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1 Einleitung 

1.1  Candida albicans – ein opportunistischer humanpathogener Pilz 

Der Hefepilz Candida albicans gehört aus phylogenetischer Sicht zum Phylum der 

Ascomycetes, den Schlauchpilzen; er ist insbesondere nah mit der Klasse der Saccharomycetes 

verwandt (Petersen et al., 2000) und besiedelt meist asymptomatisch den menschlichen Körper 

als Kommensale. Bei etwa 75 % der gesunden Bevölkerung ist C. albicans Bestandteil der 

Mikroflora des Darms, der Mundhöhle und des Urogenitaltraktes (Odds, 1988; Ghannoum et 

al., 2010). Zu den humanmedizinisch relevanten Spezies der Gattung Candida gehören neben 

C. albicans C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei und C. parapsilosis, die untereinander eine 

große Heterogenität aufweisen (Kullberg & Arendrup, 2015). Anders als bei primären 

humanpathogenen Pilzen, wie beispielsweise Vertretern der Gattungen Histoplasma spp. oder 

Blastomyces spp., sind Vertreter der Gattung Candida nicht in der Lage, Krankheitssymptome 

in gesunden Menschen zu verursachen, sie zählen zu den opportunistischen Krankheitserregern. 

Ändert sich der Immunstatus eines Menschen, z. B. infolge einer medikamentösen Behandlung, 

kann der Pilz zum Krankheitserreger werden und schwerwiegende Symptome auslösen. 

Paradoxerweise ist es derselbe, zuvor als Kommensale lebende Candida-Pilz, der nach der 

Schwächung des Immunsystems zum lebensbedrohlichen Pathogen wird (Eggimann & Pittet, 

2006). Dem Wechsel von einer asymptomatischen Besiedlung zu einer krankhaften Infektion 

liegt häufig eine Störung des mikrobiellen Gleichgewichts zugrunde (Dysbiose), die zu einer 

Zunahme der Kolonisation durch C. albicans führen kann (Huffnagle & Noverr, 2013).  

Durch C. albicans ausgelöste Infektionen lassen sich grundsätzlich in oberflächliche und 

systemische Infektionen unterteilen. Obwohl C. albicans Bestandteil der humanen Mikroflora 

ist, gehört der Pilz zu den häufigsten Verursachern von symptomatisch verlaufenden 

Pilzinfektionen (Gudlaugsson et al., 2003). Oberflächliche Mykosen treten häufig bei 

immunsupprimierten Patienten auf, z. B. bei HIV-Patienten (Cassone & Cauda, 2012). Neben 

einem geschwächten Immunsystem tragen auch Stoffwechselerkrankungen, wie Diabetes 

mellitus oder Autoimmunkrankheiten, die wie bei der Psoriasis eine chronische Entzündung 

der Haut zur Folge haben, zu einem erhöhten Risiko bei (Waldman et al., 2001; Darwazeh et 

al., 1990). Zu den häufigsten oberflächlichen Mykosen zählen die vaginale Candidose und die 

oropharyngeale Candidose, die auch chronisch auftreten können (Sobel, 1988; Fischer, 2012). 

Bei Schädigung der schützenden Gewebe kann Candida durch Penetration des Epithels in den 

Blutstrom gelangen und in andere Organe disseminieren (Phan et al., 2000; Wachtler et al., 

2011). Insbesondere bei immungeschwächten Patienten kann die Verbreitung zu einer 
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systemischen Candidose führen, die mit einer hohen Mortalitätsrate von 46-75 % assoziiert ist 

(Brown & Netea, 2012). Dabei kann C. albicans die Leber, Niere, Milz und die Augen 

infizieren. Jährlich werden weltweit über 400.000 systemisch verlaufende C. albicans-

Infektionen registriert. Damit ist das Ausmaß systemischer Mykosen vergleichbar mit dem der 

durch Plasmodium-Parasiten verursachten Tropenkrankheit Malaria und der durch 

Mycobacterium tuberculosis verursachten Tuberkulose (Brown et al., 2012). 

Die Diagnostik von C. albicans gestaltet sich schwierig, denn es muss zwischen der normalen 

Besiedlung und einer akuten Infektion unterschieden werden. Neben der Kombination von 

histologischen Nachweismethoden und dem β-Glukan Nachweis, im Blut, einem Bestandteil 

der Zellwand des Pilzes, werden zunehmend kulturunabhängige Nachweismethoden 

entwickelt, die eine schnellere Identifikation des Pathogen erlauben (Perfect, 2013). Spezifische 

Nachweise einer invasiven Mykose liefert dabei z. B. die quantitative real-time PCR-basierte 

Diagnostik, die eine höhere Sensitivität als bisherige Diagnostik-Techniken aufweist und in der 

Lage ist, verschiedene Candida spp. zu unterscheiden (Nguyen et al., 2012). Eine neuartige 

Entwicklung für den Nachweis von invasiven Mykosen basiert auf der Aktivierung von 

pilzspezifischen Immunzellen. Dabei wird die Frequenz, mit der diese Zellen den sogenannten 

CD154-Liganden exprimieren (CD154+ T-Zellen), als Indikator verwendet (Bacher et al., 

2015). Die Behandlung von invasiven oder oberflächlichen C. albicans-Infektionen erfolgt in 

der Regel unmittelbar nach dem Nachweis der Infektion mit den Antimykotika aus den Klassen 

der Echinocandine (z. B. Micafungin, Caspofungin), der Polyene (z. B. liposomales 

Amphotericin B) oder alternativ der Azole (Fluconazol). Obwohl die Entwicklung von 

effizienten Antimykotika in den vergangen Jahren Fortschritte gemacht hat, ist die Anzahl 

resistenter Candida-Isolate in den Vereinigten Staaten und einigen europäischen Ländern 

angestiegen; insbesondere zeigt sich ein Anstieg in der Resistenz gegen Azole (Pappas et al., 

2009; Ruhnke et al., 2011). 

1.2  Pathogenitätsfaktoren von C. albicans 

Faktoren, die auf Pilz- und Wirtseite den Übergang von C. albicans zum Pathogen ermöglichen, 

sind weitestgehend unbekannt. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass C. albicans seine 

Pathogenitätsfaktoren umgebungsabhängig reprimiert, um die Besiedlung im 

Gastrointestinaltrakt aufrechtzuerhalten (Doedt et al., 2004; Pierce & Kumamoto, 2012). Neben 

einem intakten Immunsystem spielt auch die Besiedlung von probiotischen Bakterien im Darm 

eine wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung der kommensalen Lebensweise von C. albicans. 

Es konnte gezeigt werden, dass C. albicans in Abwesenheit der schützenden 
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Bakteriengemeinschaft den Wechsel zum Pathogen vollzieht (Mendonca et al., 2012; Koh, 

2013). Zu den wichtigsten Pathogenitätsmechanismen von C. albicans zählen beispielsweise 

die Adhäsion an Wirtsepithele, der Wechsel von der Hefeform zur Hyphe- oder Opaque-

Zellform (White-Opaque-Switch), die Biofilmbildung, die Sekretion von Proteasen, sowie die 

Maskierung von zelleigenen Oberflächenproteinen als Schutzmechanismus vor dem 

Immunsystem. Darüber hinaus verfügt C. albicans über eine ausgeprägte metabolische und 

Stress-induzierende Anpassungsfähigkeit. 

1.2.1 Der Polymorphismus von C. albicans 

Von besonderer Bedeutung für die Anpassung von C. albicans an sich ändernde 

Umweltbedingungen ist die Fähigkeit, seine Morphologie zu verändern. Diese Eigenschaft wird 

als Polymorphismus bezeichnet und erlaubt C. albicans, zusätzlich zu intrazellulären 

Anpassungsmechanismen, z. B. der Anreicherung von Sekundärmetaboliten wie Glycerol bei 

der Antwort auf osmotischen Stress, seine morphologische Form den Umwelteigenschaften 

anzupassen. Eine Vielzahl von Morphotypen von C. albicans konnte bereits identifiziert 

werden (Abb.1.1): Hefe, Hyphe, Pseudohyphe, Chlamydosporen, GUT und Opaque. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.1.1 Morphologische Vielfalt von C. albicans. C. albicans weist eine Vielzahl von Morphotypen auf, die es 
dem Pilz erlauben sich an spezifische Umweltbedingung anzupassen. Die Hefe-Zellform begünstigt die 
Vermehrung und Verbreitung von C. albicans, während die Hyphe-Zellform die Penetration und Invasion von 
Gewebe und Organen ermöglicht. Die Opaque-Zellform stellt die paarungs-kompetente Zellform von C. albicans 
dar. Die GUT-Zellform zeichnet sich durch die besonders gute Anpassung an das Darmmilieu aus und begünstigt 
das kommensale Wachstum. Chlamydosporen stellen Überdauerungsformen dar und zeichnen sich durch eine 
besonders dicke Zellwand und die kugelige Zellform aus. Pseudohyphen entstehen infolge von unipolarem 
Wachstum, ohne die Abspaltung der Tochterzelle von der Mutterzelle. Die Grafik wurde Gow (2013) entnommen. 
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Ausgelöst wird der Wechsel in eine andere Zellform durch externe Reize, die durch Rezeptoren 

an Signaltransduktionswege vermittelt werden und zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 

führen. Die kürzlich beschriebene GUT-Zellform (Gastrointestinally-IndUced Transition) 

weist eine große Ähnlichkeit zu der Opaque-Zellform auf. Beide Zellformen unterscheiden sich 

jedoch grundlegend in ihrem transkriptionellen Profil, wie auch in ihrer Funktion. Während die 

Opaque-Zellform die paarungs-kompetente Zellform von C. albicans darstellt, zeichnet sich die 

GUT-Zellform durch eine besonders gute Anpassung an das Darmmilieu aus und unterstützt 

das kommensale Wachstum von C. albicans (Pande et al., 2013; Miller & Johnson, 2002; Gow, 

2013). Die Aufrechterhaltung des kommensalen Wachstums wird dabei durch die aktive 

Reprimierung von Pathogen-assoziierten Genen begünstigt. Interessanterweise wird das 

jeweilige transkriptionelle Programm beider Zellformen maßgeblich durch den 

Transkriptionsfaktor Wor1 reguliert (Pande et al., 2013; Morschhauser, 2010). In der Hefeform 

vermehrt sich C. albicans durch Knospung und anschließende Abschnürung der neugebildeten 

Tochterzelle von der Mutterzelle. Echte Hyphen entstehen durch apikales Wachstum. Der dabei 

wachsende Keimschlauch ist septiert und weist parallel verlaufende Zellwände auf, während 

bei Pseudohyphen die elongierte Zellform Einschnürungen aufweist. Diese filamentöse 

Wachstumsform entsteht in Folge einer mehrfachen, unipolaren Knospung, ohne die folgende 

Abschnürung der Tochterzelle (Odds, 1988; Ernst, 2000). Chlamydosporen sind große, runde 

Zellen mit einer deutlich verstärkten Zellwand und werden nur unter bestimmten 

nährstofflimitierenden Bedingungen gebildet (Staib & Morschhauser, 2007). Die 

verschiedenen Zellformen erfüllen unterschiedliche Funktionen bei der Pathogenese des Pilzes. 

Die Hefeform begünstigt hauptsächlich die Vermehrung und Verbreitung über die Blutbahn, 

während die Hyphenform die Penetration von Epithelgewebe ermöglicht (Cutler, 1991; 

Hostetter, 1994). Darüber hinaus weist die Hyphenform eine erhöhte Adhärenz auf und 

ermöglicht es C. albicans aus Phagozyten zu entkommen (Vazquez-Torres & Balish, 1997). 

Die Funktion von Chlamydosporen ist ungeklärt, möglicherweise stellt diese Zellform eine 

Überdauerungsform dar.  

1.2.2 Der Hefe-Hyphe-Wechsel 

Der Wechsel zwischen der Hefe- und Hyphe-Zellform wird durch eine Vielzahl von Faktoren 

ausgelöst und spielt eine zentrale Rolle beim Übergang des kommensalen Wachstums zum 

invasiven Pathogen. Zu diesen Bedingungen gehören Serum, Stickstofflimitierung, eine 

erhöhte CO2-Konzentration, ein neutraler bis basischer pH-Wert, die Exposition mit N-Acetyl-

D-Glukosamin (GlcNAc) und eine Temperatur von 37 °C (Cottier & Muhlschlegel, 2009; 
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Huang, 2012). Gesteuert wird der morphologische Wechsel durch eine ebenso hohe Anzahl von 

Signaltransduktionswegen, die häufig miteinander vernetzt sind und teilweise überlappende 

Gen-Sets regulieren (Sudbery, 2011). Die wohl bedeutendsten Signaltransduktionswege sind 

der cAMP-Proteinkinase-A-Signalweg (cAMP-PKA) und der Cek1-Mitogen-Aktivierte-

Proteinkinase-Signalweg (Cek1-MAPK). 

Der cAMP-PKA-Signalweg wird durch erhöhte Temperaturen und CO2-Konzentrationen 

aktiviert. Dabei wirken diese direkt auf die Adenylatzyclase Cyr1 und stimulieren die Bildung 

von cAMP aus ATP (Bockmuhl & Ernst, 2001). Weitere Signale, die den PKA-Signalweg 

aktivieren sind Serum und GlcNAc, die auf Ras1 wirken, eine GTPase, die der Adenylatzyclase 

vorgeschaltet ist (Feng et al., 1999). Nährstoffmangel stimuliert den PKA-Signalweg über den 

G-Protein-gekoppelten, membranständigen Rezeptor Gpr1 (Maidan et al., 2005). Durch die 

zunehmende Konzentration des Botenstoffs cAMP bindet dieser an die regulatorische 

Untereinheit der PKA Bcy1 und bewirkt dadurch die Dissoziation von den katalytischen 

Untereinheiten Tpk1 und Tpk2 (Abb.1.2). Ihrerseits phosphorylieren und aktivieren Tpk1 und 

Tpk2 u. a. den Transkriptionsfaktor Efg1 (Sonneborn et al., 2000; Bockmuhl & Ernst, 2001). 

