und Mkc1 MAPKs. 
Hog1 reprimiert die Cek1 Phosphorylierung unetr normalen Wachstumsbedingungen und aktiviert Mkc1. Mkc1 und Hog1 
sind an der Chitin-Synthese beteiligt sind, während Cek1 Gene der Protein-Glykosylierung induziert. (Ernst & Pla, 2011) 

 

Die MAP-Kinase Cek1 bildet mit der MAPKK Hst7 und der MAPKKK Ste11 den Cek1-Signalweg 

in C. albicans. Glykosylierungs-Defekte führen über die Kinasen MAPKKK Ste11 und MAPKK Hst7 zu 

einer erhöhten Phosphorylierung von Cek1 (Román et al., 2009, Cantero & Ernst, 2011, Ernst & Pla, 

2011). Interessanterweise konnte in einer pmt2/PMT2-Mutante keine Cek1 Phosphorylierung 

detektiert werden (Cantero et al., 2007). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass ein durch Pmt2-

mannosyliertes Signalprotein für die Cek1-Aktivierung erforderlich ist. Kürzlich wurde der Sensor 

Msb2, welcher in dieser Arbeit charakterisiert wurde, als putatives „Upstream-Element“ des Cek1-

Signalweges identifiziert (Abschn. 1.3.5), da Msb2 und Komponenten des Cek1-Signalweges für die 

Regulation von PMT2 und PMT4 als Antwort auf defekte Pmt1-O-Mannosylierung nötig sind 

(Cantero & Ernst, 2011). Somit scheint es, dass die PMT-Gene „Downstream-Targets“ des Cek1-
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Signalweges sind, jedoch der Transkriptionsfaktor, der direkt durch Cek1 aktiviert wird, bisher nicht 

identifiziert wurde. 

Während Mannoproteine die äußere Zellwandschicht bilden, besteht die innere Schicht 

hauptsächlich aus Glucan und Chitin. Die Chitin-Synthese wird durch vier Chitinsynthasen, Chs1-3 

und Chs8 katalysiert (Lenardon et al., 2007, Lenardon et al., 2009). Die hog1-Mutante ist sensitiv 

gegenüber Nikkomycin (Inhibitor der Chitin-Synthese), Kongo Rot und Calcofluor-White (Alonso-

Monge et al., 1999); dies führte zur Annahme, dass die Komponenten des Hog1-Signalweges an der 

Chitin-Reorganisation beteiligt sind. So zeigte sich, dass die Transkription der Chitinsynthasen 

abhängig vom HOG-Weg sind (Munro et al., 2007). In C. albicans konnte gezeigt werden, dass der 

HOG („high-osmolarity glycerol“) Signalweg, welcher sich aus der MAPKKK Ssk2, der MAPKK Pbs2 

und der MAPK Hog1 zusammensetzt, an mindestens drei verschiedenen Prozessen beteiligt ist: der 

Reaktion auf und Anpassung an osmotischem Stress, bei der Morphogenese und wie oben 

beschrieben der Biosynthese der Zellwand (Arana et al., 2005). Unter normalen 

Wachstumsbedingungen werden von der MAPK Cek1 vermittelte Zellantworten durch Hog1 

reprimiert (Eisman et al., 2006). So zeigt eine hog1-Mutante eine erhöhte Cek1-Phosphorylierung. 

Zu dem weist eine hog1-Mutante eine erhöhte Resistenz gegenüber zellwanddestabilisierender 

Agenzien wie Kongo Rot und Calcofluor-White auf. Dieses führte zur Schlussfolgerung, dass die 

erhöhte Resistenz der hog1-Mutante gegen bestimmte Zellwandinhibitoren mit der erhöhten 

Phosphorylierung von Cek1 korreliert. 

Mkc1 ist die übergeordnete Kinase des PKC („protein kinase C“)-Signalweges, welcher sich 

aus der Kinase MAPKKK Bck1, der Kinase MAPKK Mkk1 und der MAPK Mkc1 zusammensetzt. 

Defekte in der Glucan- und Chitin-Zusammensetzung führten zu einer Aktivierung und somit 

Phosphorylierung von Mkc1, was die erhöhte Sensitivität von mkc1-Mutanten gegenüber 

Glucanasen verdeutlicht (Navarro-Garcia et al., 1995). Zusätzlich konnte ein Anstieg der Mkc1-

-Glucosidase-defizienten-Stämmen nachgewiesen werden (Mora-Montes et 

al., 2007). Somit ist neben Hog1 auch Mkc1 an der Chitin-Synthese und damit an der Erhaltung der 

Zellwand-Integrität beteiligt. Darüber hinaus hat Hog1 bei oxidativem Stress eine induzierende 

Wirkung auf Mkc1, was durch einen Anstieg der Mkc1-Phosphorylierung in hog1-Mutanten deutlich 

wird (de Dios et al., 2010).  

Der Wechsel zwischen der Hefe- und der Hyphenform ist für die C. albicans-Virulenz 

essentiell (Lo et al., 1997). Um Wirts-Immunantworten zu umgehen bildet C. albicans filamentöse 

Wachstumsformen in unterschiedlichen Wirts-Nischen (Gow & Hube, 2012). Durch diesen 

morphologischen „Switch“  wird die Expression von Zellwand-Proteinen auf trankriptioneller und 

proteomischer Ebene stark reguliert und beeinflusst somit die Zellwandzusammensetzung (Nantel 

et al., 2002, Sohn et al., 2003, Heilmann et al., 2011, Gow et al., 2012). Bisher ist jedoch unklar ob 
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sich die Maskierung der Zellwandproteine durch Mannan in Hefe- und Hyphen-Zellen 

unterscheidet. Dabei ist jedoch zu beachten, dass Hyphen weniger Phosphodiester-verknüpfte 

1,2-Manno-Oligosaccharide besitzen (Shibata et al., 2007). Weiterhin enthalten Hyphen etwa 3-5 

mal mehr Chitin als Hefe-Zellen (Nather & Munro, 2008). Im Gegensatz dazu ändert sich der -

Glucan Gehalt bei der Hyphen-Morphogenese nicht (Gantner et al., 2005). Möglicherweise ist 

jedoch weniger 1,3-Glucan an der hyphalen Zelloberfläche assoziiert, da Glucan wie auch Chitin 

nur an Sprossnarben eine direkte Oberflächenpräsentation aufweisen und diese nur in Hefe- und 

nicht in Hyphen-Zellen vorkommen (Cabib & Bowers, 1971). Daher wird, obwohl die grundlegenden 

Komponenten der C. albicans Zellwand sich in der Hefen- und der Hyphen-Form ähneln, das 

Zelloberflächen-Proteom und die Mengen der einzelnen PAMPs unterschiedlich präsentiert (Gow et 

al., 2012). 

Der morphologische „Switch“ wird durch unterschiedliche Mechanismen, wie MAPK,  cAMP 

und pH-abhängigen Kaskaden, gesteuert (Ernst, 2000, Whiteway, 2000). Das Modul der Cek1 MAPK 

beinhaltet die Kinasen Cst20, Hst7, Cek1 und den Transkriptionsfaktor Cph1 (Román et al., 2007). Es 

wurde gezeigt, dass Cek1 nur eine untergeordnete Rolle bei der Hyphen-Morphogenese in 

Flüssigmedium spielt (Csank et al., 1998). So zeigen cek1-Mutanten einen Defekt des Hyphen-

Wachstums nur auf festen Nährmedien mit Mannitol als Kohlenstoffquelle oder unter Stickstoff-

Limitierung (Csank et al., 1998). 

Die Proteinkinase A (PKA)-Kaskade ist ein Hauptsignalweg, welcher die  Hyphenbildung 

induziert. Die Aktivierung der Adenylatcyclase durch Umwelteinflüsse führt zu einem erhöhten 

cAMP-Spiegel, was zur Dissoziation der regulatorischen Untereinheit Bcy1 und den katalytischen 

Untereinheiten Tpk1 und Tpk2 führt. Die Tpk-Kinasen aktivieren den Transkription Faktor Efg1 um 

Hyphen-spezifische Gene zu induzieren (Sonneborn et al., 2000, Bockmühl et al., 2001).  

 

1.3.3  Adhäsion von C. albicans 
Die Adhäsion von Hefen an Oberflächen von Wirts-Zellen oder Fremdmaterialien (z.B. Implantate 

oder Katheder) wird durch allgemeine und spezifische Parameter beeinflusst. Die Zelloberflächen-

Hydrophobizität und elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Hefezelle und der 

Substratoberfläche stellen hierbei allgemeine Faktoren dar (Jones et al., 1997). Zu den spezifischen 

Faktoren der Adhäsion von C. albicans an Oberflächen gehören Oberflächen-assoziierte Adhäsine 

(Murciano et al., 2012, Lin et al., 2014). Hierzu zählt die ALS (Agglutinin-ähnliche Sequenz)-Familie, 

welche durch acht verschiedene genetische Loci kodiert wird (ALS1-ALS7, ALS9) (Hoyer, 2001, 

Hoyer et al., 2008). Die ALS-Familie zeichnet sich durch hohe Sequenzähnlichkeit und hohe 

allelische Variabilität aus. Jedes Als-Protein besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid, gefolgt 

von einer 300 AS großen Immunglobulin-ähnlichen Domäne und einer 104 AS Threonin-reichen 

Domäne. Die zentrale Domäne enthält eine variable Anzahl von 36 AS-„Repeats“. Diese Tandem-
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„Repeats“ sind reich an Serin- und Threonin-Resten, an der Zelloberfläche lokalisiert und für die 

Funktion der Als-Proteine essentiell (Liu & Filler, 2011). Deletionen verschiedener ALS-Gene in C. 

albicans führten zu verminderter Adhärenz der Hefe an Epithelien. ALS2, ALS4 und ALS9 vermitteln 

die Adhäsion der Pilz-Zelle an Endothelzellen, jedoch nicht an Epithelzellen (Zhao et al., 2005, Hoyer 

et al., 2008). ALS3 vermittelt zusätzlich zur Adhäsion an Endothelzellen, die Adhäsion an 

Mundepithelzellen (Zhao et al., 2004, Oh et al., 2005). Die Deletion von ALS1 hat keinen Einfluss auf 

die Adhäsion an Epithelien. ALS5, ALS6 und ALS7 sind „anti-Adhäsine“, deren Deletion zu einer 

verstärkten Adhäsion an Endothel- und Epithelzellen führt (Murciano et al., 2012).  