In Abhängigkeit des Signals wirkt Efg1 entweder stimulierend oder reprimierend auf die 

Hyphenbildung. Die Regulation der Efg1-Aktivität ist sehr komplex und wird durch 

verschiedene Umweltfaktoren beeinflusst. Efg1 gehört zu den APSES-Proteinen und weißt die 

für diese Proteingruppe typische basic-Helix-Loop-Helix (bHLH)-Domäne auf, die sowohl die 

Dimerisierung von Efg1 als auch die DNA-Bindung vermittelt (Stoldt et al., 1997; Doedt et al., 

2004). In der Gegenwart von Sauerstoff wird Efg1 für die Initiierung der Hyphenbildung 

benötigt. Bei Sauerstoffausschluss (Hypoxie) hingegen, z. B. bei eingebettetem Wachstum in 

einer Agarmatrix, wirkt Efg1 als Repressor der Hyphenbildung. Diese Funktion ändert sich 

jedoch bei erhöhten Temperaturen. Oberhalb von 35 °C wird Efg1 auch für die hypoxische 

Filamentierung benötigt (Sonneborn et al., 1999; Setiadi et al., 2006; Giusani et al., 2002). 

Hypoxische Bedingungen treten in fast allen Körpernischen auf und die Anpassungsfähigkeit 

von C. albicans an niedrige Sauerstoffkonzentrationen ist von großer Bedeutung für das 

Überleben im Wirt und die Pathogenese (Ernst & Tielker, 2009). Nach der Initiierung der 

Hyphenbildung konnte negative Autoregulation durch Efg1 an seinem eigenen Promotor 

nachgewiesen werden, die darauf hinweist, dass Efg1 grundsätzlich auch eine reprimierende 

Funktion in der späteren Phase der Hyphenbildung einnimmt (Tebarth et al., 2003). Als 

Zielgene von Efg1 wurden u. a. die Hyphenregulatoren TEC1, CZF1, EED1 und NRG1 

identifiziert (Lassak et al., 2011). 
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Abb.1.2 Regulation der Hyphenbildung in C. albicans. Übersicht über den cAMP-PKA (hell blau) und den 
Cek1 MAPK-Signalweg (grün), die parallel verlaufen und gemeinsam mit weiteren Transkriptionsaktivatoren und 
Repressoren (rot) die Hyphenbildung in C. albicans regulieren. Nähere Erläuterungen befinden sich im Text. Die 
Grafik wurde aus Sudbery (2011) entnommen und modifiziert. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Tpk-Untereinheiten unterschiedliche 

Funktionen ausüben, z. B. wird Tpk1 für die Hyphenbildung auf festen Nährmedien benötigt, 

während Tpk2 nur für die Hyphenbildung in flüssigen Nährmedien benötigt wird (Bockmuhl 

& Ernst, 2001). Außerdem konnte kürzlich gezeigt werden, dass die Tpk Untereinheiten selbst 

an regulatorische Promotorbereiche von morphogenesespezifischen Genen binden, die auch als 

Zielgene von Efg1 identifiziert wurden (Schaekel et al., 2013). Auf diese Weise könnten die 

Proteinkinasen zur Rekrutierung und schließlich Aktivierung von Efg1 bereits an den Zielgenen 

beitragen und eine schnelle Anpassung von C. albicans begünstigen. Der genaue Mechanismus, 

über den die Proteinkinasen in den Zellkern gelangen ist unklar, diese Form der Regulation 

könnte auch für andere Signalwege von Bedeutung sein. 
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Der Cek1 MAPK-Signalweg wird vermutlich auch über die Ras1 GTPase aktiviert, die mit der 

GTPase Cdc42 interagiert (Abb.1.2), und besteht aus dem MAPK-Modul Cst20, Ste11, Hst7 

und Cek1(Csank et al., 1998; Leberer et al., 2001). Bei der Aktivierung des Signalweges wird 

über eine Phosphorylierungskaskade die endständige Kinase Cek1 phosphoryliert, die ihrerseits 

den Transkriptionsfaktor Cph1 aktiviert (Csank et al., 1998). Im Gegensatz zum PKA-

Signalweg wird der Cek1 MAPK-Signalweg nur für die Hyphenbildung auf Oberflächen 

benötigt, z. B. auf festen Nährmedien, denen Mannitol als Kohlenstoffquelle zugesetzt wurde. 

In flüssigen Nährmedien, die mit Serum versetzt wurden, weist die cph1 Mutante keinen Defekt 

in der Hyphenbildung auf (Liu et al., 1994). Der Phosphorylierungsstatus der Cek1 Kinase wird 

durch die MAPK-Phosphatase Cpp1 negativ reguliert und reprimiert auf diese Weise die 

Aktivierung des Signalwegs (Csank et al., 1997). Es wurde aber auch eine Cek1-unabhängige 

Funktion von Cpp1 für die Hyphenmorphogenese beschrieben, bei der Cpp1 an der Regulation 

von hyphenspezifischen Genen beteiligt ist, die interessanterweise Zielgene von Efg1 darstellen 

(Schroppel et al., 2000). 

Weitere Signalwege, die einen Einfluss auf die Hyphenmorphogenese haben, sind der Rim101-

Signalweg, der Hog1 (high osmolarity glycerol) MAPK-Signalweg, der TOR (target of 

rapamycin)-Signalweg und der RAM (regulation of Ace2 and morphogenesis)-Signalweg. 

Zielgene des RAM-Signalwegs werden u. a. für die Zellseparation während des Hefe- und 

Pseudohyphenwachstums benötigt, dazu gehört insbesondere CHT3, das für eine Chitinase 

kodiert und SCW11 (Kelly et al., 2004). Reguliert werden diese Gene durch den 

Transkriptionsfaktor Ace2, der in der späten M- bzw. frühen G1-Phase des Zellzyklus in den 

Zellkernen von Tochterzellen lokalisiert und die Genexpression aktiviert (Sbia et al., 2008). 

Damit das apikale Wachstum während der Hyphenbildung nicht unterbrochen wird, aktiviert 

der aus Cdc28 und der Cyklin-abhängigen Kinase Hgc1 bestehende Komplex den 

Transkriptionsfaktor Efg1 (Abb.1.2). Durch die Phosphorylierung von Efg1 an der Position 

T179, bindet Efg1 an regulatorische Sequenzen von Ace2-aktivierten Zielgenen und reprimiert 

deren Transkription, wodurch die Zellteilung verhindert wird (Wang et al., 2009). 

Auch post-transkriptionelle Mechanismen sind von Bedeutung für den Hefe-Hyphe-Wechsel, 

z. B. für die Stabilität von spezifischen mRNA Molekülen (Verma-Gaur & Traven, 2016). Für 

den hyphenregulierenden Transkriptionsfaktor Ume6 konnte kürzlich gezeigt werden, dass die 

Translation durch eine Sekundärstruktur innerhalb des 5‘-untranslatierten Bereichs (UTR) 

beeinflusst wird. Auf diese Weise wird das UME6-Transkript nur nach der Initiierung der 

Hyphenmorphogenese translatiert und bewirkt die Aufrechterhaltung des Hyphenwachstums 

durch Ume6 (Cleary et al., 2012; Childers et al., 2014).  
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Die besondere Bedeutung der beiden Transkriptionsfaktoren Efg1 und Cph1 bei der 

Hyphenbildung wird durch den Phänotyp der cph1 efg1 Doppelmutante deutlich, die unter fast 

allen in vitro-Bedingungen nicht in der Lage ist Hyphen zu bilden (Lo et al., 1997). Dieses 

Ergebnis deutet darauf hin, dass die beiden Signalwege parallel verlaufen und unabhängig 

voneinander zum Wechsel von der Hefe- und Hyphe-Zellform beitragen. Neben ihrer Funktion 

bei der Hyphenbildung weisen sowohl die cph1 als auch die efg1 Mutante erhöhte Sensitivitäten 

gegen die Zellwand-destabilisierende Substanzen auf (Eisman et al., 2006). Der Cek1 MAPK-

Signalweg wird darüber hinaus für die Anpassung von Zellwandschäden benötigt (Roman et 

al., 2007). Für Efg1 konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor einen direkten 

Einfluss auf die Biosynthese der Zellwand ausübt (Sohn et al., 2003). Die Zellwand von 

C. albicans ist von zentraler Bedeutung für die morphologische Vielfalt des Pilzes und zugleich 

Angriffspunkt des Immunsystems. 

1.3  Zellwandeigenschaften von C. albicans 

Die Zellwand von C. albicans kann in eine innere und äußere Schicht unterteilt werden. Die 

innere Schicht der Pilz-Zellwand setzt sich aus Chitin, β1,3-Glukan und β1,6-Glukan 

zusammen. Die äußere Schicht besteht hauptsächlich aus Mannosepolymeren, die kovalent mit 

Glykoproteinen verknüpft sind (Abb.1.3). Der Widerstand gegen den Zellturgor und die damit 

verbundene Aufrechterhaltung der Zellform wird durch die strukturellen Komponenten Chitin 

und β1,3-Glukan vermittelt (Shepherd, 1987; Chaffin et al., 1998). Die Mannosepolymere der 

äußeren Schicht schützen durch ihre geringe Permeabilität die innere Zellwand vor Angriffen 

des Immunsystems und tragen zur Resistenz gegen Antimykotika bei, die sich gegen 

Bestandteile der Zellwand und Glykostrukturen richten. Die Zellwand von C. albicans ist 

jedoch kein starres Gebilde, sondern sie stellt vielmehr ein äußerst komplexes und dynamisches 

Organell dar. In Folge von Stress-induzierter Anpassung, aber auch bei der Zytokinese, der 

Sporulation und der Hyphenbildung, wird die Zellwand modelliert und synthetisiert (Smits et 

al., 2001). Die Zellwandbestandteile bilden unterschiedliche Anteile am 

Zellwandtrockengewicht. Den größten Anteil mit etwa 40 % des Trockengewichts bildet das 

β1,3-Glukan, ein lineares Polymer aus Glukoseeinheiten. Mit bis zu 20 % des Trockengewichts 

stellt das β1,6-Glukan, das aus verzweigten Glukoseeinheiten besteht, einen kleineren Anteil 

dar. Chitin, ein unverzweigtes β1,4-verknüpftes N-Acetylglukosamin-Polymer verbindet das 

β1,3-Glukan und das β1,6-Glukan und trägt damit wesentlich zur Stabilität der Zellwand bei. 

Mit einem Anteil von etwa 2 % am Trockengewicht bildet Chitin den geringsten Anteil an der 
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Zellwand. Die Zellwandproteine der äußeren Zellwand sind vielfach N- und O-glykosyliert und 

stellen etwa 40 % des Zellwandtrockengewichts dar (Klis et al., 2001; Klis et al., 2002).  

Abb.1.3 Zusammensetzung der Zellwand von C. albicans. Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt einen 
Ausschnitt aus der C. albicans-Zellwand. Die innere Schicht der Zellwand besteht aus β1,3-Glukan, β1,6-Glukan 
und einem geringen Chitinanteil. Die äußere Schicht der Zellwand besteht aus Mannoproteinen, die kovalent 
entweder mit dem β1,3-Glukan (Pir-Proteine) oder dem β1,6-Glukan (GPI-Proteine) verknüpft sind und nicht 
kovalent gebundenen Scwp Proteinen. Die jeweiligen Zellwandbestandteile bewirken aktivierende oder 
supprimierende Immunreaktionen. Die Grafik wurde Gow & Hube (2012) entnommen. 

Zellwandproteine können kovalent, entweder über den Rest eines GPI (Glycosyl-phosphatidyl-

inositol) Ankers mit dem β1,6-Glukan der Zellwand verbunden sein, oder wie es bei den Pir-

(Protein with internal repeats) Proteinen der Fall ist, über eine Transglutaminasereaktion 

kovalent mit dem β1,3-Glukan (Richard et al., 2002; Ecker et al., 2006). Im Gegensatz dazu 

sind die Scwp (Soluble cell wall proteins) Zellwandproteine nicht kovalent mit der Zellwand 

verknüpft, erfüllen aber wichtige Aufgaben bei der Modellierung der Zellwand, z. B. für die 

Synthese von Chitin durch Chitinsynthasen und die Degradation von Chitin durch Chitinasen 

(Munro & Gow, 2001; Chaffin, 2008). Einige Zellwandproteine tragen zur Struktur der 

Zellwand bei, während andere Zellwandproteine spezifischere Funktionen aufweisen, die 

essentiell für die Pathogenität von C. albicans sind. Die Zellwandproteine Hwp1 und Als3 

vermitteln beispielsweise die Adhäsion an Wirtsgewebe (Staab & Sundstrom, 1998; Nobile et 

al., 2006; Almeida et al., 2008). Die Aspartat-Proteasen Sap1-8 werden sekretiert und bewirken 

die Degradation von Wirtsgewebe. Dadurch werden einerseits verwertbare Kohlenstoffquellen 

freigesetzt, andererseits wird dadurch auch die Gewebeinvasion erleichtert (Naglik et al., 2003). 

Ein weiteres Beispiel ist das Zellwandprotein Sod5, eine Superoxid-Dismutase, die C. albicans 

vor oxidativem Stress schützt (Martchenko et al., 2004). 

Zudem wird die Zusammensetzung der Zellwandbestandteile durch die Morphologie 

beeinflusst, z. B. weisen Hyphenzellen einen Chitin Anteil von bis zu 10 % auf. Dieses verteilt 

sich jedoch gleichmäßiger als bei Hefezellen, deren Hauptanteil des Chitins in den 

Knospungsnarben lokalisiert ist (Munro et al., 1998; Munro & Gow, 2001). Außerdem 



Einleitung 

10 
 

unterscheidet sich das Mannan von Hefen und Hyphen, sowohl chemisch, als auch in seinen 

physikalischen Eigenschaften und trägt damit zu unterschiedlichen Immunreaktionen bei 

(Cheng et al., 2011). 

1.3.1 Interaktion mit dem Immunsystem 

Die Zellwandbestandteile von C. albicans stellen Antigene dar, die von spezialisierten Zellen 

des Immunsystems erkannt werden können (Netea et al., 2008). Das Immunsystem hat zur 

Erkennung dieser konservierten Strukturen, den PAMPs (pathogen associated molecular 

patterns), eine Reihe wirksamer Rezeptoren entwickelt, die im allgemeinen als Pattern 

Recognition Receptors (PRRs) bezeichnet werden und an der Oberfläche von Makrophagen 

und dendritischen Zellen lokalisiert sind. Die verschiedenen Zellwandbestandteile werden von 

unterschiedlichen PRRs erkannt. Dectin-1 und Dectin-2 gehören zu den C-Typ Lektin 

Rezeptoren und erkennen β-Glukan und α-Mannan (Saijo & Iwakura, 2011; Yoshikawa et al., 

2016). Der Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) und TLR4 erkennen sowohl Phospholipomannan als 

auch O-glykosidisch verknüpftes Mannan (Netea et al., 2006; Lionakis & Netea, 2013). 