 

1.3.4  Das C. albicans Sekretom 
Die Sekretion einer Reihe von Enzymen hat für die Pathogenität und die Virulenz von C. albicans 

eine bedeutende Rolle. Eine Vielzahl von Studien zu sezernierten hydrolytischen Enzymen zeigen 

die Bedeutung dieser Proteine bei der Gewebeinvasion und Virulenz (Schaller et al., 2005, 

Hruskova-Heidingsfeldova, 2008). Dazu gehört die Genfamilie der sauren Aspartatproteasen (Hube, 

2000, Naglik et al., 2003, Naglik et al., 2004), Phospholipasen (Ghannoum, 2000, Theiss et al., 

2006), N-Acetylglucosaminidasen (Molloy et al., 1995, Niimi et al., 1997), Phosphatasen (Csank et 

al., 1997, Guhad et al., 1998) und Siderophore, eisenbindende Moleküle (Sweet & Douglas, 1991, 

Haas, 2003). Die am besten untersuchten sezernierten Enzyme sind die Aspartat-Proteasen Sap1-

10. Sap1-8 werden in die extrazelluläre Umgebung sekretiert, während Sap9 und Sap10 in der 

Zellwand über den Rest eines GPI-Ankers gehalten werden (Albrecht et al., 2006). 

Sap-Proteine bewirken durch Proteolyse den Abbau von Wirtsgewebe, um Proteine als 

Kohlenstoffquelle zu verwerten und um die Gewebe-Invasion zu erleichtern (Naglik et al., 2003, 

Naglik et al., 2004). Zusätzlich können sie Proteine des Immunsystems, wie die Komponenten des 

Komplementsystems, abbauen (Gropp et al., 2009). Neben Sap-Proteinen sind Phospholipasen an 

der Gewebezerstörung und Invasion beteiligt. Alle fünf Phospholipase B Gene in C. albicans 

enthalten eine Signalsequenz für die Sekretion, aber nur Plb3, Plb4.5 und Plb5 einen GPI-Anker (De 

Groot et al., 2003), jedoch konnte bisher nicht geklärt werden ob die Phospholipasen an der 

Cytoplasmamembran oder an der Zellwand lokalisiert sind (Theiss et al., 2006).   

Abgesehen von hydrolytischen Enzymen sezerniert C. albicans eine Vielzahl weiterer Proteine 

(Sorgo et al., 2010). Mittels LC-Tandem-Massenspektrometrie wurden 44 sekretorische Proteine in 

C. albicans identifiziert. Hierzu zählt das Sensorprotein Msb2, welches in dieser Arbeit 

charakterisiert wurde. 
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1.3.5  Das Mucin Msb2 in C. albicans 
MSB2 auf Chromosom 2 in C. albicans umfasst einen 4230 bp-langen ORF („open reading frame“), 

der für ein 1409 Aminosäuren-langes Protein kodiert. Msb2 enthält eine Signalsequenz, eine 

Transmembrandomäne, eine cytoplasmatische Region von 89 Aminosauren und eine sehr große 

extrazellulare Domäne. Weiterhin besitzt das Protein eine Serin-Threonin reiche Domäne (STR), die 

zu 43 % aus den beiden Aminosäuren Serin und Threonin besteht (Abb. 1.6) (Cottier, 2007).  

Msb2 dient als Umgebungssensor in der Plasmamembran. Es identifiziert Zellwanddefekte 

und reguliert die Zellmorphogenese, Zellwandbiogenese und Stress-Resistenz (Román et al., 2009). 

Msb2 weist eine sehr ähnliche Struktur wie Msb2 in der apathogenen Hefe Saccharomyces 

cerevisiae auf und teilt 36,1 % Sequenzähnlichkeit und 21,9 %-identität mit ScMsb2 (Cottier, 2007). 

 

 
Abb. 1.6- Msb2 Aminosäuresequenz. Dargestellt ist die Aminosäuresequenz im „Single-Letter-Code“. Die AS Serin (S), 
Theronin (T) und die Transmembrandomäne (gelb) wurden farbig markiert. (Nach Cottier,2007)  

 

Eine msb2-Mutante ist nicht in der Lage, in Gegenwart von Zellwand-destabilisierenden Agenzien 

den Cek1-Signalweg zu aktivieren und den Zellwanddefekt zu kompensieren (Abb. 1.7). Weiterhin 

wurde gezeigt, dass die Mutante weder in der exponentiellen Phase noch durch Zellwanddefekte 

eine Cek1 Phosphorylierung auslöst (Román et al., 2009). 

In S. cerevisiae agiert Msb2 früh im Cdc42-abhängigen MAPK Cek1-Signalweg, welcher für die 

Induktion des filamentösen Wachstums zuständig ist (Cullen, 2007, Tatebayashi et al., 2007) und 

wird demnach für die Phosphorylierung der MAPK Cek1 benötigt. Der Membransensor Msb2 

reguliert in C. albicans über die MAP Kinase Cek1 die Antwort auf defekte O-Mannosylierung und 

die daraus resultierende Expression der PMT-Gene. Das PMT1-Transkript wurde in der msb2-

Mutante so hoch wie im Wildtyp nach Tunicamycin-Behandlung induziert, somit reprimiert Msb2 

die PMT1-Expression bei intakter N-Glykosylierung (Cantero & Ernst, 2011). Weiterhin wird Msb2 

für die basale Expression der PMT2- und PMT4-Gene und ihrer Induktion als Antwort auf eine 

defekte Pmt1 O-Glykosylierung benötigt (Cantero & Ernst, 2011). Es wird angenommen, dass eine 
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Interaktion zwischen Msb2, Sho1 und Cdc42 stattfindet und so der Cek1-Weg aktiviert wird (Román 

et al., 2009). Eine Interaktion zwischen Msb2 und Cdc42 wurde bereits in S. cerevisiae 

nachgewiesen (Cullen et al., 2004), jedoch für C. albicans bislang nicht bestätigt (Román et al., 

2009). In S. cerevisiae wird Msb2 prozessiert, wobei es zur Abspaltung der hochglykosylierten 

Ektodomäne kommt, welche anschließend von der Zelle ins äußere Milieu sezerniert wird. Die C-

terminale Region verbleibt dabei in der Zelle (Vadaie et al., 2008). 

 

 

Abb. 1.7- Cek1 MAPK-Signalweg in C. albicans. Zellwanddefekte werden durch Msb2 erkannt. Die MAPKKK Ste11 wird 
phosphoryliert und das Signal über die MAPKK Hst7 an die MAPK Cek1 weitergegeben (modifiziert nach Román et al., 
2009) 
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1.4 Ziel dieser Arbeit 
Hefen, aber auch andere Pilze und Bakterien besiedeln eine große Anzahl verschiedener 

Lebensräume, in denen die Bedingungen sehr variabel sind. Einige Mikroorganismen sind stark an 

bestimmte Umweltbedingungen angepasst, während andere Mikroorganismen, wie C. albicans, in 

der Lage sind, sich an die schnell ändernden Bedingungen an zu passen. Hierbei bilden 

verschiedene Sensoren die Grundlage zur Adaption von C. albicans an die sich stetig wechselnden 

Bedingungen.  

 C. albicans reagiert auf Umwelteinflüsse durch den Membransensor Msb2. So konnte gezeigt 

werden, dass das Protein für die Hyphenbildung und den Erhalt der Zellwand verantwortlich ist 

(Román et al., 2009). Msb2 aktiviert dabei zunächst die Proteinkinase Cst20, die dann eine 

Phosphorylierungskaskade über die Kinasen Ste11 und Hst7 beginnt, in deren Verlauf Cek1 durch 

Phosphorylierung aktiviert wird (Román et al., 2009). Hierdurch kommt es als Stressantwort der 

Zelle zu einer veränderten PMT-Expression, sowie zur Regulierung der Zellmorphogenese und 

Stressresistenz (Csank et al., 1998, Eisman et al., 2006, Román et al., 2009). Bei defekter N-

Glykosylierung, hervorgerufen durch Tunicamycin, wird durch diesen Signalweg eine gesteigerte 

PMT1-Expression induziert, während die PMT2- und PMT4-Expression bei O-

Glykosylierungsdefekten erhöht wird. Durch diese Reaktionen kommt es zu einer Kompensation der 

Defekte (Cantero & Ernst, 2011). Es wird vermutet, dass die Kooperation zwischen Msb2 und dem 

Msb2-assoziierten Membranprotein Sho1 für die effektive Herstellung der Zellwandintegrität nötig 

ist (Román et al., 2009). 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten molekulare Mechanismen der Signalumsetzung durch Msb2 

und die phänotypischen Konsequenzen der Msb2-Funktion geklärt werden. 
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2 Ergebnisse 
Der humanpathogene Pilz C. albicans muss sich während der Proliferation an die 

Bedingungen der Zelloberfläche des Wirtes und dessen Immun-Komponenten, sowie an 

systemische Bedingungen anpassen. Hierzu gehören die Glukose-Anreicherung, limitierte 

Eisenverfügbarkeit und hohe CO2-Konzentration im Blut (Brock, 2009), unterschiedlicher 

Sauerstoffdruck in den Organen, reaktive Sauerstoffspezies  und Stickstoffmonoxid-Radikale in 

Makrophagen (Brown et al., 2009, Brown et al., 2014) und limitierte Nährstoffe in Phagosomen 

(Brock, 2009). C. albicans reagiert auf äußere Einflüsse durch verschiedene Sensoren und 

infolgedessen durch Adaption der Zellwand. So führen beschädigte Zellwand-Strukturen zu einer 

Erhöhung der Synthese von Glucan, Chitin und Zellwandproteinen und der Aktivierung von 

alternativen Mechanismen zur Stabilisierung der Zellwand (Smits et al., 2001, Ernst & Pla, 2011).  

Im Rahmen dieser Arbeit sollten molekulare Mechanismen der Signalumsetzung durch den 

Sensor Msb2 und die phänotypischen Konsequenzen der Msb2-Funktion geklärt werden. 

 

2.1 Manuskriptübersicht 

2.1.1 Inhaltsangabe Manuskript I 
Im Artikel „Interplay between Candida albicans and the antimicrobial peptide armory“ wurde das 

Zusammenspiel von C. albicans und humanen antimikrobielle Peptiden zusammengefasst. AMPs 

sind lösliche Peptide der angeborenen Immunität, welche Pathogene im Wachstum hemmen oder 

abtöten können. Die Proliferation des Kommensalen C. albicans wird durch ein komplexes 

Zusammenspiel der humanen Immunantwort und Reaktionen des Pilzes reguliert.  

Dieser Artikel fasst menschliche AMP Abwehrsysteme und C. albicans 

Resistenzmechanismen, sowie aktuelle Entwicklungen bei der Verwendung von AMPs als 

Antimykotika zusammen. Der Übersichtsartikel dient als weiterführende Einleitung und enthält 

veröffentlichte Daten des Manuskript II „Msb2 shedding protects Candida albicans against 

antimicrobial peptides“ und Manuskript III „Candida albicans mucin Msb2 is a broad-range 

protectant against antimicrobial peptides“. 

 
2.1.2 Inhaltsangabe Manuskript II 
Im Manuskript II „Msb2 shedding protects Candida albicans against antimicrobial peptides“ wurde 

die Rolle des Sensorprotein Msb2 aus C. albicans gegen humane antimikrobielle Peptide aufgeklärt. 

Hierzu wurden C. albicans-Stämme konstruiert, die für eine Msb2-Variante kodieren, in der die 

große N-terminale extrazelluläre Domäne mit einem HA-Epitop und die kleine C-terminale 

cytoplasmatische Domäne mit einem V5-Epitop markiert sind. Analysen des synthetisierten Msb2 

ergaben, dass die extrazelluläre Domäne quantitativ abgespalten und ins Medium sekretiert wird, 

während die cytoplasmatische Domäne in der Zelle verbleibt.  
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Weiterhin konnte für die O-Mannosylierung von Msb2 Pmt1 und Pmt2 identifiziert werden. 

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass sezerniertes Msb2 (Msb2*) Pilz-, sowie bakterielle Zellen vor 

den AMPs Histatin 5 und LL-37 schützt. Diese AMP-Inaktivierung beruht auf Bindung der Msb2-

Glykodomäne und den humanen Peptiden. 

 
2.1.3 Inhaltsangabe Manuskript III 
Im Manuskript III „Candida albicans mucin Msb2 is a broad-range protectant against antimicrobial 

peptides“ wurden die Bindungseigenschaften von Msb2 an humane AMPs weitergehend 

charakterisiert. Durch Quantifizierung von Msb2/LL-37 Interaktionen mittels Microscale 

Thermophorese konnte eine hohe Affinität der sezernierten Glykodomäne zu AMPs, abhängig vom 

Msb2-Glykosylierungsmuster, ermittelt werden. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass Msb2 das 

Reserve-Antibiotikum Daptomycin inaktiviert, welches gegen die bakteriellen 

Pathogene Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis und Corynebacterium 

pseudodiphtheriticum wirkt. In Mischkulturen mit S. aureus und C. albicans wurde dieser protektive 

Effekt, von Msb2-sezernierenden Zellen und msb2-Mutanten, bestätigt. 

 
2.1.4 Inhaltsangabe Manuskript IV 
Im Manuskript IV „Signaling domains of mucin Msb2 in Candida albicans” wurden verschiedene 

Domänen des Glykosensors Msb2 mittels systematischer Deletionen identifiziert. Hierzu wurden 

verschiedene Msb2-Varianten konstruiert, wodurch eine Sequenz,  die essentiell für die Spaltung 

und Sekretion des Glykoproteins und für alle MSB2 Phänotypen erforderlich ist, identifiziert wurde. 

 Die Phosphorylierung der MAP-Kinase Cek1, welche für die Erhaltung der Zellwandintegrität 

erforderlich ist, wird von drei unterschiedlichen Msb2-Bereichen reguliert: In ungestressten C. 

albicans Zellen reprimieren N-terminale Msb2-Sequenzen die Phosphorylierung, während unter 

Zellwandstress cytoplasmatische Sequenzen und flankierende Regionen der Transmembrandomäne 

benötigt werden. Darüber hinaus wurden Sequenzen identifiziert, welche für die Hyphen-

Morphogenese, Resistenz gegenüber Antimykotika und die Regulation des PMT1 Transkripts, die O- 

Mannosyltransferase 1, erforderlich sind. Weiterhin erzeugte die Deletion von zwei Dritteln der 

Exodomäne einen hyperfilamentösen Phänotypen, abhängig von dem Membranprotein Sho1, der 

MAPK Cek1 und dem Transkriptionsfaktor Efg1. Ein induzierter Zellwandstress führte zur 

Relokalisiation des cytoplasmatischen Teils von Msb2 zum Kern und trägt zur Regulation von 117 

Genen bei.  
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2.2 Manuskript I: Interplay between Candida albicans and the Antimicrobial Peptide 
armory  

Marc Swidergall and Joachim F. Ernst 

Erstautor 

eigener Anteil an der Arbeit in %: 70 

Marc Swidergall schrieb einen Teil des Manuskripts und war korrespondierender Autor. 

Veröffentlicht in: Eukaryotic Cell 13: 950-957 

2013 IMPACT FACTOR: 3.179 
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2.3 Manuskript II: Msb2 Shedding Protects Candida albicans against Antimicrobial 
Peptides 

Eva Szafranski-Schneider, Marc Swidergall, Fabien Cottier, Denis Tielker, Elvira Román, Jesus Pla, 
and Joachim F. Ernst 

Zweitautor 

eigener Anteil an der Arbeit in %: 40  

Marc Swidergall hat folgende Experimente geplant, durch geführt und interpretiert: 
Sensitivitätstest verschiedener C. albicans-Stämme gegenüber LL-37 und Histatin 5; Lokalisation von 
TAMRA markiertem LL-37; Aufreinigung der extrazellulären Msb2-Domäne mittels 
Immunaffinitätschromatographie (IAC); Dot-Blot Analysen; AMP-Assays mit bakteriellen Zellen; 
Protease-Assay; Bindungsanalysen von Msb2 und LL-37. 

Veröffentlicht in: PLoS Pathogens Feb 2012; 8(2): e1002501 

2012 IMPACT FACTOR: 8.136 
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2.4 Manuskript III: Candida albicans Mucin Msb2 Is a Broad-Range Protectant against 
Antimicrobial Peptides 

Marc Swidergall, Andreas M. Ernst, and Joachim F. Ernst 

Erstautor 

eigener Anteil an der Arbeit in %: 85  

Marc Swidergall hat folgende Experimente geplant, durchgeführt und interpretiert: Aufreinigung 
von Msb2-Varianten; AMP-Assays mit verschiedenen Peptiden unter unterschiedlichen 
Bedingungen; MST Messungen; Daptomycin-Assays; Polymikrobielle Assays. 
Marc Swidergall schrieb einen Teil des Manuskripts.  
 

Veröffentlicht in: Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Aug 2013; 57(8): 3917–3922 

2013 IMPACT FACTOR: 4.451 
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2.5 Manuskript IV: Signaling domains of mucin Msb2 in Candida albicans  

Marc Swidergall, Lasse van Wijlick, and Joachim F. Ernst 

Erstautor 

eigener Anteil an der Arbeit in %: 85  

Marc Swidergall hat folgende Experimente geplant, durchgeführt und interpretiert: Konstruktion 
von Msb2-Varianten; Phänotypisierung der C. albicans-Stämme; qPCR; Phosphorylierungs-Blots der 
Kinasen Mkc1 und Cek1; Immunfluoreszenz, AMP-Assays; Transkriptom-Analysen. 
Marc Swidergall schrieb einen Teil des Manuskripts.  
 

Veröffentlicht in: Eukaryotic Cell EC.00264-14; Accepted manuscript posted online 30 January 
2015, doi:10.1128/EC.00264-14 

2013 IMPACT FACTOR: 3.179 
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2.6 Weiterführende Ergebnisse zur Interaktion von AMPs mit Zelloberflächen 
Komponenten von Bakterien 

Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr. med. Bernhard Homey von der Hautklinik des 

Universitätsklinikums Düsseldorf wurde die Rolle des Interleukin-26 (IL-26) bei einer Infektion 

charakterisiert. 

 Das kationische und amphipathische Cytokin IL-26 wird zusammen mit IL-22, durch aktivierte 

T- Zellen, insbesondere Th17-Zellen, ko-exprimiert (Fickenscher & Pirzer, 2004). Th17-Zellen spielen 

eine wichtige Rolle beim Schutz gegen Infektionen, sowie bei Autoimmunerkrankungen (Wilson et 

al., 2007). Die von Th17-Zellen sezernierten Cytokine triggern Epithel-Zellen antimikrobielle 

Effektor-Moleküle zu produzieren um eine Proliferation von Pathogenen, wie z.B. C. albicans und S. 

aureus, zu verhindern. IL-26 bindet an einen heterodimeren Rezeptor-Komplex bestehend aus IL-

20R1 und IL-10R2. IL-26-Rezeptoren werden in erster Linie auf nicht-hämatopoetischen Zell-Typen, 

insbesondere Epithelzellen, exprimiert. Die durch IL-26 induzierte Signaltransduktion führt zur 

Aktivierung von STAT1 und STAT3. In Kooperation konnte gezeigt werden, dass IL-26 Bakterien, wie 

z.b. Pseudomonas aeruginosa und S. aureus, jedoch nicht C. albicans, abtötet.  

Mittels MST wurde gezeigt, dass IL-26 an Bestandteile der bakteriellen Zellwand binden kann. 

Durch Quantifizierung wurde eine höhere Affinität des Cytokins zu Lipoteichonsäuren (LTA) im 

Vergleich zu Lipopolysacchariden (LPS) bestimmt (Abb. 2.1). Desweiteren zeigten sich IL-26-DNA-

Komplexe, bakteriellen und humanen Ursprungs, wodurch es zu einer Produktion von Typ-I-

Interferonen in plasmacytoiden dendritischen Zellen (pDCs) über die TLR9-Aktivierung kam. Diese 

Ergebnisse liefern neue Erkenntnisse über die antimikrobielle und entzündungsfördernde Funktion 

der Th17-Zellen, sowie IL-26, ein Cytokin mit direkter antimikrobieller Wirkung.  

 

 

Abb. 2.1- IL-26 bindet LPS and LTA. Gebundenes (%) FITC-LPS (45 nM) und LTA-Alexa Fluor 488 (38 nM) in Anhängigkeit von 
IL-26 mittels „Microscale thermophoresis“. Die Tabelle zeigt die gemessenen Dissoziationskonstanten (KD) der Proteine und 
der Liganden; (NI) Keine Interaktion. 
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3 Diskussion 
Der opportunistisch humanpathogene Pilz C. albicans stellt mit bis zu 66 % aller Fälle die häufigste 

Ursache von invasiven Candidosen dar (Pfaller & Diekema, 2007). Die Sterberate von C. albicans-

Infektionen des Blutstromes liegt bei bis zu 50 % (Eggimann et al., 2003). Ein komplexes 

Wechselspiel von Reaktionen charakterisiert die Begegnung von mikrobiellen Erregern mit dem 

menschlichen Wirt. Die C. albicans-Zellwand ist eine essentielle und speziell aufgebaute 

Organelle des Pathogens, die im Rahmen der Immunabwehr durch den Wirt angegriffen wird. 