Gemeinsam mit Dectin-1 ist auch TLR2 an der Erkennung von β1,3-Glukan beteiligt und führt 

zu einer verstärkten Aktivierung des Immunsystems (Dennehy et al., 2008). Darüber hinaus 

spielt bei der Erkennung von Mannan das Lektin Galectin-3, das MRP (Mannose Receptor 

Protein), Mincle (macrophage induced c-type lectin) und DC-SIGN (dendritic cell-specific 

ICAM-3-grabbing non-integrin-1) eine wichtige Rolle (Miramon et al., 2013). Die 

Immunerkennung von Chitin ist noch nicht vollständig geklärt, involviert aber die PRRs TLR2 

und Dektin-1 (Lee et al., 2008). In Abhängigkeit der erkannten Zellwandkomponente werden 

unterschiedlich starke Entzündungsreaktionen ausgelöst. Das β-Glukan, insbesondere β1,3-

Glukan, löst eine starke Entzündungsreaktion aus (Abb.1.3), während Mannanpolymere und 

das β1,6-Glukan nur eine milde Aktivierung bewirken (Gow & Hube, 2012). Die Erkennung 

von Chitin durch das Immunsystem kann sowohl entzündungsfördernd, als auch -hemmend 

wirken. Dabei spielt die Länge der Chitin Moleküle eine Rolle (Lenardon et al., 2010; Da Silva 

et al., 2009). Auf diese Weise trägt die Gesamtheit der Zellwandbestandteile zu einer 

einzigartigen immunologischen Signatur von C. albicans bei, die auch durch die 

morphologische Form beeinflusst wird. Beispielsweise lösen Hefe- und Hyphezellen 

unterschiedlich starke Immunreaktionen aus und unterscheiden sich in den aktivierten 

Signalwegen (Gantner et al., 2005; Gow & Hube, 2012). C. albicans Zellen in der Hyphe-Form 

führen zu einer besonders starken Induktion der IL-4 Produktion, während Hefezellen, 
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vermutlich durch die erhöhte β1,3-Glukan Exposition an den Knospungsnarben, zu einer 

verstärkten Dectin-1 Aktivierung führen (Gantner et al., 2005; van der Graaf et al., 2005). 

Neben den strukturellen Komponenten der Zellwand spielen auch die Zellwandproteine eine 

wichtige Rolle bei der Erkennung durch das Immunsystem. Darüber hinaus weisen einige 

Zellwandproteine Funktionen bei der Immunkontrolle auf. Durch die Sekretion des löslichen 

Zellwandproteins Pra1 wird beispielsweise das Komplementsystem der Immunantwort 

inhibiert (Zipfel et al., 2011). Ein weiteres Beispiel ist das Msb2-Mucin, das durch Abspaltung 

der extrazellulären-Domäne in die Umgebung sekretiert wird und u. a. mit den antimikrobiellen 

Peptiden LL-37 und Histatin-5, die von Effektorzellen des Immunsystems sezerniert werden, 

interagieren kann und in der Lage ist diese zu inaktivieren. Auf diese Weise wird C. albicans, 

wie auch andere sich in der näheren Umgebung befindliche Mikroorganismen, effektiv vor 

Angriffen des Immunsystems geschützt (Szafranski-Schneider et al., 2012). Die protektive 

Wirkung des Msb2 Proteins wird dabei durch den Glykosylierungsstatus des Proteins 

wesentlich beeinflusst, so wies das Msb2 Protein eine verminderte protektive Wirkung in einem 

Stamm auf, der defekt für die Pmt1-vermittelte O-Mannosylierung ist (Swidergall et al., 2013). 

1.3.2 Glykosylierung 

Die Glykosylierung stellt eine äußerst wichtige Form der Proteinmodifikation dar. 

Schätzungsweise wird die Hälfte aller Proteine durch Zuckerstrukturen modifiziert (Apweiler 

et al., 1999). Diese Form der Proteinmodifikation ist in allen Bereichen des Lebens konserviert 

und die katalytischen Enzyme, die für die Glykosylierungsreaktionen benötigt werden, die 

Glykosyltransferasen und Glykosidasen, finden sich sowohl bei Archaeen, Prokaryoten, als 

auch in allen Eukaryoten (Spiro, 2002). Bei Menschen sind mindestens 30 Krankheiten 

bekannt, die im Zusammenhang mit fehlender oder fehlerhafter Glykosylierung stehen (Jaeken, 

2010). Die häufigsten Glykosylierungstypen sind die O- und N-Glykosylierung (Abb.1.4). 

Auch die Modifikation mit dem Rest eines GPI-Ankers stellt eine Form der Glykosylierung 

dar. Dabei wird der GPI-Anker, der sich aus einem Saccharid-Rückgrat, dem 

Phosphoethanolamin-Linker und dem Phosphatidylinositol-„Tail“ zusammensetzt, über das 

Phosphoethanolamin an den Carboxy-Terminus des Glykoproteins geknüpft (Canivenc-Gansel 

et al., 1998). Die Modifikation mit GPI-Ankern ermöglicht beispielsweise die Verankerung des 

modifizierten Proteins in der Plasmamembran und ist insbesondere bei Protozoen eine der 

häufigsten Modifikationen von Membranproteinen (Guha-Niyogi et al., 2001).  
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Abb.1.4 Struktur der N- und O-Glykane in C. albicans. Nach der initialen Verknüpfung der α-Mannose durch 
die Protein-O-Mannosyltransferasen kann die Saccharidkette bei der O-Glykosylierung um bis zu sechs weitere 
α1,2-Mannosen verlängert werden. Die Saccharidkette kann bei der N-Glykosylierung sehr komplexe Strukturen 
ausbilden. Die Grafik wurde Hall & Gow (2013) entnommen und modifiziert. 

Die Funktionen von Glykosylierungen sind sehr vielfältig und stellen wichtige Modifikation 

für sowohl biologische, als auch physiologische Prozesse dar. Beispielsweise helfen 

Zuckermodifikationen bei der Qualitätskontrolle während der Proteinfaltung und tragen zur 

Stabilität von Proteinen bei. Zudem ist die Glykosylierung auch bei der Erkennung von 

biologisch wirksamen Molekülen, wie dem Insulin im Menschen von Bedeutung (Xu & Ng, 

2015; Collier et al., 1993; Maggi et al., 1998). In C. albicans wird die O-Mannosylierung für 

das vollständige pathogene Potential benötigt (Rouabhia et al., 2005). Die Glykosylierung 

betrifft hauptsächlich sekretorische Proteine, die entlang des Sekretionsweges im 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) und Golgi-Apparat glykosyliert werden und üblicherweise 

in der Plasmamembran der Zellwand lokalisiert sind oder ins Medium freigesetzt werden. Auf 

diese Weise trägt die Glykosylierung auch zur Erkennung durch das Immunsystem bei (Hall & 

Gow, 2013). 

1.3.3 N-Glykosylierung 

Bei der N-Glykosylierung in C. albicans werden zunächst zwei GlcNAc-Reste, danach aber 

ausschließlich Mannosen auf die Zielproteine übertragen; der Ablauf ist prinzipiell sehr ähnlich 

zu dem in höheren Eukaryoten. Zunächst erfolgt die Synthese der linearen Saccharidkette auf 

der zytosolischen Seite des ER, die aus der Abfolge Man5-GlcNAc2 besteht. Als Trägermolekül 

fungiert Dolichol-Phosphat (Dol-P), das gemeinsam mit der Vorläufer-Saccharidkette auf die 

luminale Seite des ER transloziert wird. Dort wird die Saccharidkette zu der Abfolge Glc3-
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Man5-GlcNAc2 vervollständigt. Die reife Saccharidkette wird vom Trägermolekül Dol-P durch 

den OST-Komplex über eine N-glykosidische Bindung auf einen Asparagin-Rest des 

Zielproteins übertragen. Dabei wird die Konsensus-Sequenz Asn-X-Thr/Ser erkannt. Es werden 

nur etwa 30-65 % der im Protein vorkommenden N-Glykosylierungsstellen modifiziert (Tanner 

& Lehle, 1987; Petrescu et al., 2004). Im Golgi-Apparat findet anschließend die Verlängerung 

der Kern-Saccharidkette statt, die sehr komplexe Strukturen ausbilden kann (Abb.1.4). Es 

können bis zu 200 Mannosereste an die Kette gebunden werden (Lipke & Ovalle, 1998). Damit 

trägt die N-Glykosylierung zur Diversität des Proteoms bei. Dabei können die Längen der 

Zuckerketten, die Struktur und die Komposition unterschiedlich sein. Bei C. albicans wird die 

Kettenverlängerung im Golgi durch die Verknüpfung einer Mannose an die Saccharidkette 

durch die Mannosyltransferase Och1 initiiert. Entsprechend weisen och1-Mutanten keine 

äußeren Saccharidketten auf, sondern nur den Saccharidkern. Auf den Verlust der äußeren 

Saccharidkette reagiert C. albicans mit der Einlagerung von zusätzlichem Chitin und Glukan 

in der Zellwand (Netea et al., 2006; Bates et al., 2006). C. albicans Mutanten mit Defekten in 

Enzymen, die an der Kettenverlängerung beteiligt sind, weisen eine veränderte Virulenz auf 

und sind sensitiver gegen Zellwand-destabilisierenden Substanzen (Mora-Montes et al., 2007; 

Mora-Montes et al., 2010). Die äußeren Mannanketten schützen folglich C. albicans vor 

Angriffen des Immunsystems und tragen zu einer erfolgreichen Besiedlung des Wirtes bei. 

Interessanterweise werden N-Mannan-Strukturen im Gegensatz zu O-Mannan von dem C-Typ 

Lektin MRP, das von dendritischen Zellen exprimiert wird, erkannt und beeinflussen direkt die 

Produktion des entzündungsfördernden Zytokins IL-6. O-Mannan-Strukturen werden dagegen 

von TLR4 erkannt (Netea et al., 2006; Netea et al., 2008). 

1.3.4 O-Mannosylierung 

Wie bei der N-Glykosylierung werden bei der O-Glykosylierung bei C. albicans Mannosen auf 

das Zielprotein übertragen. Eine spezifische Konsensus-Sequenz ist nicht bekannt. Die 

Mannose-Moleküle werden jedoch ausschließlich O-glykosidisch mit der Hydoxylgruppe von 

Serin- und Threonin-Aminosäuren des Zielproteins verknüpft. O-glykosidische 

Proteinmodifikationen in höheren Eukaryoten weisen eine hohe Vielfalt der verknüpften 

Zuckermoleküle auf, z. B. werden neben Mannose auch Fucose, N-Acetylgalactosamin, 

Sialinsäure und GlcNAc auf das Zielprotein übertragen. Das Vorläufermolekül GDP-Mannose 

wird von Dpm1, der Dolicholphosphat-Mannose-Synthase auf das Trägermolekül Dol-P 

übertragen. Von der zytosolischen Seite des ER wird das Trägermolekül mit der verknüpften 

Mannose, Dol-P-Man, mit Hilfe der Flippase durch die Membran auf die luminale Seite des ER 
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transloziert. Die initiale Anknüpfung der ersten Mannose wird von den Protein-O-

Mannosyltransferasen (Pmt) katalysiert und erfolgt bereits während der Translokation des 

Zielproteins in das ER-Lumen durch die Sekretionspore Sec61 (Tanner & Lehle, 1987). Die 

O-Mannosylierung bei C. albicans erfolgt demnach kotranslational. In höheren Eukaryoten 

erfolgt die O-Glykosylierung fast ausschließlich erst nach der vollständigen Faltung des 

Proteins, posttranslational im Golgi. In Pilzen wird die Verknüpfung der ersten- und zweiten-

Mannose an die α-Mannosekette von den α1,2-Mannosyltransferasen Mnt1 und Mnt2, die 

teilweise redundante Funktionen aufweisen, im Golgi-Apparat katalysiert (Abb.1.4). Bei 

C. albicans kann die α-Mannosekette um bis zu sechs Mannosen verlängert werden (Buurman 

et al., 1998; Munro et al., 2005). Mutanten mit Defekten in der Biosynthese des O-Mannans 

oder des N-Mannans, weisen verminderte Virulenz auf. Zudem zeigen diese Mutanten Defekte 

in der Fähigkeit zu adhärieren und sind häufig sensitiver gegen Antimykotika und 

zellwandschädigende Substanzen (Timpel et al., 1998; Timpel et al., 2000; Prill et al., 2005; 

Munro et al., 2005). 

1.3.5 Protein-O-Mannosyltransferasen in C. albicans 

Protein-O-Mannosyltransferasen (Pmts) bilden eine konservierte Proteinfamilie innerhalb der 

Eukaryoten und wurden u. a. in Drosophila melanogaster und dem Homo sapiens 

nachgewiesen. Darüber hinaus wurden Pmt-Homologe auch in verschiedenen Prokaryoten 

identifiziert, z. B. in Mykobakterien und Corynebakterien (Lyalin et al., 2006; Willer et al., 

2002; Mahne et al., 2006; Espitia et al., 2010). In C. albicans wurden fünf Isoformen 

identifiziert, die aufgrund ihrer Aminosäurebeschaffenheit in die drei Pmt-Unterfamilien Pmt1, 

Pmt2 und Pmt4 unterschieden werden können (Abb.1.5). Dabei sind die Isoformen Pmt1 und 

Pmt5 Mitglieder der Pmt1-Unterfamilie, Pmt2 und Pmt6 Mitglieder der Pmt2-Unterfamilie und 

Pmt4 ist das alleinige Mitglied der gleichnamigen Pmt4-Unterfamilie (Ernst & Prill, 2001). 

Dennoch weisen die Pmt-Isoformen nur teilweise redundante Funktionen auf. Dies äußerst sich 

in den Phänotypen der pmt-Mutanten, die sehr spezifisch sind, z. B. ist das PMT2-Gen essentiell 

für das Wachstum von C. albicans, während die anderen PMT-Gene keinen erkennbaren 

Einfluss auf das Wachstum ausüben. Erst der gleichzeitige Verlust von pmt1 und pmt4 zeigt 

einen synergistischen Effekt und führt zum Verlust der Lebensfähigkeit in C. albicans (Prill et 

al., 2005). Auch die Fähigkeit, von der Hefe- in die Hyphe-Zellform zu wechseln, wird auf 

individuelle Weise durch die Pmt-Isoformen unterstützt. Mit Ausnahme der pmt5-Mutante 

weisen die übrigen pmt-Mutanten entweder einen teilweisen Verlust der Hyphenbildung auf 

festen Nährmedien auf oder haben die Fähigkeit der Hyphenbildung vollständig verloren 
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(Timpel et al., 1998; Prill et al., 2005). Damit einhergehend weisen pmt-Mutanten eine 

verminderte Virulenz auf, z. B. erwies sich die pmt1-Mutante als avirulent in einem 

systemischen Mausinfektionsmodell (Rouabhia et al., 2005). Die Pmt-Proteine tragen auch zur 

Resistenz vor zellwandschädigenden Substanzen bei; so weisen die pmt1- und pmt4-Mutante, 

wie auch die heterozygote pmt2/PMT2-Mutante eine erhöhte Sensitivität gegen Antimykotika 

auf (Prill et al., 2005).  

 

Abb.1.5 Phylogenetischer Stammbaum der Pmt-Proteine. Auf Grundlage der Aminosäurebeschaffenheit 
wurde die Verwandtschaft der Pmt-Proteine aus verschiedenen Organismen bestimmt und ergab die drei 
Unterfamilien der Pmt1-, Pmt2- und Pmt4-Proteine. An, Aspergillus nidulans; Ca, Candida albicans; Cg, 
Corynebacterium glutamicum; Cn, Cryptococcus neoformans; Dm, Drosophila melanogaster; Hs, Homo sapiens; 
Mt, Mycobacterium tuberculosis; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Sp, Schizosaccharomyces pombe; Tr, 
Trichoderma reesei. Die Grafik wurde aus Lengeler et al. (2008) entnommen. 

 

Die spezifischen Phänotypen sind vermutlich auf Pmt-Isoform-abhängige Zielproteine 

zurückzuführen, deren Unterglykosylierung in den jeweiligen pmt-Mutanten zu einem 

Funktionsverlust führt, z. B. könnte die fehlende Mannosylierung eines Sensors in der pmt6-

Mutante für den Defekt der Hyphenbildung verantwortlich sein, der aufgrund der fehlenden 

Mannosylierung nicht länger in der Lage ist, einen Signalweg der Hyphenbildung zu aktivieren 

(Timpel et al., 2000; Ernst, 2000).  



Einleitung 

16 
 

Über die Zielproteine der O-Mannosylierung in C. albicans ist bisher wenig bekannt. Für das 

vSNARE Protein Sec20, das am retrograden Transport von Proteinen vom Golgi zum ER 

beteiligt ist, konnte nachgewiesen werden, dass O-Mannosylierung für die Stabilität des 

Proteins wichtig ist (Weber et al., 2004). In der Hefe S. cerevisiae konnte bewiesen werden, 

dass die O-Mannosylierung der Zellwandproteine Utr2 und Gas1 eine protektive Wirkung vor 

der Wirkung der Aspartyl-Endopeptidase Yps1 (CaSap9) vermittelt. Die proteolytische 

Spaltung dieser Protease beruht auf der Erkennung von spezifischen Ser/Thr-reichen Domänen 

der Zielproteine. Die O-Mannosylierung der Ser/Thr-reichen Domäne vermindert die 

Erkennung durch die Protease und verhindert die Abspaltung der Zellwandproteine. Dabei wird 

die protektive Wirkung nur von den Pmt-Isoformen Pmt2 und Pmt4 vermittelt (Dube et al., 

2015). Das wohl bekannteste Zielprotein der O-Mannosylierung im Menschen stellt das Protein 

α-Dystroglykan dar, das im Zusammenhang mit dem Walker-Warburg-Syndrom steht, einer 

Krankheit, die zu Muskeldystrophie und einer Fehlbildung des Gehirns und der Augen führt 

(van Reeuwijk et al., 2005; Barresi & Campbell, 2006). Das α-Dystroglykan ist ein 

membranständiges Protein, das an der Oberfläche von Skelettmuskelzellen oder Zellen im 

Gehirn den Kontakt zwischen der Zelle und der extrazellulären Matrix herstellt. Dabei wird die 

O-Mannosylierung des Proteins für die Interaktion mit den Matrixproteinen Neurexin und 

Laminin benötigt (Reed, 2009). Ausgelöst wird die Krankheit durch Mutationen in einem der 

beiden Gene POMT1 oder POMT2, die für die Protein-O-Mannosyltransferasen des Menschen 

kodieren. Die Funktion der Mannosyltransferasen ist im Menschen, im Gegensatz zu 

C. albicans, nicht redundant. Es gibt Hinweise, dass beide Isoformen für die O-Mannosylierung 

benötigt werden (Hewitt, 2009). 

Durch die Entwicklung von noch sensitiveren massenspektrometrischen Methoden ist es bei 

einer Proteom-Analyse in S. cerevisiae gelungen über 500 Proteine zu identifizieren, die eine 

Modifikation mit O-Mannan aufweisen (Neubert et al., 2016). Die dabei identifizierten Proteine 

sind hauptsächlich Zellwand und Zellmembran assoziierte Proteine. Es konnten aber auch 

Proteine identifiziert werden, die komplexe molekulare Funktionen ausüben, die häufig mit 

dem ER assoziiert sind, z. B. wie dem Proteintransport (Sec12, Sec20), Mechanismen zur 

Überprüfung der Faltung von Proteinen (Kar2), der ER-Stressanpassung (Ire1), sowie der O- 

und N-Glykosylierung (Pmt1, Ost1, Mnn1 und Och1). Proteine, die an der Zellwand-

Organisation und der Stressanpassung beteiligt sind, waren deutlich überrepräsentiert (Neubert 

et al., 2016). Die Identifikation von Enzymen, die an der N-Glykosylierung beteiligt sind, als 

Zielproteine der O-Mannosylierung ist besonders interessant und könnte auf eine gegenseitige 

Regulation beider Formen der Glykosylierung hinweisen. 
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1.3.6 Signalwegaktivierung bei defekter Glykosylierung 

Die Zellwand von C. albicans ist während der Kolonisation des menschlichen Körpers 

ständigen Angriffen durch das Immunsystem ausgesetzt. Der Erhalt und die Erneuerung der 

Zellwand, insbesondere der äußeren schützenden O- und N-Mannosepolymere, ist von 

entscheidender Bedeutung für das Überleben des Pilzes. Eine schnelle Anpassungsfähigkeit 

wird durch MAPK-Signalwege vermittelt, die in Folge von Änderungen in der Zellwand 

aktiviert werden und eine schnelle Regulation von kompensatorischen Mechanismen auslösen. 

In Folge von Glykosylierungsschäden werden der Cek1 MAPK-, der PKC (Protein Kinase C)- 

und der UPR (unfolded-protein-response)-Signalweg aktiviert (Travers et al., 2000; Navarro-

Garcia et al., 1995; Cullen et al., 2000). Der Cek1 MAPK-Signalweg ist der Hauptsignalweg, 

der sowohl bei defekter O-Mannosylierung als auch bei defekter N-Glykosylierung aktiviert 

wird. Der Verlust von CEK1 führt zu einer Veränderung der Zellwandstruktur und damit 

einhergehend weist die cek1-Mutante eine hohe Sensitivität gegenüber N- und 

O-Glykosylierungsinhibitoren und Angriffen von Immunzellen auf (Roman et al., 2009; 

Roman et al., 2016). Glykosylierungsdefekte werden von dem Mucin Msb2 und dessen 

assoziierten Protein Sho1 detektiert und führen zur Aktivierung des MAP-Kinase-Moduls. In 

S. cerevisiae ist die Signalweg-Aktivierung von Cdc42 abhängig. Die Interaktion von Cdc42 

mit Msb2 konnte in C. albicans bislang nicht nachgewiesen werden (Cullen et al., 2004; Roman 

et al., 2009). Das Msb2 Protein ist ein Typ I-Transmembranprotein, das durch eine 

Transmembranregion in eine zytosolische- und eine extrazelluläre-Domäne geteilt wird 

(Szafranski-Schneider, 2011). Die hochglykosylierte, extrazelluläre-Domäne, die typisch für 

Mucine ist, steht in engem Kontakt mit den Mannosepolymeren der Zellwandproteine und 

nimmt möglicherweise auf diese Weise Änderungen und Schäden in der Zellwand wahr. Das 

Signal wird von Msb2-Sho1 auf die Kinase Cst20 übertragen. Die Phosphorylierung der PAK 

(p21-activated kinase) Cst20 führt zur Aktivierung der Phosphorylierungskaskade und bewirkt 

die Aktivierung der MAPKKK Ste11, der MAPKK Hst7 und folglich der MAPK Cek1. Die 

Phosphorylierung von Cek1 wird in Folge von defekter O- und N-Glykosylierung stimuliert, z. 

B. nach der Behandlung mit dem Pmt1-Inhibitor oder Tunicamycin, einem Inhibitor der N-

Glykosylierung.  Außerdem konnte die Stimulation der Cek1 Phosphorylierung auch in der 

pmt1- und pmt4-Mutante nachgewiesen werden (Cantero et al., 2007; Roman et al., 2009). 

Dabei ist die Phosphorylierung von Cek1 in jedem Fall von Msb2 abhängig, denn in der msb2-

Mutante konnte keine Phosphorylierung von Cek1 detektiert werden (Roman et al., 2009). In 

S. cerevisiae wird in Folge von O-Glykosylierungsdefekten der PKC-Signalweg aktiviert. Die 

zur Cek1 MAPK homologe Kinase Kss1 in S. cerevisiae wird u. a. in Folge von 
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N-Glykosylierungsdefekten phosphoryliert und ist Teil des SVG (sterile vegetative growth)-

Signalwegs (Arroyo et al., 2011; Lee & Elion, 1999). 

In der pmt1-Mutante und nach der Behandlung mit dem Pmt1-Inhibitor, konnte eine 

transkriptionelle Anpassung beobachtet werden, die zu einer gesteigerten Expression der 

Signalwegkomponenten HAC1, KAR2 und DDR48 des UPR-Signalwegs führte (Cantero et al., 

2007; Cantero & Ernst, 2011). Die Aktivierung des UPR-Signalwegs wurde auch nach der 

Behandlung mit Tunicamycin beobachtet und deutet darauf hin, dass Glykosylierung und die 

Faltung von Proteinen im ER miteinander verknüpfte Prozesse sind (Wimalasena et al., 2008). 

Aktuelle Transkriptomanalysen bei der Anpassung an defekte Proteinglykosylierung in 

S. cerevisiae und C. albicans weisen darauf hin, dass es einen kompensatorischen Mechanismus 

zwischen der O-Mannosylierung und der N-Glykosylierung gibt (Cullen et al., 2006; Arroyo et 

al., 2011). Detaillierte Transkriptanalysen konnten zeigen, dass C. albicans zur Anpassung an 

defekte N-Glykosylierung die Expression des PMT1-Gens, das für die Protein-O-

Mannosyltransferase1-Isoform kodiert, steigert (Cantero & Ernst, 2011). Auch innerhalb der 

PMT-Gene gibt es Anzeichen für kompensatorische transkriptionelle Anpassungen, z. B. wies 

die heterozygote pmt2/PMT2-Mutante eine erhöhte Expression des PMT4-Gens auf. Eine 

erhöhte Expression von PMT2 konnte dagegen in der pmt1-Mutante nachgewiesen werden. In 

der pmt4-Mutante war die Expression von PMT1 erhöht (Cantero et al., 2007). Über die 

Transkriptionsfaktoren, die unterhalb der Signalwege agieren und eine solche Anpassung 

regulieren, ist bislang wenig bekannt. Die Funktion von Cph1, einem bekannten Substrat der 

Cek1-MAPK (1.2.2), bei der Anpassung an Glykosylierungsdefekte ist unklar. In C. albicans 

wurde der Transkriptionsfaktor Ace2 identifiziert, der ein wichtiges Element bei der Regulation 

von PMT-Genen darstellt (Cantero & Ernst, 2011). 

1.3.7 Funktion des Transkriptionsfaktors Ace2 bei der Regulation von PMT-Genen  

Aus einer Kollektion von mehr als 328 Stämmen, die Defekte in bekannten und potentiellen 

Transkriptionsfaktoren aufweisen, waren die ace2- und die cna1-Mutante als einzige Mutanten 

nicht in der Lage sich von der Behandlung des Pmt1-Inhibitors zu erholen. Die Funktion der 

Phosphatase Calcineurin (Cna1) bei der Anpassung und Erholung der Pmt1-Inhibition ist 

ungeklärt. Es konnte aber bewiesen werden, dass die bekannten Substrate Crz1 und Crz2 nicht 

an der Anpassung beteiligt sind. Die ace2-Mutante wies eine veränderte Expression der PMT-

Gene auf (Karababa et al., 2006; Cantero et al., 2007; Cantero & Ernst, 2011). Der 

Transkriptionsfaktor-Ace2 ist Teil des RAM-Signalweges, der für das polarisierte Wachstum, 

bei der Zellwandbiosynthese und bei der Zytokinese von Bedeutung ist (Song et al., 2008). 
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Sensitive Transkriptanalysen ergaben, dass sowohl Msb2, Cek1 als auch Ace2 für die basale 

Expression von PMT2 und PMT4 verantwortlich sind (Abb.1.6).  