Mittels unterschiedlicher Sensoren löst die Hefe verschiedene Mechanismen aus um Defekte 

der Zellwand zu kompensieren (Ernst & Pla, 2011). Eine wichtige Rolle übernimmt hierbei der 

Cek1-Signalweg, bestehend aus dem Kinase-Modul Ste11, Hst7 und der MAPK Cek1, welcher durch 

Glykosylierungs-Defekte aktiviert wird. Als möglicher Rezeptor wurde das Mucin-ähnliche Protein 

Msb2 identifiziert (Román et al., 2009). Msb2 enthält 43% Serin- und Threonin-Reste und besteht 

aus einem großen N-terminalen extrazellulären Bereich, einer Transmembrandomäne und einem 

kurzen C-terminalen cytoplasmatischen Teil. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle des Membransensors Msb2 für die Morphogenese 

und Resistenzen gegenüber Antimykotika bzw. AMPs charakterisiert; außerdem wurden molekulare 

Mechanismen der Signalumsetzung durch Msb2 und die phänotypischen Konsequenzen der Msb2-

Funktion untersucht. Hierzu wurden C. albicans-Stämme konstruiert, die für eine Msb2-Variante 

kodieren, in der die große N-terminale extrazelluläre Domäne mit einem HA-Epitop und die kleine 

C-terminale cytoplasmatische Domäne mit einem V5-Epitop markiert sind. Hiermit konnten die 

Lokalisation, die Sekretion und Glykosylierungsmuster von Msb2 untersucht werden.  

 

3.1 CaMsb2 wird sekretiert und in die Umgebung abgegeben 
Eine der maßgeblichen posttranslationalen Modifikationen von Mucinen ist die proteolytische 

Prozessierung, wobei die Mucine in eine extrazelluläre und eine cytoplasmatische Domäne 

gespalten werden können (Cullen, 2011). 

Bei S. cerevisiae wird Msb2 gespalten und der extrazelluläre Bereich in das 

Wachstumsmedium sekretiert, während der cytoplasmatische Bereich innerhalb der Zelle verbleibt 

und in der Vakuole angereichert wird (Vadaie et al., 2008). Bei C. albicans wird das Mucin-ähnliche 

Protein Msb2 in der Hefe-, wie auch in der Hyphen-Form ins Medium sekretiert (Msb2*; 

Manuskript II). Analysen der Epitop-markierten Msb2-Variante, in der die große N-terminale 

extrazelluläre Domäne mit einem HA-Epitop und die kleine C-terminale cytoplasmatische Domäne 

mit einem V5-Epitop markiert sind, ergaben, dass die extrazelluläre Domäne quantitativ 

abgespalten und ins Medium sekretiert wird, während die cytoplasmatische Domäne in der Zelle 

verbleibt. Weiterhin wurde festgestellt, dass Msb2* nicht nur in Flüssigmedium sezerniert wird, 

sondern auch auf Festmedium (Manuskript II). Sorgo et al. (2010) konnten ebenfalls nachweisen, 
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dass Msb2 unter Standardwuchsbedingungen sekretiert wird, da die folgenden Peptide mittels Q-

TOf identifiziert wurden: Msb2-Aminosäuren 1212-1219, 1223-1237, 1238-1253 und 1254-1290. 

Vadaie et al. (2008) konnten einen Bereich für die Prozessierung in Msb2 in S. cerevisiae 

eingrenzen, an dessen Spaltung die Yapsin-Aspartylprotease Yps1 beteiligt ist. Das zu ScYps1 

homologe Protein in C. albicans Sap9, wie auch die Aspartylprotease Sap10, welche durch einen 

GPI-Anker in der Plasmamembran assoziiert ist, haben bei C. albicans jedoch keinen Einfluss auf die 

Sekretion von Msb2 (Manuskript II). Untersuchungen des S. cerevisiae Flocculins Flo11, eines 

großen GPI-verankerten Glykoproteins, zeigten, dass dieses durch die Furin-Protease Kex2 

mehrfach prozessiert wird (Karunanithi et al., 2010). Die CaMsb2-Prozessierung ist jedoch 

unabhängig von Kex2 (Manuskript II). Kürzlich veröffentlichte Arbeiten zeigten, dass die 

Prozessierung von Msb2 in C. albicans abhängig von der Protease Sap8 ist (Puri et al., 2012). Diese 

Ergebnisse konnten in unserer Arbeitsgruppe jedoch nicht bestätigt werden, da keine Unterschiede 

von sezerniertem oder Zell-assoziiertem Msb2 in der sap8-Mutante im Vergleich zum Wildtypen 

festgestellt wurden (Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus wurde die Msb2-Prozessierung in 

Gegenwart  von Protease-Inhibitoren untersucht (Manuskript II). Inhibitoren von Metallo-, Serin-, 

Cystein- und Aspartylproteasen, wie z.B. Sap8, beeinflussten die Spaltung und somit die Sekretion 

der extrazellulären Domäne nicht, anders als es von Puri et al. (2012) beschrieben wurde. Die 

Identifizierung der Msb2-spaltenden Protease steht daher noch aus, ist aber von großer Relevanz, 

da die Spaltung essentiell für alle MSB2-Phänotypen ist (siehe unten). Eine weitere Möglichkeit der 

Msb2-Prozessierung ist eine autoproteolytische Spaltung. Die autoproteolytische Spaltung des 

humanen Mucins MUC1 ist abhängig von der SEA-Domäne, welche das Vorläuferprotein im 

-Motiv spaltet (Hattrup & Gendler, 2008). Wie an homologen Proteinen gezeigt wurde 

kann die VVV-Sequenz durch andere hydrophobe Reste ersetzt werden (Maeda et al., 2004). Dem 

Msb2 Protein in C. albicans fehlen homologe SEA-Sequenzen, jedoch enthält das Protein eine 

G1232SAIY1235 Sequenz N-terminal  von der Transmembrandomäne. Die Deletion dieser Aminosäuren 

(AS-Reste 1231-1233) beeinflusste jedoch nicht die Msb2-Sekretion (Manuskript IV; Daten nicht 

gezeigt). Somit ist davon auszugehen, dass Msb2 in C. albicans weder autoproteolytisch, noch 

durch die Proteasen Sap8-10 oder Kex2 gespalten und somit in die Umgebung sezerniert wird. 

Um die Region einzugrenzen, in der die extrazelluläre Msb2-Domäne geschnitten wird, 

wurden Msb2-Varianten mittels Mutagenese-PCR konstruiert, die Deletionen stromaufwärts der 

Transmembrandomäne aufweisen (Manuskript IV). Mittels Immunoblotanalysen wurde ein Msb2-

Segment, in dem die AS-Reste zwischen den Positionen 1084 und 1283 der Exodomäne deletiert 

sind, identifiziert, welches für die Spaltung und Sekretion verantwortlich ist (Manuskript IV). Diese 

Sequenz enthält mehrere theoretisch vorhergesagte proteolytische Schnittstellen, die direkt oder 
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indirekt, die Spaltung beeinflussen könnte. Dieses Msb2-Segment ist für die Spaltung und 

Freisetzung der Exodomäne und damit verbundenen MSB2-abhängigen Funktionen essentiell.  

Um die proteolytische Schnittstelle von Msb2 zu identifizieren müsste als nächstes das 

Segment, in dem die Aminosäure-Reste zwischen den Positionen 1084 und 1283 der Exodomäne 

deletiert sind, weitergehend untersucht werden. Hierzu müsste dieses Fragment in kleinere 

Segmente unterteilt und im wildtypischen Msb2-Protein deletiert werden. Weiterhin wäre eine 

Msb2-Expression in E.coli möglich. Nach anschließender Aufreinigung und Zugabe des Msb2 aus E. 

coli zu wildtypischen C. albicans-Zellen und/oder Rohextrakten könnte durch Immunoblot-Analysen 

die Msb2-Prozessierung untersucht werden. Anschließend würde durch Edmann-Abbau die 

Sequenzierung am N-terminalen Ende des prozessierten Proteins (Edman, 1949) und mittels 

Schlack-Kumpf-Abbau die C-terminalen Sequenzierung des Fragments (Schlack & Kampf, 1926, Li & 

Liang, 2002) durchgeführt um die proteolytische Schnittstelle zu identifizieren. 

 

3.2 Glykosylierung von Msb2 in C. albicans 
Defekte in der O-Glykosylierung resultieren in einer veränderten Zusammensetzung der Chitin-, 

Glukan- und Mannoproteingehalte der C. albicans-Zellwand (Prill et al., 2005). Hierbei zeigte sich, 

dass die pmt1-, wie auch die pmt4-Mutante einen höheren Anteil an -Glucan in der Zellwand 

enthielt. Desweiteren wiesen die Mutanten einen niedrigeren Gehalt an Mannoproteinen auf. 

Msb2 wird in S. cerevisiae durch die Protein-O-Mannosyltransferasen Pmt1, Pmt2 und Pmt4 

in der STR-Domäne (Serin/Threonin-reiche Domäne) stark glykosyliert (Yang et al., 2009). Mittels 

Gelfiltration konnten für CaMsb2 ebenfalls posttranslationale Modifikationen festgestellt werden, 

da eine molekulare Masse von ~ 468–614 kDa ermittelt wurde und die theoretische Größe mit 141 

kDa ~4-fach geringer ist (Manuskript II). Die Behandlung des sekretierten Msb2 mit PNGase F führte 

zu keiner signifikanten Änderung der molekularen Masse, -Elimination zu einer 

Reduktion auf 300 kDa führte. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das sezernierte Msb2 O- und 

nicht N-glykosyliert ist. Die komplette chemische Deglykosylierung mittels TMFS reduzierte die 

Masse von Msb2* auf ~ 117–130 kDa, welches der ungefähren Masse von Msb2 entspräche, wenn 

das Protein direkt stromaufwärts der Transmembrandomäne geschnitten wird. Für C. albicans 

konnten Prill et al. (2005) fünf Pmt-Isoformen identifizieren, welche den ersten Schritt der O-

Glykosylierung im ER katalysieren. Pmt1 und Pmt5 gehören jeweils zur Pmt1-Familie, Pmt2 und 

Pmt6 zur Pmt2-Familie und als einziger Vertreter der Pmt4-Familie konnte Pmt4 identifiziert 

werden (Prill et al., 2005, Lengeler et al., 2008). Durch Immunoblotanalysen wurde gezeigt, dass 

Msb2 durch Pmt1 mannosyliert wird (Manuskript II). Aufgrund der hohen molekularen Masse von 

Msb2 ist es jedoch schwierig, geringe Unterschiede im Glykosylierungsmuster festzustellen. 

Möglicherweise modifizieren einige Pmt-Isoformen, wie z.B. Pmt4, nur wenige, aber strukturell 

wesentliche AS-Reste. Der Einfluss von Pmt2 auf die Msb2-Glykosylierung konnte nicht 
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ausgeschlossen werden, da Pmt2 essentiell für C. albicans ist und eine homozygote pmt2-Mutante 

nicht lebensfähig ist (Prill et al., 2005). Desweiteren könnten kompensatorische Regulationen der 

Pmt-Isoformen  die O-Mannosylierung von Msb2 in pmt-Mutanten beeinflussen (Cantero et al., 

2007, Cantero & Ernst, 2011). 