Abb.1.6 Modell für die Regulation der PMT-Gene durch den Msb2-Cek1-Ace2-Signalweg. Das Modell zeigt 
die transkriptionelle Regulation der PMT-Gene. Basierend auf ihren relativen Transkriptspiegeln sind Pmt1, Pmt2 
und Pmt4 die Haupt-Isoformen in C. albicans. Die Transkription des PMT1-Gens wird durch den Signalweg bei 
intakter Zellwand reprimiert. Schäden in der Zellwand und den damit assoziierten Mannosepolymeren werden von 
dem Sensorprotein Msb2 wahrgenommen und an die Cek1-MAPK vermittelt. Die Phosphorylierung von Cek1 
(Cek1-P) wird in Folge von defekter N- und O-Glykosylierung stimuliert. Die Regulation der PMT-Gene erfolgt 
hingegen spezifisch. Bei defekter N-Glykosylierung wird die Transkription von PMT1 dereprimiert, während bei 
defekter Pmt1-O-Glykosylierung die Transkription von PMT2 und PMT4 induziert wird. Der Transkriptions-
faktor Ace2 reguliert dabei sowohl die basale Transkription von PMT1, PMT2 und PMT4 in intakten Zellen, als 
auch die Stressinduzierte Transkription. Die Grafik wurde Cantero & Ernst (2011) entnommen und modifiziert. 

Des Weiteren werden die drei Proteine auch für die induzierte Expression von PMT2 und PMT4 

bei defekter, durch die Pmt1-Isoform vermittelter, O-Mannosylierung benötigt. Die Expression 

von PMT1 konnte, anders als in einem Kontrollstamm, in der msb2-, der cek1- und der ace2-

Mutante nach der Behandlung mit Tunicamycin nicht weiter induziert werden. Demnach wirkt 

der Signalweg unter normalen Wachstumsbedingungen reprimierend auf die Expression von 

PMT1, wird aber gleichzeitig auch für die stimulierte, de-reprimierte Expression von PMT1 bei 

defekter N-Glykosylierung benötigt (Cantero & Ernst, 2011). 

In darauf aufbauenden Studien konnte gezeigt werden, dass Ace2 ein positiver Regulator der 

PMT2- und PMT4-Transkription ist (Van Wijlick, 2012). Die reprimierende Wirkung von Ace2 

auf die Expression des PMT1-Gens konnte unter ACE2-Überexpressionsbedingungen nicht 

nachgewiesen werden. Die Fusion des ACE2-Promotors mit einem Reportergen wies eine 

Induktion des Ace2-Promotors in Abhängigkeit von defekter N- und O-Glykosylierung auf 
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(Van Wijlick, 2012). Der Ace2-Transkriptionsfaktor scheint demnach ein positiver Regulator 

der PMT-Genexpression zu sein, der bei Schädigung der O- und N-Mannosepolymere an der 

Zelloberfläche von C. albicans aktiviert wird. In einer Transkriptomanalyse der ace2-Mutante 

wurden zudem die PMT-Gene PMT2, PMT4 und PMT6 als unterexprimierte Gene identifiziert 

(Mulhern et al., 2006). 

1.3.8 Der Transkriptionsfaktor Ace2 

Der Transkriptionsfaktor Ace2 weist nahe seines Carboxy-Terminus zwei C2H2-Zinkfinger-

Domänen auf, die für die DNA-Bindung benötigt werden (Calderon-Norena et al., 2015). 

Bislang wurde Ace2 nur als Ziel-Transkriptionsfaktor des RAM-Signalwegs identifiziert, der 

in Eukaryoten konserviert ist (Nelson et al., 2003). Mutanten des RAM-Signalwegs, nicht aber 

die ace2-Mutante, weisen Defekte bei der Initiierung des polarisierten Wachstums auf (Kelly 

et al., 2004; Song et al., 2008). Zu Ace2 homologe Proteine wurden in den Modell-Hefen 

S. cerevisiae und S. pombe, aber auch in relevanten Pilzpathogenen, wie z. B. C. glabrata, 

Aspergillus fumigatus und Cryptococcus neoformans, nachgewiesen (Nelson et al., 2003; 

Saputo et al., 2012). Bei C. albicans wird die Aktivität von Ace2 u. a. von der Kinase Cbk1 

reguliert, die der Familie der AGC-Kinasen angehört und als terminale Kinase des RAM-

Signalwegs identifiziert wurde (Song et al., 2008). Die Cbk1-Kinase liegt in einem Komplex 

mit der Kinase Mob2 vor und wird abhängig vom Zellzyklus durch Phosphorylierung von der 

GC (germinal center)-Kinase Kic1, aktiviert (Gutierrez-Escribano et al., 2011). Eine direkte 

Interaktion von Ace2 und Cbk1 konnte bei C. albicans bislang nur aufgrund einer auf 

Haploinsuffizienz basierender genetischer Analyse nachgewiesen werden (Bharucha et al., 

2011; Saputo et al., 2012). Die Aktivität von Ace2 wird zudem durch die Kinase Cdc28 und 

die Phosphatase Cdc14 bestimmt, den zentralen Regulatoren des mitotic exit network (MEN), 

welche die asymmetrische Verteilung von Ace2 regulieren (Brace et al., 2011). Die Cyklin-

abhängige Kinase Cdc28 phosphoryliert Ace2 und verhindert dadurch den vorzeitigen 

Zellkern-Import während der Synthese- und G2-Phase des Zellzyklus (Mazanka & Weiss, 

2010). In der späten Metaphase vermittelt die Phosphatase Cdc14 die Dephosphorylierung 

dieser Phosphatgruppe und bewirkt den Import von Ace2 in die Zellkerne neugebildeter 

Tochterzellen (Clemente-Blanco et al., 2006). Die Cbk1-Kinase phosphoryliert den 

Transkriptionsfaktor Ace2 an einer konservierten Stelle der NES (Nuclear Export Sequence) 

und verhindert den Export von Ace2 aus dem Zellkern (Bourens et al., 2008; Sbia et al., 2008). 

Mitglieder des RAM-Signalwegs weisen bei Defekten einen charakteristischen Phänotyp auf. 

Die Zellen trennen sich nach der Zytokinese nicht voneinander, sondern bilden lange Zellketten. 
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Dieser Phänotyp äußert sich durch pyramidenförmige Kolonien auf festen Nährmedien, welche 

durch die fehlende Expression von Chitinasen und Glukanasen, die während der Zellteilung 

durch Ace2 stimuliert werden, entstehen (Kelly et al., 2004). 

Darüber hinaus weist die ace2-Mutante eine Vielzahl von interessanten Phänotypen auf, die für 

die Pathogenität von C. albicans entscheidend sind. Bei C. glabrata, einem nahen Verwandten 

von C. albicans, wurde das zu Ace2 homologe Protein als Virulenzfaktor identifiziert. Die 

Deletion von ACE2 bewirkte einen hypervirulenten Phänotyp in einem systemischen 

Mausinfektionsmodell. Auch im Schimmelpilz A. fumigatus löst die Deletion des zu ACE2 

homologen Gens eine erhöhte Virulenz aus (Ejzykowicz et al., 2009). Bei C. albicans dagegen 

verursachte die Deletion von ACE2 den gegenteiligen Effekt, die sich als avirulent erwies 

(Kamran et al., 2004; Kelly et al., 2004; MacCallum et al., 2006). Der Transkriptionsfaktor 

Ace2 scheint neben der konservierten Funktion, wie z. B. der Zytokinese, die in allen Pilzen 

durch Ace2 reguliert wird, noch Spezies-spezifische Funktionen entwickelt zu haben. 

Interessanterweise konnten bei C. albicans zwei Ace2-Isoformen nachgewiesen werden 

(Calderon-Norena et al., 2015). Durch eine alternative Translations-Initiation entsteht neben 

dem vollständigen Ace2-Protein auch eine um 54 Aminosäuren verkürzte-Isoform, welche 

durch die Initiation der Translation an der Methionin Position 55 entsteht; diese ist die 

transkriptionell aktive-Isoform. In einigen klinischen Isolaten konnte sogar eine konservierte 

Mutation nachgewiesen werden, die zu einem Stop-Codon an Position 9 der Aminosäurekette 

führt und zwangsläufig die Translation der kurzen Ace2-Isoform begünstigt (Calderon-Norena 

et al., 2015). Für das vollständige Ace2-Protein wurde eine N-terminale potentielle 

Transmembrandomäne vorhergesagt, die sowohl die Lokalisation von Ace2, als auch die 

Funktion dieser Isoform beeinflusst. Im Gegensatz zu der kurzen Ace2-Isoform, die im Zellkern 

von Tochterzellen nachgewiesen werden konnte, lokalisiert die Volllängen Ace2-Isoform 

während der Bildung von Hyphen an den Septinringen und wird u. a. für die Eingliederung des 

Septins Sep7 in den Septinring benötigt (Calderon-Norena et al., 2015). Bei anderen Hefepilzen 

konnte in den Aminosäuresequenzen der zu Ace2 homologen Proteine keine potentielle 

Transmembrandomäne identifiziert werden; die beiden unterschiedlichen Ace2-Isoformen 

könnten demnach zu Spezies-spezifischen Funktionen des Transkriptionsfaktors Ace2 in 

C. albicans beitragen. 

Weitere Prozesse, an denen Ace2 beteiligt ist, sind die Bildung von Biofilmen und die 

Hyphenmorphogenese. Beide Prozesse stellen wichtige Virulenzeigenschaften von C. albicans 

dar. Die ace2-Mutante war nicht in der Lage, unter hypoxischen Bedingungen Hyphen zu 

bilden und wies Defekte in der Biofilmbildung auf (Kelly et al., 2004; Stichternoth & Ernst, 
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2009). Möglicherweise besteht auch hier ein Zusammenhang zur Regulation der PMT-Gene, 

denn die pmt-Mutanten weisen vergleichbare Defekte auf. Beispielsweise ist die pmt1-Mutante 

nicht in der Lage, unter anaeroben Bedingungen Hyphen zu bilden und sie erwies sich, wie 

auch die ace2-Mutante, als avirulent in einem Mausinfektionsmodell (Prill et al., 2005). Im 

Gegensatz zur ace2-Mutante zeigte die cbk1-Mutante keine ungewöhnliche Expression der 

PMT-Gene auf (Cantero, 2010). Kürzlich wurde eine Interaktion des RAM-Signalweges und 

Ace2 mit dem PKA-Signalweg beschrieben. Gemeinsam mit dem Transkriptionsfaktor Efg1 

reguliert Ace2 die Expression von metabolischen Genen der Glykolyse und der Respiration, 

und von hyphenspezifischen Genen (Mulhern et al., 2006; Saputo et al., 2014; Wang et al., 

2009). Wie die Aktivität von Ace2 bei diesen vielseitigen biologischen Prozessen koordiniert 

wird, ist ungeklärt. Auch über die Zielgene von Ace2 ist wenig bekannt. 
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1.4  Zielsetzung 

In Anbetracht der vielfältigen Funktionen von Ace2, die eng mit der Pathogenität von 

C. albicans assoziiert sind, sollten in dieser Arbeit die zugrundeliegenden molekularen 

Mechanismen untersucht werden, über die der Transkriptionsfaktor zur Virulenz des Pilzes 

beiträgt. Schwerpunkte waren dabei die Funktion von Ace2 bei der Regulation der PMT-Gene 

und der Beitrag von Ace2 zur Hyphenmorphogenese von C. albicans unter hypoxischen 

Wachstumsbedingungen. 

Jede der fünf Protein-O-Mannosyltransferasen unterstützt auf individuelle Weise das 

Wachstum, den Schutz vor Antimykotika und die Virulenz von C. albicans (Lengeler et al., 

2008). Die PMT-Gene sind wichtige Zielgene des Cek1-MAPK-Signalweges, der bei defekter 

Glykosylierung aktiviert wird und PMT-Gene zur Kompensation reguliert. Das Sensorprotein 

Msb2 und die MAP-Kinase Cek1 sind maßgeblich an der kompensatorischen Regulation der 

PMT-Gene beteiligt. Als weiterer Regulator konnte der Transkriptionsfaktor Ace2 identifiziert 

werden, der sowohl die basale als auch die kompensatorische Transkription von PMT-Genen 

vermittelt (Cantero & Ernst, 2011). Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin die Funktion von Ace2 

innerhalb des Msb2-Cek1 Signalweges zu untersuchen und zu ermitteln, ob Msb2, Cek1 und 

Ace2 einen linearen Signalweg bilden, der gemeinsam die Antwort auf Glykosylierungsdefekte 

reguliert.  

Eine weitere wichtige Virulenzeigenschaft von C. albicans ist die Fähigkeit, zwischen der Hefe- 

und der Hyphe-Zellform zu wechseln. Die ace2-Mutante erwies sich in einem 

Mausinfektionsmodell als avirulent und war unter hypoxischen Wachstumsbedingungen nicht 

in der Lage, den Wechsel von der Hefe- in die Hyphe-Zellform zu vollziehen (Kelly et al., 

2004). Bislang wurde angenommen, dass die fehlende metabolische Anpassung in der ace2-

Mutante dafür verantwortlich sei, denn Ace2 reguliert sowohl glykolytische als auch 

respiratorische Gene (Mulhern et al., 2006). Neuere Studien weisen aber auf einen direkten 

regulatorischen Mechanismus hin, bei dem Ace2 gemeinsam mit dem Hyphenregulator Efg1 

spezifische Morphogenesegene reguliert (Saputo et al., 2014). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit 

bestand darin, die Funktion von Ace2 bei der Hyphenmorphogenese unter hypoxischen 

Wachstumsbedingungen zu untersuchen. 
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2 Ergebnisse 

Der humanpathogene Pilz C. albicans ist während der Kolonisierung des menschlichen Körpers 

ständigen Umgebungsschwankungen ausgesetzt. Die Anpassung an diese 

Umweltbedingungen, zu denen die Verfügbarkeit von Nährstoffen, erhöhte CO2-

Konzentrationen im Blut, die Verfügbarkeit von molekularem Sauerstoff in den 

unterschiedlichen Körpernischen, die Limitierung von Spurenelementen, aber auch Angriffe 

durch das Immunsystem zählen, ist von großer Bedeutung für das Überleben des Pilzes (Brock, 

2009; Ernst & Tielker, 2009). Sensoren, die in der Zellwand von C. albicans lokalisiert sind, 

übermitteln äußere Einflüsse auf Signalwege, die eine Anpassung des Pilzes induzieren (Roman 

et al., 2007; Roman et al., 2009). Ein wichtiger Anpassungsmechanismus ist der Wechsel von 

der Hefe- zur Hyphe-Zellform, der es C. albicans ermöglicht, Angriffen des Immunsystems zu 

entgehen und in nährstoffreichere Gewebe vorzudringen (Phan et al., 2000; Jimenez-Lopez & 

Lorenz, 2013). Die Erhaltung der Zellwandintegrität ist für die Wechselwirkung des Pilzes mit 

der Umwelt von besonderer Bedeutung. Die Zellwand ist von einem Zuckergerüst umgeben, 

das hauptsächlich aus Mannosepolymeren besteht, die glykosidisch mit Zellwandproteinen 

verknüpft sind. Die Anknüpfung des ersten Mannoserestes wird bei der O-Mannosylierung von 

Protein-O-Mannosyltransferasen (Pmt) katalysiert (Prill et al., 2005; Lengeler et al., 2008). 