 

3.3 C-terminale Sequenzen vermitteln basale Resistenz gegenüber Zellwand-Stress 
C. albicans ist als kommensaler Organismus einer sich stetig verändernden Umwelt ausgesetzt. Der 

Pathogen ist durch Abwehrmechanismen des Wirtes starken Stress ausgesetzt, welcher sich 

besonders auf die Zellwand auswirkt. Stressfaktoren sind beispielsweise Sauerstoffradikale, 

antimikrobielle Peptide, hydrolytische Enzyme und therapeutische, antimykotische Verbindungen 

(Heilmann et al., 2013). 

 Um zu überprüfen, welchen Einfluss die Disruption des MSB2-Gens bei Zellwand-Stress hat 

wurde die Sensitivität gegenüber Zellwand-destabilisierender Agenzien, wie Caspofungin und 

Tunicamycin, sowie dem Pmt1-Inhibitor untersucht (Manuskript II). Die msb2-Mutante wächst in 

Gegenwart von Tunicamycin im Vergleich zum Wildtyp schlechter und ist in Anwesenheit von 

Caspofungin nicht lebensfähig; der Pmt1-Inhibitor hatte jedoch keinen Einfluss auf das 

Wachstumsverhalten der Mutante. In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, 

dass die msb2-Mutante sensitiv gegenüber Kongo Rot und Zymolyase ist (Román et al., 2009). 

Somit ist Msb2 für die basale Resistenz von C. albicans gegenüber Zellwand-Stress notwendig. 

 Um funktionelle Regionen von Msb2 gegenüber basalem Zellwand-Stress zu identifizieren, 

wurden Msb2-Varianten mittels Mutagenese-PCR konstruiert und die transformierten C. albicans-

Stämme auf deren Sensitivität gegenüber Caspofungin und niedrigen Konzentrationen von 

Tunicamycin getestet (Manuskript IV). Es zeigte sich, dass N-terminale Sequenzen nahe der 

Transmembrandomäne  essentiell für Funktion von Msb2 für die basale Zellwand-

Resistenz sind.  

 

3.4 Interne Msb2-Sequenzen regulieren den MAP Kinase Cek1 Spiegel 
Der Cek1-Signalweg kompensiert defekte Glykostrukturen in der C. albicans Zellwand (Ernst & Pla, 

2011). Der Sensor Msb2 reguliert dabei die Aktivität der MAP-Kinase Cek1, welche auch für die 

Hyphenbildung auf festen Medien erforderlich ist (Román et al., 2009).  

 In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die msb2-Mutante nicht in der Lage ist, unter 

Tunicamycin-bewirktem N-Glykosylierungsstress Cek1 zu phosphorylieren (Manuskript II). Des 

Weiteren wurden an Hand der konstruierten Msb2-Varianten zwei Funktionen bei der Cek1 

Phosphorylierung identifiziert, die durch drei getrennte Domänen vermittelt werden (Manuskript 

IV). Unter normalen Wachstumsbedingungen reprimieren N-terminale Sequenzen die Cek1 

Phosphorylierung (Manuskript II; IV), während unter Tunicamycin-Stress C-terminale Sequenzen, 
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welche die TM-Domäne flankieren, die Cek1 Phosphorylierung induzieren (Manuskript II; IV). Somit 

können wildtypische C. albicans-Zellen in  Gegenwart von Zellwand-destabilisierenden Agenzien 

den Cek1-Weg über Msb2 aktivieren und diese Schäden kompensieren. Die Cek1-Signalweg-

Aktivierung bei Glykosylierungsdefekten dient unter anderem der Regulation der PMT-

Genexpression (Cantero & Ernst, 2011). So wurde nachgewiesen, dass der basale PMT1 

Transkriptspiegel in der msb2- und cek1-Mutante deutlich erhöht war, woraus geschlossen werden 

kann, dass er unter normalen Wachstumsbedingungen durch Msb2 und Cek1 reprimiert wird. Da 

keine signifikante Cek1 Phosphorylierung in ungestressten C. albicans-Zellen erfolgt, lässt dies 

darauf schließen, dass die Repression von PMT1 die Anwesenheit von Cek1 erfordert, jedoch nicht 

in seiner phosphorylierten Form. Interessanterweise werden interne Msb2-Sequenzen 

stromaufwärts der TM-

Basalresistenz gegen Caspofungin und Tunicamycin erforderlich sind (Abschn. 3.3), benötigt, um 

den PMT1 Transkriptspiegel zu reprimieren. Dieser Mechanismus der Regulation der PMT-

Genexpression bei Glykosylierungsdefekten ist unabhängig vom cytoplasmatischen Msb2-Te

Manuskript IV).  

Somit lässt sich schlussfolgern, dass eine defekte O-Mannosylierung von Msb2 (Abschn. 3.2; 

Manuskript II) oder anderen defekten O- oder N-glykosylierten Proteinen, welche mit Msb2 

interagieren, die MAP Kinase Cek1 aktivieren, um den Defekt zu kompensieren. Die Annahme einer 

Proteininteraktion entsteht aus der Tatsache, dass Msb2 nicht N-glykosyliert wird (Abschn. 3.2; 

Manuskript II), jedoch essentiell für die Cek1 Phosphorylierung unter Tunicamycin-Stress ist 

(Manuskript II; IV). Für S. cerevisiae konnte dagegen gezeigt werden, dass Msb2 sowohl N- als auch 

O-glykosyliert ist. Das Cek1 Homolog Kss1 wird in dieser Hefe nur in pmt4-Mutanten unter 

Tunicamycin-Stress aktiviert (Tatebayashi et al., 2007, Yang et al., 2008). Daraus folgt, dass die 

Msb2-Aktivierung bei defekter Protein-Glykosylierung und die resultierende MAPK-Aktivierung in C. 

albicans und S. cerevisiae unterschiedlich ablaufen. 

 

3.5 Die Beteiligung von Msb2 an der Hyphen-Morphogenese 
Der Wechsel zwischen der Hefe- und der Hyphenform ist für die C. albicans-Virulenz essentiell 

(Csank et al., 1997). Dieser Phänotypenwechsel wird in C. albicans über mehrere Signalwege 

gesteuert, wobei die MAPK-Kaskade sowie der cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA)-Weg am 

besten untersucht sind. Die Zielproteine dieser Signalwege sind die Transkriptionsfaktoren Cph1 

und Efg1. Eine cph1 efg1-Doppelmutante ist afilamentös, sowie avirulent (Lo et al., 1997, 

Sonneborn et al., 2000) Dies führte zu der Annahme, dass beide Signalwege parallel verlaufen und 

gemeinsam die Regulation der Hyphenbildung kontrollieren, wobei der PKA-Weg von größerer 

Bedeutung für den morphologischen „Switch“ ist. Die Aktivierung der GTPase Ras1 führt im Falle 

der MAPK-Kaskade zur Signalweiterleitung über die GTPase Cdc42, welche wiederum die Kinase 

  



  3  Diskussion 

82 

Cst20 aktiviert. Hierdurch kommt es zur Aktivierung des MAP-Kinase-Moduls, das aus den drei 

Kinasen Ste11, Hst7 und Cek1 besteht; dabei stellt Cek1 die zentrale MAPK-Komponente dar. Die 

Weiterleitung des Signals erfolgt durch Phosphorylierung und resultiert in der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors Cph1, welcher die Hyphenbildung anregt (Liu et al., 1994, Csank et al., 1998). 

Interessanterweise führen Mutationen der einzelnen MAPK-Komponenten nur unter bestimmten 

Bedingungen, wie z.B. auf festen Nährmedien mit Mannitol als Kohlenstoffquelle, zu Defekten in 

der Filamentierung. Hingegen bewirken Mutationen im PKA-Signalweg zu einem vollständigen 

Defekt der Filamentierung (Sonneborn et al., 2000, Bockmühl et al., 2001, Rocha et al., 2001). 

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der Sensor Msb2 oberhalb der 

MAPK Cek1 an der Hyphen-Morphogenese beteiligt ist (Román et al., 2009). In dieser Arbeit wurde 

beschrieben, dass der morphologische Wechsel von der Hefe- in die Hyphenform unabhängig von 

der Cek1 Phosphorylierung ist (Manuskript IV). Die Msb2-Variante, welcher der cytoplasmatische 

Msb2-Teil fehlt, ist nicht in der Lage Cek1 zu aktivieren, bildet jedoch Hyphen aus (Manuskript II; 

-Domäne) Cek1 phosphoryliert aber 

nicht filamentiert.  Dies lässt darauf schließen, dass die durch Msb2-ausgelöste Filamentierung 

teilweise unabhängig von der Phosphorylierung der Kinase Cek1 ist. 

Interessanterweise konnte durch spezifische Deletionen  ein hyperfilamentöser Phänotyp 

beobachtet werden (Manuskript IV). Durch Deletion von Zweidritteln der N-terminalen Msb2-

Sequenz ( ) zeigten C. albicans-Zellen in nicht induzierten Bedingungen filamentöse Strukturen. 

Dieser Phänotyp war unabhängig vom cytoplasmatischen Teil, jedoch abhängig von der TM-

Domäne. Die Hyperfilamentierung war nicht in Zellen, denen das Membranprotein Sho1, die Kinase 

Cek1 oder der Transkriptionsfaktor Efg1 fehlen, zu beobachten. Diese Ergebnisse zeigen, dass für 

die Msb2-induzierte Hyphenbildung eine Interaktion mit Sho1, der stromabwärts befindlichen 

Kinase Cek1 und dem Regulator Efg1 erforderlich sind. Eine direkte Interaktion bzw. „Cross-talk“ 

des MAPK- und des PKA-Signalwegs, also eine direkte Interaktion zwischen der Kinase Cek1 und 

Efg1 als direktes „Target“ ist somit möglich, bedarf jedoch weiterer Analysen, da bisher von zwei 

parallelen Signalwegen ausgegangen wurde (Gow et al., 2012). 

 

3.6 Die cytoplasmatische Msb2-Domäne wird bei Zellwandstress in das 
Cytoplasma/Kern transloziert 

Neben der Prozessierung der Exodomäne können Mucine zusätzlich im cytoplasmatischen Teil 

gespalten werden (Cullen, 2011). Beispiele hierfür finden sich bei dem Notch-Rezeptor, ErbB-4 und 

CN14 (De Strooper et al., 1999, Ni et al., 2001, Lammich et al., 2002). So konnte gezeigt werden, 

dass der cytoplasmatische Teil des membranständigen Notch-Rezeptors durch Präsenilin-1 

prozessiert wird und somit in den Zellkern diffundiert, wo das Fragment in einem Komplex die 

Expression von Notch-Response-Genen reguliert. 
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 In zwei Pilz-Spezies zeigte sich die subzelluläre Lokalisation von Msb2 (Ustilago maydis) und 

MsbA (Aspergillus nidulans), welche am C-terminalen Ende mit einem Fluoreszenzprotein fusioniert 

waren, als dynamischer Prozess. Hierbei wurde das Mucin stetig von der Membran entfernt und in 

die Vakuole rekrutiert (Lanver et al., 2010, Brown et al., 2014). Der cytoplasmatische Msb2-Teil bei 

C. albicans ist essentiell für die basale Resistenz vor allem gegenüber Caspofungin, jedoch weniger 

für das Wachstum unter Glykosylierungs-Stress (Manuskript IV). Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass die Abwesenheit der C-Domäne zu einer verminderten Cek1 Phosphorylierung unter Zellwand-

Stress führt. Mittels Immunfluoreszenz wurde der cytoplasmatische Teil von Msb2 an der 

Cytoplasmamembran lokalisiert (Manuskript IV). Unter Zellwand-Stress wird das Msb2-

Verläuferprotein vermutlich durch Entfernung der TM-Region prozessiert, wodurch die C-Domäne 

in dem Cytoplasma und dem Kern detektiert werden konnte. Somit unterliegt Msb2 bei C. albicans 

zwei Prozessierungs-Schritten. Zum einen wird die große N-terminale Exodomäne gespalten und in 

die Pilz-Umgebung sezerniert (Manuskript II), zum anderen wird die C-terminale Domäne bei 

Zellwand-Stress prozessiert und transloziert (Manuskript IV). Genomweite Expressionsanalyse 

ergaben 117 differentiell regulierte Gene durch die Abwesenheit der C-terminalen Msb2-Domäne, 

darunter fünf Zellwand-Gene (ALS1, ALS3, ALS5, CHT2 und PGA14). Der anschließende Vergleich der 

Promotorregionen aller regulierten Gene ergab zwei signifikante Transkriptionsfaktor-Konsensus-

Bindesequenzen (Ace2 und Azf1), welche an der Aufrechterhaltung der Zellwandintegrität beteiligt 

sind (Kurischko et al., 2005, de Boer & Hughes, 2012, Saputo et al., 2012). In vorangegangenen 

Arbeiten wurde Ace2 als wesentliches Protein für die Regulierung der PMT-Gene und Antimykotika-

Resistenz identifiziert (Cantero & Ernst, 2011). Diese Ergebnisse führen zu der Annahme, dass der 

cytoplasmatische Teil von Msb2 prozessiert und passiv in den Kern diffundiert oder aktiv mittels 

eines Komplexes transportiert wird, um Gene der Zellwandintegrität zu regulieren.  

 

3.7 Die Rolle des Msb2-Sensorproteins bei der Interaktion mit antimikrobiellen 
Peptiden  

Im menschlichen Wirt kommt C. albicans in Kontakt mit Zelloberflächen wie beispielsweise von 

Immunzellen, welche daraufhin eine Welle antimykotischer Aktivitäten auslösen. Induzierte lösliche 

Abwehrmoleküle wie Immunglobuline, Komplementfaktoren und AMPs töten oder blockieren 

infolgedessen das Wachstum des Pathogens C. albicans. AMPs wirken antiviral, antibakteriell und 

antimykotisch. Sie bilden z.B. durch sezerniertes Histatin eine antimikrobielle Barriere auf 

Schleimhäuten oder sie sind Bestandteile der Erreger-abtötenden Granula von Neutrophilen, wie 

z.B. das Cathelicidin LL-37 (Peschel & Sahl, 2006). Darüber hinaus wirken AMPs als chemotaktische 

Stoffe und rekrutieren Leukozyten zu Infektionsstellen. C. albicans ist sensitiv gegenüber Histatin 5, 

LL-37 und Defensinen, welche das Wachstum durch Disruption der Cytoplasmamembran, 

Hemmung der mitochondrialen Aktivität und weitere unbekannte Mechanismen hemmen 
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(Manuskript I). Darüber hinaus führt die Bindung von LL-37 an Zuckerstrukturen der Zellwand zu 

einer verringerten Adhäsion der Pilz-Zellen an Kunststoffoberflächen oder Wirtszellen (Tsai et al., 

2011).  

Eine Vielzahl von kommensalen Mikroben und auch einige opportunistische Erreger 

überleben im menschlichen Wirt, da sie zumindest teilweise AMP-resistent sind. Mehrere AMP-

Resistenzmechanismen wurden bereits für Pathogene beschrieben. Dazu gehört zum Beispiel die 

Spaltung von antimikrobiellen Peptiden durch lösliche oder membrangebundene Proteasen, wie die 

Yapsin Protease Sap9 von C. albicans, welche Histatin 5 degradiert und somit inaktiviert (Meiller et 

al., 2009). Ein weiterer, in Bakterien aufgeklärter Mechanismus ist die Sekretion von AMP-

bindenden Proteinen. Diese dienen als Köder und lenken somit die AMPs von der mikrobiellen 

Zelloberfläche ab. Beispiele hierfür sind die sekretierte SIC-Staphylokinasen und FAF-Proteine aus 

Streptococcus pyogenes, S. aureus und den kommensalen Bakterium Finegoldia magna (Frick et al., 

2003, Jin et al., 2004, Frick et al., 2008). 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die msb2-Mutante sensitiver 

gegenüber dem Cathelicidin LL-37 ist (Manuskript II), da es nach Behandlung mit LL-37 zu einer 

Reduktion der Kolonie-bildenden Einheiten von 20 % im Vergleich zum Wildtypstamm CAF2-1 kam. 

Dieser Effekt von LL-37 konnte für Histatin 5 (Hst 5) jedoch nicht bestätigt werden. Es ist bekannt, 

dass Hst 5 weder Poren noch Kanäle in die mikrobiellen Plasmamembran verursacht, sondern 

intrazellulär auf die Funktion der Mitochondrien wirkt (Komatsu et al., 2011). Dies deutet darauf 

hin, dass die relativ geringen Mengen von zellassoziiertem Msb2 ausreichen, C. albicans gegenüber 

LL-37, nicht jedoch gegenüber Histatin 5, zu schützen. Mehrere Mechanismen könnten die erhöhte 

Sensitivität der msb2-Mutante gegenüber LL-37 erklären. Einer dieser Mechanismen ist die 

Sekretion von AMP-bindenden Proteinen. Es konnte gezeigt werden, dass die Sekretion des 

hochglykosylierten extrazellulären Teils von Msb2 eine basale AMP Resistenz hervorruft 

(Manuskript II). Somit wurde ein analoger Mechanismus der AMP-Resistenz für den Pathogen C. 

albicans, wie in den erwähnten bakteriellen Beispielen, festgestellt. Die Sekretion des 

extrazellulären Msb2-Fragments führt zu einem hohen Msb2-Proteinspiegel im Medium 

(Manuskript II), der die AMP-Resistenz effektiv beeinflussen kann. Es wurde tatsächlich 

nachgewiesen, dass sekretiertes aufgereinigtes Msb2 (Msb2*) die antimikrobiellen Peptide (LL-37, 

Hst 5, hNP-1 und hBD1)  blockiert und somit die C. albicans-Zellen vor der antimikrobiellen Wirkung 

schützt (Manuskript II, III). Mittels Protease-Assays wurde eine proteolytische Wirkung von Msb2* 

gegenüber AMPs ausgeschlossen (Manuskript II), während eine direkte Bindung mittels „Microscale 

Thermophorese“ gezeigt wurde (Manuskript III). Die Quantifizierung der Msb2*/LL-37 

Interaktionen ergab eine hochaffine Bindung (Dissoziationskonstante [KD] = 73 nM). 

Interessanterweise wurde die hohe Bindungsaffinität in einer Msb2-Variante  450 AS-
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Reste der N- terminalen Domäne fehlen, beibehalten (Manuskript III). Aufgrund der positiven 

Ladung der AMPs und der hohen Anzahl an negativen Aminosäure-Resten von Msb2 (Abb. 3.1) 

könnten elektrostatische Wechselwirkungen die molekulare Interaktion erklären. Ebenfalls zeigte 

die Msb2-Variante bei der Zweidrittel der N-terminalen Sequenz ( ; Manuskript IV) deletiert 

wurde eine hochaffine Bindung (23 nM) zu LL-37 (Daten nicht gezeigt). Dieses führte zur 

Schlussfolgerung, dass elektrostatische Wechselwirkungen allein nicht für die Bindung 

verantwortlich sind (siehe unten). Durch Denaturierung von aufgereinigtem Msb2 ging die Affinität 

zu LL-37 verloren. Weiterhin zeigte sich, dass das von wildtypischen Zellen sezernierte Msb2 C. 

albicans-Zellen vor AMPs schützt, die Msb2 nicht produzieren (Daten nicht gezeigt).  

 

 
Abb. 3.1 Übersicht der positiven und negativen Aminosäure-Reste von Msb2. Schematische Darstellung positiver 
Aminosäuren (Lysin, Arginin und Histidin) und negativer Aminosäuren (Asparaginsäure und Glutaminsäure). Eingezeichnet 
sind die Positionen der N-terminalen Deletionen von den Msb2-  (Manuskript IV), sowie die 
Transmembrandomöne (TM). 

 

In vorangegangenen Arbeiten wurde beschrieben, dass LL-37 an verschiedene 

Glykostrukturen bindet, einschließlich bakterielle Lipopolysaccharide, bakterielle Exopolysaccharide 

und menschliche Glykosaminoglykane, sowie Pilz-Zellwand-Polysaccharide -Rybak et al., 

2006, Foschiatti et al., 2009, Scott et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

Dissoziationskonstanten für LL-37, dem Cytokin IL-26 und bakteriellen Zellwandstrukturen 

bestimmt (Abschn. 2.5). LL-37 bindet an Lipopolysaccharide (LPS) (Larrick et al., 1995). Diese direkte 

Interaktion konnte durch  „Microscale Thermophorese“ bestätigt werden. Es zeigte sich eine 

hochaffine Bindung [6,57 nM]; darüber hinaus konnte ebenfalls eine Bindung von LL-37 an 

Lipoteichonsäuren (LTA) bestimmt werden [7,33 nM]. IL-26, ein Cytokin mit direkter 

antimikrobieller Wirkung (persönliche Mitteilung B. Homey; Hautklinik Düsseldorf), wies hingegen 

nur eine geringe Affinität zu LPS [58 μM] und LTA [4 μM] auf (Abschn. 2.5). Somit sind die 

Hauptbestandteile der äußeren Bakterien-Zellwand direkte „Targets“ des AMPs LL-37 und des 

Cytokins IL-26. Jedoch sollte man nicht außer Acht lassen, dass diese Bestandteile oft nicht direkt 

der Umgebung ausgesetzt sind, anders als das von C. albicans sezernierte Msb2 (Manuskript II, III, 

IV), da viele natürlich vorkommende Gram-positive und -negative Bakterien mit einer dicken 

Polysaccharidkapsel ausgestattet sind und somit LPS und LTA maskieren (Roberts, 1996). 