Neben der O-Mannosylierung stellt die N-Glykosylierung die häufigste Form der 

Glykosylierung in Eukaryoten dar. Defekte in der N- und O-Glykosylierung werden in 

C. albicans von dem Sensorprotein Msb2 erkannt und aktivieren den Cek1 MAPK-Signalweg. 

Die PMT-Gene stellen wichtige Zielgene dar, die bei der Anpassung an defekte Glykosylierung 

reguliert werden (Cantero et al., 2007). Neben dem Sensorprotein Msb2 und der MAP-Kinase 

Cek1 wurde der Transkriptionsfaktor Ace2 identifiziert, der auf noch unbekannte Weise 

wesentlich an der Regulation von PMT-Genen beteiligt ist (Cantero & Ernst, 2011). Neben 

dieser Funktion konnte für Ace2 auch eine Beteiligung an dem Wechsel von der Hefe- zur 

Hyphe-Zellform nachgewiesen werden, die im Zusammenhang mit dem zuvor identifizierten 

Hyphenregulator Efg1 steht und von der Verfügbarkeit von Sauerstoff abhängig ist (Stoldt et 

al., 1997; Setiadi et al., 2006; Kelly et al., 2004; Saputo et al., 2014).  

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Funktion von Ace2 bei der Regulation der PMT-Gene und 

der Beitrag von Ace2 zur Hyphenmorphogenese von C. albicans unter hypoxischen 

Wachstumsbedingungen untersucht werden. 
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2.1  Manuskripte 

2.1.1 Zusammenfassung Manuskript I 

Candida albicans responds to glycostructure damage by Ace2-mediated feedback regulation of 

Cek1 signaling 

In C. albicans werden Schäden an den Glykostrukturen der Zellwand durch den Cek1 MAPK-

Signalweg an den Transkriptionsfaktor Ace2 vermittelt, der zur Kompensation die 

Transkription von Genen stimuliert, die u. a. für Protein-O-Mannosyltransferasen (Pmt) 

kodieren. In dieser Arbeit wurde die genomweite Bindung von Ace2 unter Glykostress-

Bedingungen untersucht. Dabei war es möglich, Zielgene von Ace2 zu identifizieren, die unter 

der transkriptionellen Kontrolle von Ace2 zur Regulation der PMT-Gene beitragen. Unter den 

identifizierten Zielgenen befanden sich zudem Gene, die für Komponenten des Cek1 MAPK-

Signalweges kodieren. Die Transkriptanalyse dieser Gene ergab, dass der Signalweg als 

Antwort auf defekte N-Glykosylierung transkriptionell, in Abhängigkeit von Ace2, 

hochgeregelt wird. Unter diesen Bedingungen konnte außerdem die physische Interaktion von 

Ace2 mit der PAK Cst20, die stromaufwärts der MAPK Cek1 liegt, festgestellt werden. Es 

konnte gezeigt werden, dass Cst20 die stimulierende Aktivität von Ace2 im Zellkern inhibiert 

und auf diese Weise zu einer negativen Rückkopplung des Cek1-Signalweges beiträgt. 

2.1.2 Zusammenfassung Manuskript II 

Hypoxia and temperature regulated morphogenesis in Candida albicans 

Es ist bekannt, dass Hypoxie an Stellen von Infektionen auftritt und die Verfügbarkeit von 

Sauerstoff ein kritischer Faktor für die Pathogenese ist, sowohl für den Pilz als auch für den 

Wirt. Die vergleichende Analyse der genomischen Bindestellen von Ace2 und dem 

Hyphenregulator Efg1 unter hypoxischen Wachstumsbedingungen ergab, dass beide 

Transkriptionsfaktoren eine Vielzahl von gleichen Zielgenen in C. albicans teilen. Um den 

Einfluss von Hypoxie bei der Genregulation von Ace2-Efg1-Zielgenen zu untersuchen, wurde 

eine Transkriptanalyse durchgeführt. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Efg1 als Repressor 

und Ace2 als Induktor der Genexpression wirkt. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 

die positive Wirkung von Ace2 maßgeblich von der Verfügbarkeit von CO2 abhängig ist, 

während Efg1 unabhängig von CO2 als Repressor wirkt. Zwei der identifizierten Zielgene von 

Ace2-Efg1, BCR1 und BRG1 wurden in vorherigen Studien als normoxische Regulatoren der 
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Morphogenese identifiziert. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass beide Regulatoren an 

den Promotor von EFG1 binden. Um zu klären, ob eine Rückkopplungsregulation zwischen 

EFG1-ACE2 und BCR1/BRG1 besteht, wurde die Transkription von ACE2 und EFG1 in der 

bcr1 und brg1 Mutante bestimmt. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass 

die Genexpression von EFG1, ACE2, BCR1 und BRG1 untereinander gekoppelt ist und jeder 

Transkriptionsfaktor die Expression seiner Ko-Regulatoren beeinflusst. Um zu untersuchen, ob 

die Mitglieder des Efg1-Ace2 transkriptionellen Netzwerkes eine Funktion für die 

Hyphenmorphogenese haben, wurde der Kolonie-Phänotyp von entsprechenden Mutanten 

bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Hyphenmorphogenese von C. albicans unter 

hypoxischen Bedingungen durch Efg1 und Bcr1 reprimiert wird und der stimulatorischen 

Wirkung von Ace2 und Brg1 entgegenwirkt. Die regulatorischen Mechanismen unter Hypoxie 

weisen darauf hin, dass C. albicans die Hyphenmorphogenese in sauerstoffarmen 

Körpernischen unterdrückt. 

2.1.3 Zusammenfassung Manuskript III 

Dom34 links translation to protein O-mannosylation 

Die Translation und die Glykosylierung von Proteinen sind zwei essentielle biologische 

Prozesse in eukaryotischen Zellen. Für den humanpathogenen Pilz C. albicans konnte in dieser 

Arbeit erstmals eine direkte Verbindung zwischen diesen beiden Prozessen nachgewiesen 

werden, die durch das Protein Dom34 vermittelt wird. Das Dom34-Protein ist Mitglied der 

Dom34/Pelota-Proteinfamilie und ist am No-Go decay (NGD) Prozess beteiligt, der die Qualität 

von mRNA-Molekülen während der Translation kontrolliert. Durch die Freisetzung von 

blockierten Ribosomen von der mRNA und durch die Spaltung der mRNA beeinflusst Dom34 

die generelle Translation. In dieser Arbeit wurde Dom34 als RNA-Bindeprotein identifiziert, 

das spezifisch mit der 5‘-UTR eines Transkriptes einer Protein-O-Mannosyltransferase 

interagiert und die Initiierung der Translation dieses Transkriptes verbessert. Demnach scheint 

Dom34 neben seiner generellen Funktion bei der Translation auch eine spezialisierte Funktion 

für die Translation zu erfüllen: der Verbesserung der Translation von spezifischen Transkripten, 

zu denen auch das PMT1 Transkript zählt. Auf diese Weise unterstützt Dom34 die Anpassung 

von C. albicans bei Glykostress und trägt zu einer schnellen Erholung des Pilzes bei Schäden 

der Zellwand bei. 
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2.1.4 Zusammenfassung Manuskript IV 

Signaling domains of mucin Msb2 in Candida albicans 

Das Mucin Msb2 ist über eine Transmembrandomäne in der Zytoplasmamembran verankert, 

die das Protein in eine zytosolische- und eine extrazelluläre-Domäne teilt. Msb2 wurde als 

Sensor für Schäden von Glykostrukturen der Zellwand identifiziert und aktiviert in C. albicans 

den Cek1 MAPK-Signalweg. In dieser Arbeit wurden die Proteindomänen des Msb2 

Sensorproteins systematisch deletiert. Dabei konnten zahlreiche Funktionen von Msb2 den 

Domänen zugeordnet werden und neue Funktionen identifiziert werden. Zelluläre Prozesse, an 

denen Msb2 beteiligt ist, umfassen neben der Aktivierung des Cek1 MAPK-Signalweges auch 

die Resistenz vor Antimykotika, die Regulation von stressinduzierten Genen, zu denen 

insbesondere das PMT1-Gen zählt, und die Hyphenmorphogenese. 

2.1.5 Zusammenfassung Manuskript V 

A surprising role for the Sch9 protein kinase in chromosome segregation in Candida albicans 

Die Protein Kinase Sch9 gehört zu den AGC Kinasen und liegt stromabwärts des TORC1 

(target of rapamycin complex 1)-Signalwegs, der in allen Eukaryoten das Zellwachstum in 

Abhängigkeit des Nährstoffangebotes reguliert. In C. albicans, einem humanpathogenen 

Hefepilz, ist die Kinase Sch9 zudem an der Regulation der hypoxischen Hyphenbildung 

beteiligt. Dabei ist die Funktion von Sch9 von einer erhöhten CO2 Verfügbarkeit abhängig. Bei 

der Analyse der genomweiten Bindung von Sch9 wurde in C. albicans überraschenderweise 

die Assoziation von Sch9 mit den Zentromerregionen aller acht Chromosomen identifiziert. Die 

Bindung trat unabhängig von der O2 und CO2 Verfügbarkeit auf. In S. cerevisiae, einer nicht 

pathogenen Hefe, konnte die Bindung an die Zentromerregionen nicht nachgewiesen werden. 

Es stellte sich heraus, dass Sch9 an der Chromosomensegregation von C. albicans beteiligt ist. 
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2.2  Manuskript I: Candida albicans responds to glycostructure damage by Ace2-

mediated feedback regulation of Cek1 signaling 

Lasse van Wijlick, Marc Swidergall, Philipp Brandt, Joachim F. Ernst 

Erstautor 

Beitrag zum Manuskript: 85 % 

Lasse van Wijlick hat den größten Teil der Experimente geplant, durchgeführt und ausgewertet. 

Er hat die Daten interpretiert und die Schlussfolgerungen formuliert. Des Weiteren hat er das 

Manuskript zum Großteil geschrieben und alle Abbildungen erstellt. 

 

Veröffentlich in: Mol Microbiol, September 2016; DOI: 10.1111/MMI.13494. 

Impact Factor: 3.761 (2015) 

 

  



 Ergebnisse 

29 
 

  



Ergebnisse 

30 
 



 Ergebnisse 

31 
 

  



Ergebnisse 

32 
 

  



 Ergebnisse 

33 
 

06  



Ergebnisse 

34 
 



 Ergebnisse 

35 
 

  



Ergebnisse 

36 
 



 Ergebnisse 

37 
 

  



Ergebnisse 

38 
 



 Ergebnisse 

39 
 

  



Ergebnisse 

40 
 



 Ergebnisse 

41 
 

  



Ergebnisse 

42 
 



 Ergebnisse 

43 
 

  



Ergebnisse 

44 
 



 Ergebnisse 

45 
 

  



Ergebnisse 

46 
 



 Ergebnisse 

47 
 

  



Ergebnisse 

48 
 



 Ergebnisse 

49 
 

  



Ergebnisse 

50 
 



 Ergebnisse 

51 
 

  



Ergebnisse 

52 
 



 Ergebnisse 

53 
 



Ergebnisse 

54 
 

 



 Ergebnisse 

55 
 



Ergebnisse 

56 
 

 



 Ergebnisse 

57 
 

  



Ergebnisse 

58 
 

  



 Ergebnisse 

59 
 

  



Ergebnisse 

60 
 

  



 Ergebnisse 

61 
 

  



Ergebnisse 

62 
 

  



 Ergebnisse 

63 
 

  



Ergebnisse 

64 
 

  



 Ergebnisse 

65 
 

2.3  Manuskript II: Hypoxia and temperature regulated morphogenesis in Candida 

albicans 

Prashant R. Desai, Lasse van Wijlick, Dagmar Kurtz, Mateusz Juchimiuk, Joachim F. Ernst 

Geteilter Erstautor 

Beitrag zum Manuskript: 40 % 

Lasse van Wijlick hat einen Großteil der Experimente geplant, durchgeführt und ausgewertet. 

Des Weiteren hat er die entsprechenden Abbildungen (Fig.6.A-C, Fig.7.A-B, Fig.8.A-E, 

Fig.9.A-B, Fig.10.A, Fig.S4.A-B, Fig.S5, Fig.S6.A-B, Fig.S7 und Fig.S8) erstellt, die 

Ergebnisse interpretiert und Schlussfolgerungen für das Manuskript formuliert. Darüber hinaus 

hat er Teile des Manuskripts geschrieben. 

 

Veröffentlicht in: PLoS Genetics, August 2015; 11(8): e1005447. 

Impact Factor: 7.528 (2014) 
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2.4  Manuskript III: Dom34 links translation to protein O-mannosylation 

Lasse van Wijlick, Rene Geissen, Jessica Hilbig, Quentin Lagadec, Pilar D. Cantero, Eugen 

Pfeifer, Mateusz Juchimiuk, Sven Kluge, Stephan Wickert, Paula Alepuz, Joachim F. Ernst 

Erstautor 

Beitrag zum Manuskript: 40 % 

Lasse van Wijlick hat einen Teil der Experimente durchgeführt und ausgewertet. Darüber 

hinaus hat er die Daten interpretiert, Hypothesen für das Manuskript formuliert und 

Abbildungen (Fig.3.B, Fig.4.A-C, Fig.5.B und Fig.S6.A-B) erstellt. Außerdem hat er Teile des 

Manuskripts geschrieben. 

 

Veröffentlicht in: PLoS Genetics, October 2016; 12(10): e1006395. 

Impact Factor: 7.528 (2014) 
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2.5  Manuskript IV: Signaling domains of mucin Msb2 in Candida albicans 

Marc Swidergall, Lasse van Wijlick, Joachim F. Ernst 

Zweitautor 

Beitrag zum Manuskript: 15 % 

Lasse van Wijlick hat einen Teil der Experimente durchgeführt und interpretiert. Er hat die 

entsprechenden Hypothesen für das Manuskript formuliert und die entsprechenden 

Abbildungen (Fig.5 und Fig.9) erstellt. 