Interessanterweise ist die korrekte O-Mannosylierung von Msb2* durch Pmt1 für die 

Bindung (Manuskript III) und die basale Resistenz gegenüber LL-37 (Manuskript II) notwendig. Eine 
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pmt1-Mutante wies eine deutlich erhöhte Sensitivität gegenüber dem Cathelicidin LL-37 auf und 

das Sekretom (Medium) einer pmt1-Mutante zeigte keine Schutzwirkung gegenüber dem AMP LL-

37 (Manuskript II). Glykostrukturen könnten anionische Kontaktstellen für kationische Peptide, wie 

LL-37 und Histatin-5 ausbilden, die eine Anreicherung von basischen Aminosäuren (Nettoladung +6 

bzw. +12 bei physiologischem pH-Wert) aufweisen. Bisher ist noch nicht beschrieben worden, dass 

die O-Mannosyl-Seitenketten allgemein oder von Msb2* modifiziert werden. Sollte dieses nicht der 

Fall sein, so fügen die Seitenketten keine Nettoladung hinzu und erlauben somit keine ionische 

Wechselwirkungen mit kationischen AMPs, obwohl nicht-ionische Wechselwirkungen nicht 

ausgeschlossen werden können. Die Bindung von Msb2 an Daptomycin, mit einer Nettoladung von 

-1 (Manuskript III; siehe unten) weist darauf hin, dass Ladungswechselwirkungen zur Msb2/AMP-

Bindung beitragen können, jedoch nicht wesentlich für die Wechselwirkung ist. Möglicherweise 

trägt die korrekte O-Mannosylierung auch zur Proteinkonformation bei, so dass die Carboxylat-

Seitengruppen von Aspartat- und Glutamat-Resten in Msb2* mit basischen Aminosäuren der 

antimikrobiellen Peptiden interagieren können, so dass indirekt durch die O-Mannosylierung eine 

verlängerte „Flaschenbürsten-Konformation“ des Msb2-Proteins unterstützt wird, wie es oft in 

stark O- glykosylierten Proteindomänen beschrieben wurde (Van den Steen et al., 1998). 

Das angeborene Immunsystem besitzt eine Vielzahl von AMPs, zu diesen gehören die - 

-Defensine. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Msb2* nicht nur LL-37 bindet 

sondern C. albicans auch vor den - -Defensinen, hNP-1 und hBD1, schützt 

(Manuskript III). Dieser protektive Effekt ist unabhängig von einer reduzierenden Umgebung 

(Manuskript III), da diese die Ladung und antimikrobielle Wirkung von AMPs beeinflussen kann 

(Schroeder et al., 2011). Durch gleichzeitige Inkubation mit unterschiedlichen Mengen von Msb2* 

und konstanten Konzentrationen von LL-37 konnte zudem gezeigt werden, dass die Inaktivierung 

von LL-37 abhängig von der Msb2* Konzentration ist (Manuskript II). Ein analoger Mechanismus 

wurde für das CaPra1 Protein beschrieben. Das Oberflächenprotein Pra1 bindet 

konzentrationsabhängig den Komplementfaktor H, FHL-1 und Plasminogen (Luo et al., 2011). Ein 

20-fach molarer Überschuss des AMP (440 pmol LL-37 zu 25 pmol Msb2*) deutet darauf hin, dass 

Msb2* mehrere AMP-Bindungsstellen besitzt und somit ein Msb2-Protein mehrere LL-37 Peptide 

binden kann (Manuskript II).  

Untersuchungen zeigten, dass weitere Komponenten bei der basalen Resistenz von C. 

albicans gegenüber AMPs involviert sind (Manuskript I). Zu diesen Komponenten gehört der Hog1 

MAP Kinase Signalweg (Argimón et al., 2011). Dieser-Signalweg ist für die Reaktion auf osmotischen 

und oxidativen Stress verantwortlich. In C. albicans ist Sho1 als Adapterprotein beschrieben, der als 

Sensor oberhalb des HOG MAPK-Signalwegs fungiert und essentiell für die Aktivierung der Cek1-

MAPK ist. Sho1 spielt somit eine Rolle bei der Adaption an oxidativen Stress sowie der 
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Morphogenese (Román et al., 2005). Da Msb2 kein „Upstream“-Element im Hog1-Signalweg ist, ist 

davon auszugehen, dass die Msb2 vermittelte AMP-Resistenz unabhängig von Hog1 reguliert wird 

oder in Kooperation mit Sho1, welches zusammen mit Msb2 an der Hyphenmorphogenese beteiligt 

ist (Abschn. 3.5; Manuskript IV).  

Weiterhin konnten durch systematische Msb2-Deletionsvarianten essentielle Sequenzen 

für die basale AMP-Resistenz ermittelt werden (Manuskript IV). Hierbei zeigte sich, dass es 

Unterschiede zwischen der kurzzeitigen AMP-Resistenz gegenüber hohen LL-37 Konzentrationen 

und der langen Inkubation mit niedrigen Peptid Konzentrationen gibt. Die Exposition mit hohen LL-

37 Konzentrationen zeigte, dass nur die msb2-Mutante sensitiv gegenüber dem AMP war. Im 

menschlichen Wirt sind die physiologischen Konzentrationen von LL-37 niedrig, erhöhen sich jedoch 

an Entzündungs- und Infektionsherden (Nijnik & Hancock, 2009). In Anwesenheit geringer LL-37 

Mengen (5 μg/ml) zeigte sich das C-terminale Msb2 Sequenzen für die basale AMP-Resistenz von 

Nöten sind (Manuskript IV). Somit scheint es, dass Sequenzen die für die Glykostress-Resistenz 

essentiell sind (Abschn. 3.3; Manuskript IV), ebenfalls eine wichtige Rolle in der basalen AMP-

Resistenz übernehmen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass unter den untersuchten 

Bedingungen die cek1-Mutante ebenfalls LL-37 sensitiv ist und somit nicht nur das sekretierte 

Glykofragment (Manuskript II; III) sondern auch für die Cek1-Aktivierung zellassoziierte Msb2-

Sequenzen für die AMP-Resistenz erforderlich sind (Manuskript IV). 

In einem Standard Mausmodell einer systemischen Infektion wies eine msb2-Mutante 

keine signifikante Abschwächung der Virulenz auf (Román et al., 2009). Jedoch beinhaltet das 

systemische Infektionsmodell nur partiell typische C. albicans Wachstumsformen, wie zum Beispiel 

die Ausbildung von Biofilmen oder die Besiedelung von Organen. Bei Puri et al. (2012) wies die 

msb2-Mutante eine verringerte Virulenz im murinen Model für die orale Candidose auf. Weiterhin 

ist Msb2 essentiell für die Kolonisierung des Gastrointestinaltrakts in der Maus (persönliche 

Mitteilung J. Pla; Madrid, Spanien). Die Tatsache, dass Msb2* sowohl in der Hefe- als auch in der 

Hyphenform und auch im Verband eines Biofilms kontinuierlich prozessiert wird (Manuskript II; Puri 

et al., 2012), spricht dafür, dass sich C. albicans mit einer Art Msb2*-„Wolke“ umgibt (Abb. 3.2) und 

bei einer hohen Zellzahl, wie in einem Biofilm, eine Resistenz gegenüber humanen antimikrobiellen 

Peptiden ausbildet. Die Msb2-vermittelte Aktivierung der MAP Kinase Cek1 und die AMP-bindende 

„Glyko-Wolke“ ermöglichen es C. albicans-Zellen als Kommensale im menschlichen Wirt zu 

überleben.  

 

3.8 Msb2 bindet und inaktiviert das Reserveantibiotikum Daptomycin  
Eine beträchtliche Anzahl von Infektionskrankheiten beinhalten mehrere mikrobielle Spezies, 

welche  im menschlichen Wirt ko-existieren und interagieren (Klotz et al., 2007). In mikrobiellen 

Biofilmen spielt die Kommunikation zwischen den verschiedenen Arten eine wichtige Rolle. Hierfür 
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werden beispielsweise kleine chemische Verbindungen abgesondert, sogenannte „Quorum 

Sensing“ (QS) Moleküle (Blankenship & Mitchell, 2006). Rund ein Viertel aller C. albicans Blutstrom-

Infektionen sind polymikrobieller Natur. Hierbei sind die häufigsten isolierten Bakterienarten, 

Staphylococcus und Enterococcus-Spezies (Bouza et al., 2013). Eine polymikrobielle Sepsis zeigt im 

Vergleich zu einer monomikrobiellen Sepsis eine deutlich höhere Sterblichkeitsrate (Harriott & 

Noverr, 2009). Harroitt und Noverr konnten weiterhin zeigten, dass C. albicans und S. aureus 

komplexe polymikrobielle Biofilme ausbilden können. Diese polymikrobielle Umgebung erhöht die 

Resistenz von S. aureus gegen das Reserveantibiotikum Vancomycin. Diese Resistenz wird teilweise 

durch die Candida-Matrix vermittelt und erfordert einen direkten bakteriellen Kontakt mit C. 

albicans (Harriott & Noverr, 2010). Neben der Auswirkung auf Antibiotika, können 

Wechselwirkungen zwischen mehreren Arten auch die Anfälligkeit für Komponenten des Wirts-

Immunsystem verringert werden (Ramsey & Whiteley, 2009). 

So schützt das von C. albicans sekretierte Msb2* nicht nur Pilz-Zellen, sondern auch 

Bakterien vor der antimikrobiellen Wirkung der Peptide (Manuskript II) und übernimmt somit eine 

wichtige Stellung im Kommensalismus. Darüber hinaus ist Msb2* in der Lage das Lipopeptid-

Antibiotikum Daptomycin, ein klinisch relevantes Reserve-Antibiotikum, zu binden, und verhindert 

dadurch die Abtötung der pathogenen Bakterien S. aureus, Enterococcus faecalis und 

Corynebacterium pseudodiphtheriticum (Manuskript III). Durch Ko-Kulturen und polymikrobielle 

Biofilme von S. aureus mit C. albicans konnte die protektive Wirkung gegenüber Daptomycin 

bestätigt werden; hierbei bewirkte der C. albicans Wildtyp, nicht aber eine msb2-Mutante, die 

schützende Wirkung gegenüber der bakteriziden Wirkung von Daptomycin (Abb. 3.2; Manuskript 

III).  