 

Veröffentlicht in: Eukaryotic Cell, January 2015; EC.00264-14. 

Impact Factor: 3.179 (2013) 
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2.6  Manuskript V: A surprising role for the Sch9 protein kinase in chromosome 

segregation in Candida albicans 

Neha Varshney, Alida Schaekel, Rima Singha, Tanmoy Chakraborty, Lasse van Wijlick, 

Joachim F. Ernst, Kaustuv Sanyal 

Koautor 

Beitrag zum Manuskript: 15 % 

Lasse van Wijlick hat einen Teil der Experimente durchgeführt und die Daten ausgewertet. 

Darüber hinaus hat er einen Teil der Abbildungen (Fig.1) erstellt und die entsprechenden 

Schlussfolgerungen für das Manuskript formuliert.  

 

Veröffentlicht in: Genetics, January 2015; 199(3): 671-674. 

Impact Factor: 5.963 (2014) 
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3 Diskussion 

Der opportunistische humanpathogene Pilz Candida albicans ist Teil des Mikrobioms und 

besiedelt bei den meisten gesunden Menschen als Kommensale die Schleimhaut und den 

Gastrointestinaltrakt (Huffnagle & Noverr, 2013). In immungeschwächten Patienten kann 

C. albicans den Wechsel vom harmlosen Kommensale zu einem lebensbedrohlichen Pathogen 

vollziehen, der neben oberflächlichen Mykosen auch häufig letal verlaufende systemische 

Infektionen verursacht (Pfaller & Diekema, 2007; Brown et al., 2012). C. albicans ist der 

häufigste Verursacher von invasiven Candidosen und stellt damit einen der wichtigsten 

Pilzpathogene des Menschen dar (Moran et al., 2011; Brown & Netea, 2012). Für die 

Pathogenität von C. albicans ist eine schnelle Anpassungsfähigkeit an die sich ständig ändernde 

Umwelt von großer Bedeutung. Hoch entwickelte MAPK-Signalwege helfen C. albicans auf 

die verschiedensten Umweltänderungen zu reagieren. Die Anpassung erfolgt in erster Linie in 

Form von veränderter Genexpression, aber auch durch post-transkriptionelle Mechanismen. 

Die Pilzzelle wird von einer Zellwand geschützt, einem komplexen und dynamischen Organell, 

das für die Interaktion des Pilzes mit dem Wirt von großer Bedeutung ist. Die Zellwand besteht 

aus einem Netzwerk von Kohlenhydrat-basierten Polymeren, die den Pilz vor Angriffen des 

Immunsystems schützt. Die äußere Schicht der Zellwand besteht im Wesentlichen aus 

Glykoproteinen, die kovalent mit dem Glukan der inneren Zellwand verknüpft sind. 

Glykoproteine sind häufig O- und N-glykosyliert und unterstützen eine Vielzahl von 

Funktionen, z. B. die Adhäsion, die Biofilmbildung, die Immunerkennung, die Synthese der 

Zellwand und die Morphogenese (Sheth et al., 2011; Heilmann et al., 2011; Gow & Hube, 

2012; Free, 2013; Nobile & Johnson, 2015). Änderungen in der Umwelt werden von 

spezialisierten Sensoren an der Zelloberfläche von C. albicans wahrgenommen und an die 

Signalwege übermittelt. Die Integrität der Zellwand und insbesondere die Aufrechterhaltung 

der O- und N-glykosylierten Mannosepolymere ist entscheidend für die Anpassung von 

C. albicans und das Überleben im Wirt. Der Hauptsignalweg, der bei defekter O- und N-

Glykosylierung aktiviert wird, ist in C. albicans der Cek1 MAPK-Signalweg, der sich aus dem 

Sensorprotein Msb2 und dessen assoziierten Protein Sho1, der PAK Cst20 und dem MAP-

Kinase Modul, bestehend aus der MAPKKK Ste11, der MAPKK Hst7 und der MAPK Cek1 

zusammensetzt (Roman et al., 2009). Als Zielgene des Cek1-MAPK Signalwegs wurden die 

PMT-Gene identifiziert, die in C. albicans für fünf Protein-O-Mannosyltransferase-Isoformen 

kodieren. Pmt-Proteine sind in Eukaryoten konserviert und katalysieren die initiale 

Verknüpfung eines Mannoserestes an sekretorische Proteine bei der O-Glykosylierung 
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(Cantero & Ernst, 2011; Lengeler et al., 2008). Defekte in der O-Glykosylierung führen zu 

verminderter Virulenz von C. albicans und tragen zur Erkennung durch das Immunsystem bei 

(Prill et al., 2005; Rouabhia et al., 2005; Sheth et al., 2011). Über die Regulation der PMT-

Gene ist bislang wenig bekannt. Cantero et al. (2007) konnten zeigen, dass die Transkription 

der PMT-Gene durch Glykosylierungsdefekte reguliert wird. Eine neuere Studie erbrachte 

zudem, dass PMT-Gene unterschiedlich reguliert werden. Bei defekter N-Glykosylierung wird 

die Expression von PMT1 de-reprimiert und bei defekter Pmt1-O-Mannosylierung erfolgt die 

kompensatorische Überexpression von PMT2 und PMT4 (Cantero & Ernst, 2011). Der 

Transkriptionsfaktor Ace2 konnte als weiteres Element, das an der Regulation der PMT-Gene 

beteiligt ist, identifiziert werden. Die ace2-Mutante wies eine ungewöhnliche Transkription der 

PMT-Gene auf und war nicht in der Lage, sich von der Behandlung mit dem Pmt1-Inhibitor zu 

erholen (Cantero & Ernst, 2011; Mulhern et al., 2006). Der zugrundeliegende molekulare 

Mechanismus, über den der Transkriptionsfaktor zur Regulation der PMT-Gene beiträgt ist 

ungeklärt. Auch die Zugehörigkeit des Signalweges ist unklar. Die bisherigen Ergebnisse 

wiesen darauf hin, dass Ace2 gemeinsam mit dem Sensorprotein Msb2 und der Cek1 MAP-

Kinase einen linearen Signalweg bildet. In S. cerevisiae wurde Ace2 als Element des RAM-

Signalwegs identifiziert, der in allen Hefepilzen konserviert ist und das polarisierte Wachstum 

und die Zytokinese sicherstellt (Kurischko et al., 2005). Diese Funktion konnte auch in 

C. albicans nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde auch die Interaktion mit dem PKA-

Signalweg beschrieben, insbesondere mit dem Hyphenregulator Efg1, der von besonderer 

Bedeutung für die Hyphenmorphogenese in C. albicans ist (Song et al., 2008; Ernst, 2000; 

Saputo et al., 2014).  

Ziele dieser Arbeit bestanden darin die Funktion von Ace2 bei der Regulation der PMT-Gene 

zu klären und den Beitrag von Ace2 an der hypoxischen-Hyphenmorphogenese zu untersuchen. 

Als Grundlage wurden genomweite ChIP-chip Analysen zur Identifizierung von Ace2-

Zielgenen durchgeführt. Auf diese Weise konnte u. a. eine Ace2 abhängige Regulation von 

Cek1-Signalwegelementen nachgewiesen werden, die auf einen positiven Rückkopplungs-

mechanismus hinweist, der unter Glykostress zu einer schnellen Anpassung von C. albicans 

beiträgt. Die Ergebnisse weisen zudem darauf hin, dass auch ein negativer Rückkopplungs-

mechanismus, der durch die PAK Cst20 vermittelt wird, zur Inhibierung von Ace2 und dem 

Cek1-Signalweg beiträgt. Als weitere Elemente, die bei der Antwort auf defekte 

Glykosylierung an der Regulation von PMT-Genen beteiligt sind, konnte der 

Transkriptionsfaktor Zcf21 und das RNA-Bindeprotein Dom34 identifiziert werden. Die 

genetische Interaktion von Ace2 mit ZCF21 trägt zur Reprimierung des PMT1-Gens bei, 
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während für Dom34 eine Funktion bei der Translation von spezifischen Transkripten 

nachgewiesen werden konnte, zu denen auch die PMT-Transkripte zählen.  

Die vergleichende Analyse der Ace2-Lokalisation unter hypoxischen Bedingungen, mit 

identifizierten Efg1-Bindestellen, ergab, dass Ace2 und Efg1 gemeinsam in Abhängigkeit der 

Temperatur und der Verfügbarkeit von Sauerstoff hyphenspezifische Gene regulieren. Es stellte 

sich heraus, dass Ace2 ein Aktivator der Hyphenbildung unter hypoxischen Bedingungen ist 

und der antagonistischen Wirkung von Efg1 als Repressor der Hyphenbildung entgegenwirkt. 

3.1  Der Transkriptionsfaktor Ace2 liegt stromabwärts des Cek1-Signalwegs 

Um zu klären, ob der Transkriptionsfaktor Ace2 gemeinsam mit dem Sensorprotein Msb2 und 

der MAP-Kinase Cek1 einen linearen Signalweg bildet, wurde das ACE2-Gen in der msb2- und 

der cek1-Mutante überexprimiert. Transkriptionelle Analysen ergaben, dass ein genetischer 

Zusammenhang zwischen dem erhöhten ACE2-Transkriptspiegel und der Expression von 

PMT2 und PMT4 besteht (Manuskript I). Die Überexpression von ACE2 war in der Lage, den 

Mutanten-Phänotyp der msb2-Mutante vollständig zu supprimieren. Auch die Sensitivitäten der 

hst7-Mutante, einem weiteren Element des Cek1-Signalweges, das stromaufwärts der Cek1 

MAP-Kinase gelegen ist, konnten teilweise durch die Überexpression von ACE2 ausgeglichen 

werden. Im Gegensatz dazu konnte die Überexpression von ACE2 den Phänotyp der cek1-

Mutante nicht supprimieren (Manuskript I). Demnach scheint zumindest eine basale Aktivität 

von Cek1 für die supprimierende Wirkung von Ace2 notwendig zu sein. Ob die Aktivierung 

von Ace2 durch Phosphorylierung vermittelt wird, verbleibt ungeklärt. Die Untersuchung des 

Phosphorylierungsstatus des Ace2 Proteins nach der Behandlung der Lambda-Phosphatase in 

der cek1-Mutante konnte im Vergleich zu einem wildtypischen Ace2 Protein keinen 

erkennbaren Unterschied aufweisen (Manuskript I). Es ist aber auch denkbar, dass Cek1 die 

Aktivität von Ace2 unabhängig von der Phosphorylierung reguliert. Zahlreiche 

phosphorylierungsunabhängige Funktionen von MAP-Kinasen wurden bereits beschrieben. 

Die zu Cek1 homologe MAP-Kinase in S. cerevisiae Fus3 ist an der Regulation von 

Paarungsspezifischen Genen beteiligt und inhibiert durch direkte Bindung den 

Transkriptionsfaktor Ste12, dem Homolog zu Cph1 in C. albicans, und verhindert auf diese 

Weise die Bildung von Filamenten (Madhani et al., 1997). Eine ähnliche Funktion konnte auch 

für die MAP-Kinase Kss1 in S. cerevisiae nachgewiesen werden (Bardwell et al., 1998).  

Ein bekanntes Substrat der Cek1 MAP-Kinase ist der Transkriptionsfaktor Cph1, der in 

C. albicans an der Regulation von Morphogenese-Genen beteiligt ist (Liu et al., 1994). Die 

cph1-Mutante weist zudem Sensitivitäten gegenüber Zellwand-destabilisierenden Substanzen 
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auf (Eisman et al., 2006). Es wäre deshalb denkbar gewesen, dass auch Cph1 zur Regulation 

der PMT-Gene beiträgt. Weder die Überexpression von CPH1, noch der Verlust von CPH1 

führten zu einem Unterschied in der Expression der PMT-Gene oder des ACE2-Gens 

(Manuskript I). Die Regulation der PMT-Gene im Cek1-Signalweg wird deshalb vermutlich 

unabhängig von Cph1 vermittelt. Solange die direkte Interaktion zwischen Ace2 und Cek1 nicht 

bestätigt wird, kann nicht ausgeschlossen werden, dass Ace2 in einem zum Cek1-Signalweg 

parallelen Signalweg wirkt und die kompensatorischen Effekte auf einer genetischen 

Verknüpfung der Signalwege beruhen. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Ace2 

stromabwärts von Cek1 liegt und eine basale Aktivität von Cek1 für die Aktivität von Ace2 

benötigt wird. 

3.2  Die genomweite Bindung von Ace2 enthüllt neue und konservierte Funktionen 

des Transkriptionsfaktors 

Bei der Auswertung der genomweiten Bindeanalysen (ChIP-chip) des Transkriptionsfaktors 

Ace2 stellte sich heraus, dass Ace2 eine große Anzahl an Bindestellen im Genom unabhängig 

von den Wachstumsbedingungen bindet. Die Bindestellen traten sowohl unter ungestressten 

und hypoxischen Wachstumsbedingungen als auch nach der Behandlung mit dem N-

Glykosylierungs-Inhibitor Tunicamycin auf (Manuskript I und II). Gene, die den identifizierten 

Bindestellen zugewiesen werden konnten, kodieren für Proteine, die an metabolischen 

Prozessen, wie der Respiration und der Glykolyse beteiligt sind, aber auch am Proteintransport, 

der Zellwandsynthese, der Modifikation von Proteinen, dem filamentösen Wachstum, der 

Translation und dem Zellzyklus. Eine Beteiligung von Ace2 an der Regulation von 

glykolytischen und respiratorischen Genen war aufgrund von Transkriptomanalysen bereits 

erwartet worden. Die identifizierten Bindestellen von Ace2 an Promotoren dieser Gene bestätigt 

dieses Ergebnis (Mulhern et al., 2006). Interessanterweise konnte das identifizierte Ace2-

Bindemotiv „GCTGG“ in diesen Binderegionen nicht nachgewiesen werden. Demnach scheint 

Ace2 entweder indirekt an die Promotoren dieser Gene zu binden oder verfügt über ein weiteres 

Bindemotiv. Darüber hinaus weist die genomweite Bindeanalyse darauf hin, dass Ace2 ein sehr 

vielseitiger Transkriptionsfaktor ist, der an zahlreichen Prozessen beteiligt ist. Von besonderem 

Interesse sind vor allem Gene, die relevant für die Virulenz von C. albicans sind. Zu den 

identifizierten Genen zählen u. a. EFG1, SFL1, BRG1, WOR1, CAS5 und FLO8, die jeweils 

einen großen Einfluss auf die Fähigkeit von C. albicans haben zwischen der Hefe- und der 

Hyphe-Zellform zu wechseln und damit zur Virulenz von C. albicans beitragen (Du et al., 

2012a; Bruno et al., 2006; Li et al., 2007; Zordan et al., 2007; Du et al., 2012b). Weitere 
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relevante Prozesse, an denen identifizierte Ace2-Zielgene beteiligt sind, betreffen die Adhäsion 

an Oberflächen und damit einhergehend die Bildung von Biofilmen (Manuskript II). 