Diese Ergebnisse legen nahe, dass bei einer Infektion und Daptomycin-Therapie von multi-

resistenten bakteriellen Erregern, ebenfalls auf eine C. albicans-Infektion getestet und 

gegebenenfalls therapiert werden sollte, aufgrund der hohen Affinität von Msb2* zu Daptomycin 

und der daraus resultierenden Inaktivierung des Antibiotikums. 
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Abb. 3.2 Msb2 vermittelt eine Spezies-übergreifende AMP-Resistenz. Msb2* (rot) wird von C. albicans (grau) in die 
Umgebung sezerniert. Dort bindet und inaktiviert es verschiedene AMPs (schwarz) wie LL-37 und das Reserve-
Antibiotikum Daptomycin. Hierdurch werden Pilz- und bakterielle Zellen (braun/grün) direkt vor der mikrobiellen AMP-
Wirkung geschützt und verhindern zusätzlich, dass Immunzellen rekrutiert werden. 
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4 Zusammenfassung  
Der fakultativ humanpathogene Pilz Candida albicans hat die Fähigkeit, sich an wechselnde 
Bedingungen im menschlichen Wirt anzupassen. Das Sensorprotein Msb2 in der Plasmamembran 
erkennt Veränderungen in der Pilzzellwand und reguliert daraufhin die Zellmorphogenese, 
Zellwandbiogenese und Stressresistenz über den Cek1 „mitogen-activated protein kinase“ (MAPK)-
Signalweg. Hierdurch kompensiert der Pathogen Defekte, die durch die Aktivitäten des 
menschlichen Immunsystems verursacht werden. 

C. albicans-Stämme, die eine zweifach Epitop-markierte Msb2-Variante produzieren, 
sekretierten die große N-terminale extrazelluläre Domäne quantitativ ins Medium, während die 
kleine C-terminale cytoplasmatische Domäne in der Zelle verblieb. Die sezernierte Exodomäne 
wurde durch die Protein-Mannosyltransferasen Pmt1 und Pmt2 hoch O-glykosyliert und erhielt eine 
molekulare Masse von > 400 kDa. Die proteolytische Spaltung des Msb2 Vorläuferproteins war 
dabei unabhängig von den sekretorischen Aspartylproteinasen Sap9 und Sap10, sowie der 
Subtilisin-ähnlichen Serinprotease Kex2. Durch Analysen verschiedener Msb2-Varianten wurde eine 
Sequenz identifiziert, die essentiell für die Spaltung und Sekretion des Glykoproteins, sowie für alle 
Msb2-abhängigen Phänotypen ist. Die Ergebnisse zeigten, dass die Phosphorylierung und die damit 
verbundene Aktivierung der MAPK Cek1 von drei unterschiedlichen Msb2-Bereichen reguliert wird: 
in ungestressten Zellen reprimieren N-terminale Sequenzen die Cek1-Phosphorylierung, während 
diese bei Zellwandstress über Sequenzen im Cytoplasma und Bereiche flankierend zur 
Transmembrandomäne stimuliert wird. Weitere Sequenzen waren für die basale Resistenz gegen 
Antimykotika, die Regulation des PMT1-Transkriptspiegels und die Hyphen-Morphogenese 
erforderlich. Die Deletion von zwei Dritteln der Exodomäne führte zu einem hyperfilamentösen 
Phänotypen, welcher von dem Membranprotein Sho1, der MAPK Cek1 und dem 
Transkriptionsfaktor Efg1 abhängig war. Bei Zellwandschädigungen konnte weiterhin die 
Translokation der cytoplasmatischen Msb2-Domäne in das Cytoplasma und teilweise in den Kern 
nachgewiesen werden. Das Fehlen der cytoplasmatischen Region in Msb2 führte zu einer 
veränderten transkriptomalen Regulation von 117 Genen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die 
cytoplasmatische Msb2-Domäne eine aktive Rolle bei der transkriptionellen Zellwand-
Stressantwort spielt. 

Eine wichtige Verteidigungsstrategie des Wirts gegen C. albicans besteht in der Produktion 
von antimikrobiellen Peptiden (AMPs). AMPs sind Effektormoleküle des angeborenen 
Immunsystems mit direkter antimikrobieller Funktion. Die Produktion von Msb2 war für die basale 
Resistenz von C. albicans gegen AMPs erforderlich. Die anschließende Charakterisierung der 
Interaktion des Msb2-Proteins mit verschiedenen AMPs (LL-37, Histatin 5, hBD1 und hNP-1) zeigte, 
dass das sekretierte Msb2-Protein als Schutzprotein gegen AMPs fungiert. Die schützende Wirkung 
von Msb2 war nicht auf proteolytischen Abbau der AMPs, sondern auf eine direkte hoch-affine 
Bindung von AMPs an die Msb2-Exodomäne (KD =73 nM) zurückzuführen. Die Schutzfunktion von 
Msb2 war abhängig von dessen Konzentration, sowie der durch Pmt1-vermittelten O-
Glykosylierung von Msb2. 
Infektionskrankheiten werden oft nicht durch eine, sondern mehrere interagierende mikrobielle 
Spezies verursacht. Diese Interaktionen bewirken Antibiotika-Resistenzen, sowie eine verringerte 
Empfindlichkeit gegenüber Immunkomponenten. Es wurde festgestellt, dass das von C. albicans 
sekretierte Msb2 nicht nur Pilz-Zellen, sondern auch Bakterien vor der antimikrobiellen Wirkung 
von AMPs schützt. Auch das klinisch relevante Reserve-Peptidantibiotikum Daptomycin wurde 
durch Msb2 blockiert und schützte dadurch pathogene Bakterien in Ko-Kulturen und 
polymikrobiellen Biofilmen. Somit begünstigt das Msb2-Protein nicht nur das Überleben von C. 
albicans, sondern auch von begleitenden bakteriellen Pathogenen im Menschen und erschwert die 
antibiotische Therapie. 
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5 Summary 
The facultative pathogenic yeast Candida albicans has the ability to adapt to changing conditions in 
the human host. The sensor protein Msb2 in the plasma membrane detects cell wall alterations and 
regulates subsequently morphogenesis, cell wall biogenesis and stress resistance via the Cek1 
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway. Hereby, the pathogen is able to compensate 
defects, which are caused by activities of the human immune system. 
 C. albicans strains that produce a double epitope-labeled Msb2 variant, quantitatively 
secreted the extracellular domain into medium, while the cytoplasmic domain remained within the 
cell. The shed exodomain was highly O-glycosylated by protein mannosyltransferases Pmt1 and 
Pmt2 leading to a molecular mass of > 400 kDa. The proteolytic processing of the Msb2 precursor 
protein was independent of the secreted aspartyl proteases Sap9 and Sap10, and the subtilisin-like 
protease Kex2. Analyses of different Msb2 variants identified a sequence, which is essential for 
cleavage and secretion of the glycoprotein, as well as for all Msb2-dependent phenotypes. The 
results showed that phosphorylation of the MAP kinase Cek1 is regulated by three distinct Msb2 
regions: in unstressed cells, N-terminal sequences repress Cek1 phosphorylation, while its induction 
under cell wall stress require the cytoplasmic tail and sequences flanking the transmembrane 
region. Further Msb2 sequences were required for basal resistance to antifungals, the regulation of 
PMT1 transcript levels, and for hyphal morphogenesis. The deletion of two-thirds of the exodomain 
induced a hyperfilamentous phenotype, which depended on the presence of the Msb2 interacting 
protein Sho1, MAPK Cek1 and the Efg1 transcription factor. During cell wall damage the 
cytoplasmic Msb2 domain was shown to become translocated to the cytoplasm and partially to the 
nucleus. Deletion of the cytoplasmic region in Msb2 led to transciptomal regulation of 117 genes. 
This result indicates that the cytoplasmic domain of Msb2 has an active role in the transcriptional 
response to cell wall stress. 
 An important defense mechanism of the host is the production of antimicrobial peptides 
(AMPs). AMPs are effector molecules of the innate immune system with direct antimicrobial 
function.  The production of Msb2 was required for the basal AMP resistance. The subsequent 
characterization of the interaction of the Msb2 protein and various AMPs (LL-37, Histatin 5, hBD1 
and hNP-1) revealed that the shed Msb2 acts as a protectant against AMPs. The protective action is 
not due to proteolytic degradation of AMPs but depends on direct high-affinity binding to the Msb2 
exodomain (KD =73 nM). The protective function of Msb2 depended on its concentration and Pmt1-
mediated O-glycosylation of Msb2. 
 Many infectious diseases are not caused by a single but multiple interacting microbial 
species. These interactions provide antibiotic resistance and reduced susceptibility to components 
of the immune system. It was found that the shed Msb2 protects fungal and bacterial cells against 
the antimicrobial activity of AMPs. Futhermore, the clinically relevant reserve peptide antibiotic 
daptomycin was blocked by Msb2 and protected pathogenic bacteria in co-cultures and 
polymicrobial biofilms. Thus, the Msb2 protein not only favors the survival of C. albicans but also of 
accompanying bacterial pathogens in the human host, thereby interfering with antibiotic therapy. 
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6 Abkürzungsverzeichnis  

% Prozent 
 

LPS Lipopolysaccharide 

°C Grad Celsius 
 

LTA Lipoteichonsäuren 

Abb. Abbildung 
 

m Milli 

Abschn. Abschnitt 
 

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinasen  

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 
 

mg Milligramm 

ALS Agglutinin -ähnliche Sequenz 
 

Mincle Makrophagen-induzierte C-Typ-Lektine 

AMP Antimikrobielles Peptid 
 

MR Makrophagen-Mannose-Rezeptor 

AS  Aminosäure 
 

ORF Open reading frame 

Asn Asparagin 
 

PAMPs Pathogen-Associated Molecular Patterns 

Bp Basenpaare 
 

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 

bzw. Beziehungsweise 
 

PKA Proteinkinase A  

Ca Candida albicans 
 

Pmts Protein-O-Mannosyltransferasen 

cAMP cyclisches denosinmonophosphat 
 

PRRs Pattern Recognition Receptors 

CLRs C-type Lectin Receptors 
 

QS Quorum Sensing 

CRD 
 

Kohlenhydrat-Erkennungs-Domäne Q-TOf Quadrupole time-of-flight mass 
spectrometer 

DC-SIGN dendritisch spezifisch ICAM-3-Grabbing non-
Integrin-1 
 

S/Ser Serin 

 -Rezeptor 
 

Sc Sacharomyces cerevisiae 

FG Filamentous growth 
 

SEA Sperm protein, Enterokinase and Agrin 

FITC Fluorescein isothiocyanate 
 

STR Serin/Threonin-reiche 

G Glycin 
 

T/Thr Threonin 

GUT Gastrointestinally-Induced Transition 
 

TF Transkriptionsfaktor 

HA Hämagglutinin 
 

TLRs Toll-like Receptors 

hBD1 Human beta-defensin-1 
 

TM Transmembran 

hNP-1 neutrophil defensin 1 
 

TMFS trifluoromethanesulfonic acid 

HOG high-osmolarity glycerol 
 

V Valine 

Hst 5 Histatin 5 
 

VVC Vulvovaginalcandidose 

ITAM immunoreceptor-tyrosine-based-inibitory-
motif 
 

z.B. Zum Beispiel 

KD Dissoziationskonstante 
 

  Delta (Mutation/Deletion) 

kDa Kilodalton 
 

 Mikrogramm 
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