Interessanterweise weist die ace2-Mutante sowohl Defekte bei der Hyphenmorphogenese, der 

Fähigkeit Biofilme zu bilden, als auch bei der Adhäsion an Plastikoberflächen auf (Kelly et al., 

2004; Stichternoth & Ernst, 2009; Finkel et al., 2012). Der Transkriptionsfaktor Ace2 scheint 

demnach eine deutlich zentralere Rolle bei der Regulation dieser Prozesse zu spielen, als bisher 

angenommen. Die fehlerhafte Regulation einer oder mehrerer dieser identifizierten Regulatoren 

könnte für diese Phänotypen verantwortlich sein. 

Neben diesen neu-identifizierten Zielgenen von Ace2 konnten auch aus S. cerevisiae 

konservierte Zielgene des zu C. albicans homologen Transkriptionsfaktors Ace2, ScAce2 und 

dessen Paralog Swi5 nachgewiesen werden (Manuskript I und II). Dazu zählt eine Vielzahl von 

Zellwandproteinen (z. B. DSE1, SCW11, PIR1), wie auch Glukanasen (ENG1) und Chitinasen 

(CHT2, CHT3). Der Verlust von ACE2 führt in beiden Organismen zu einem 

Zellseparationsdefekt, der auf die fehlende Regulation von Chitinasen während der Zellteilung 

zurückzuführen ist (Doolin et al., 2001; Colman-Lerner et al., 2001). In S. cerevisiae konnte 

als Hauptchitinase Cts1 identifiziert werden, während in C. albicans die Chitinase Cht3 

hauptverantwortlich für diese Funktion zu sein scheint und eine Ace2-Bindestelle aufweist 

(O'Conallain et al., 1999; King & Butler, 1998; Kelly et al., 2004). Demnach ist die 

regulatorische Funktion von Ace2 für einige Prozesse sehr wahrscheinlich in vielen Hefepilzen 

konserviert. Dies trifft insbesondere auf Gene der Zellwand-Synthese und strukturelle 

Komponenten der Zellwand zu, deren Expression durch Ace2 vermittelt wird. Auch das 

identifizierte Ace2-Bindemotiv „GCTGG“ konnte als Konsensus-Sequenz für die homologen 

Proteine ScAce2 und Swi5 nachgewiesen werden (Badis et al., 2008). 

3.3  Ace2 stimuliert die Genexpression von Cek1-Signalwegelementen unter 

Glykostress-Bedingungen 

Unter den Ace2-Zielgenen, die spezifisch unter Glykostress-Bedingungen identifiziert wurden 

und eine Ace2-Bindestelle aufweisen, befinden sich auch die Gene MSB2, HST7 und CST20, 

die für Elemente des Cek1 MAP-Kinase Signalwegs kodieren und ACE2 selbst (Roman et al., 

2009). Mittels ChIP-qPCR konnte die Bindung von Ace2 an die Promotoren dieser Gene 

bestätigt werden (Manuskript I). Die Transkriptanalyse der entsprechenden Gene weist darauf 

hin, dass in Folge von Glykostress die Expression von Genen des Cek1-Signalweges und ACE2 

induziert wird. Obwohl keine direkte Bindung von Ace2 an den Promotor des für die Cek1 

MAP-Kinase kodierenden Gens festgestellt werden konnte, ergab die transkriptionelle Analyse, 
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dass auch CEK1, in Abhängigkeit von Ace2 bei Glykostress, hochreguliert wird. Die 

erstaunlich hohe Expressionssteigerung, um mehr als das 12-Fache, weist daraufhin hin, dass 

neben der stimulierten Phosphorylierung des Signalweges auch die Biosynthese von 

Signalwegelementen bei der Anpassung von C. albicans an Glykostress von Bedeutung ist. 

Überaschenderweise konnte die aktivierende Wirkung von Ace2 auf die Expression von Genen 

des Cek1-Signalwegs nicht in der msb2-Mutante beobachtet werden (Manuskript I). Dieses 

Ergebnis weist darauf hin, dass ein funktionsfähiger Cek1-Signalweg benötigt wird, um Ace2 

zu aktivieren und bestärkt damit gleichzeitig die Vermutung, dass Ace2 stromabwärts des 

Cek1-Signalweges liegt. Darüber hinaus deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass der Cek1-

Signalweg die Expression seiner Signalwegelemente unter Glykostress-Bedingungen in Form 

einer positiven Rückkopplungsschleife reguliert, die durch den Ace2 Transkriptionsfaktor 

geschlossen wird. Auf diese Weise ist C. albicans in der Lage die Effektivität der 

Signalübermittlung zu verstärken und schneller auf Glykostress zu reagieren. 

Interessanterweise weist der MSB2-Promotor zwei Ace2 Bindestellen auf, die mit zwei 

nachgewiesenen Transkriptionsstartstellen korrelieren (Sellam et al., 2010; Tuch et al., 2010). 

Dabei konnte die Bindung von Ace2 an die distale-Bindestelle nur nach der Behandlung mit 

Tunicamycin nachgewiesen werden, während die proximale-Bindestelle nur unter 

ungestressten Wachstumsbedingungen auftritt (Manuskript I). Demnach wird unter Glykostress 

möglicherweise ein um 1.200 Basenpaare längeres MSB2-Transkript gebildet. Ein Beispiel für 

die Verwendung von unterschiedlichen Transkriptionsstartstellen in Abhängigkeit von äußeren 

Signalen ist das EFG1-Gen. Der ungewöhnlich lange EFG1-Promotor weist gleich mehrere 

Transkriptionsstartstellen auf und wird von zahlreichen transkriptionellen Regulatoren 

gebunden (Lassak et al., 2011; Hernday et al., 2013).  Bei dem Wechsel von der Hefe-Zellform 

in die Opaque-Zellform konnte ein kürzeres Transkript von 2.100 Basenpaaren in Opaque-

Zellen und ein etwa 3.330 Basenpaare großes Transkript in Hefe-Zellen nachgewiesen werden 

(Srikantha et al., 2000). Die Funktion eines solchen Transkripts könnte in einer gesteigerten 

Translationseffizienz liegen, die zu einer schnellen Synthese des Proteins und damit zu einer 

schnellen Anpassung führt. Eine detaillierte Analyse des MSB2-Promotors könnte Aufschluss 

über diese Hypothese geben und stellt eine interessante Entdeckung dar. 

3.4  Ace2 vermittelt die Transkription von PMT-Genen indirekt 

Sowohl Transkriptomanalysen, als auch sensitivere transkriptionelle Analysen hatten ergeben, 

dass der Transkriptionsfaktor Ace2 zur Regulation von PMT-Genen beiträgt (Mulhern et al., 

2006; Cantero & Ernst, 2011). Überraschenderweise konnte keine direkte Bindung von Ace2 
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an die Promotoren der PMT-Gene durch die genomweite Bindeanalyse nachgewiesen werden 

(Manuskript I). Zumindest nach der Behandlung mit dem N-Glykosylierungs-Inhibitor 

Tunicamycin war die Bindung von Ace2 an den Promotor des PMT1 Gens erwartet worden. 

Bei defekter N-Glykosylierung war eine starke Aktivierung des Cek1 MAPK-Signalweges 

nachgewiesen worden und eine erhöhte Expression des PMT1-Gens (Roman et al., 2009; 

Cantero & Ernst, 2011). In der ace2-Mutante konnte die kompensatorische Regulation des 

PMT1-Gens nicht beobachtet werden (Cantero & Ernst, 2011). Zudem hatte die detaillierte 

Sequenz-Analyse der PMT-Promotorsequenzen ergeben, dass die Promotoren (5‘-intergene 

Regionen) von PMT1, PMT4 und PMT6 das identifizierte Ace2 Bindemotiv aufweisen (Van 

Wijlick, 2012). Obwohl eine direkte Bindung von Ace2 an die regulatorischen Sequenzen von 

PMT-Genen unter anderen Wachstumsbedingungen nicht vollständig ausgeschlossen werden 

kann, weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Regulation der PMT-Gene nur indirekt durch 

Ace2 vermittelt wird. Bestärkt wird diese Vermutung durch Aktivitäts-Analysen des PMT1-

Promotors mit dem Reportergen lacZ. Die Deletion des identifizierten Ace2-Bindemotivs hatte 

keine Auswirkung auf die Aktivität des Reportergens (Manuskript I). Möglicherweise wäre die 

Bindeanalyse in einer pmt1-Mutante oder nach der Behandlung mit dem Pmt1-Inhibitor 

aufschlussreicher gewesen, denn bei defekter Pmt1-O-Mannosylierung konnte eine verstärkte 

Expression von sowohl PMT2, als auch PMT4 beobachtet werden, die durch Ace2 vermittelt 

wird (Cantero et al., 2007; Cantero & Ernst, 2011). Bei defekter N-Glykosylierung werden 

diese beiden Isoformen dagegen nicht reguliert. 

Bei der Suche nach weiteren Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation von PMT-Genen 

beteiligt sind, konnte der Zink-Finger Transkriptionsfaktor Zcf21 als Repressor von PMT1 

identifiziert werden (Manuskript I). Die Transkriptions-Analysen weisen darauf hin, dass Zcf21 

keinen Einfluss auf die Expression von PMT2 und PMT4 hat. Zudem steht ZCF21 selbst unter 

der Kontrolle des Transkriptionsfaktors Ace2, der die Expression von ZCF21 bei defekter N-

Glykosylierung reguliert (Manuskript I). Die inhibierende Wirkung von Zcf21 auf die 

Transkription des PMT1-Gens konnte durch die Überexpression von ZCF21 in der pmt4-

Mutante, die bei gleichzeitigem Funktionsverlust der Pmt1-Isoform nicht überlebensfähig ist, 

bestätigt werden (Prill et al., 2005). Eine aktuelle Studie zeigt zudem, dass Zcf21 die Expression 

von anderen Mannosyltransferasen, beispielsweise MNN4 und MNN22, beeinflusst. Darüber 

hinaus scheint Zcf21 hauptsächlich als Repressor seiner Zielgene zu wirken (Bohm et al., 

2016). Bestärkt wird diese Vermutung durch den Mannangehalt in der zcf21-Mutante, der sich 

mehr als verdoppelt hatte (Bohm et al., 2016). In einer vorangegangen Studie konnte außerdem 

gezeigt werden, dass Zcf21 für die Besiedlung von Mausnieren benötigt wird und das 
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kommensale Wachstum von C. albicans unterstützt (Perez & Johnson, 2013). In Anbetracht 

der neuen Ergebnisse, die Zcf21 als Repressor der O-Mannosylierung identifiziert haben, 

erscheint die intakte Regulation dieses Prozesses maßgeblich für die Virulenz und eine 

erfolgreiche Interaktion von C. albicans mit dem Immunsystem des Wirtes zu sein. 

Spezifische Regulatoren für die Expression von PMT2 und PMT4 konnten bislang nicht 

identifiziert werden. Vorläufige Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor 

Bcr1 möglicherweise daran beteiligt ist. Das Bcr1-Protein wurde, wie auch Ace2, als 

Zieltranskriptionsfaktor des RAM-Signalweges beschrieben (Gutierrez-Escribano et al., 2012). 

Die bcr1-Mutante wies, anders als die ace2-Mutante, keine Sensitivität gegenüber Tunicamycin 

und dem Pmt1-Inhibitor auf. Die Überexpression von BCR1 (ACT1-Promotor) war aber in der 

Lage, den Mutanten-Phänotyp einer msb2-Mutante zu supprimieren (L. v. Wijlick & J. F. Ernst, 

unpublizierte Ergebnisse). Die Transkriptanalyse der PMT-Gene ergab, dass die 

Überexpression von BCR1 zu einem erhöhten Transkriptspiegel von PMT2 und PMT4 führt. 

Die bcr1-Mutante wies dagegen keinen signifikanten Unterschied in der Expression der PMT-

Gene im Vergleich zu einem Kontrollstamm auf.  Es stellte sich heraus, dass Bcr1 einen 

positiven Einfluss auf die Expression von ACE2 hat und auf diese Weise indirekt an der 

Regulation der PMT-Gene beteiligt ist (siehe auch Manuskript II). Die genetische Interaktion 

von ACE2-BCR1 mit den PMT-Genen könnte durch die Erzeugung einer Doppelmutante näher 

geklärt werden; eine indirekte Regulation der PMT-Gene ist aber wahrscheinlicher. 

3.5  Die zytoplasmatische-Domäne von Msb2 trägt zur Regulation von Glykostress-

Zielgenen im Zellkern bei 

Neben der Funktion als Sensorprotein konnte für das Mucin Msb2 auch eine direkte Funktion 

bei der Regulation von Glykostress-Genen nachgewiesen werden, die durch die 

zytoplasmatische-Domäne des Proteins vermittelt wird (Manuskript IV). Das Msb2 Protein ist 

über eine Transmembrandomäne in der Zytoplasmamembran verankert. Mucine werden 

typischerweise proteolytisch prozessiert und in eine extrazelluläre- und eine zytoplasmatische-

Domäne gespalten (Cullen, 2011). Die beiden Domänen erfüllen dabei offenbar 

unterschiedliche Funktionen in C. albicans. Die extrazelluläre-Domäne des Msb2 Proteins wird 

gespalten und in die Umgebung abgegeben und schützt den Pilz vor Angriffen des 

Immunsystems, beispielsweise vor Antimikrobiellen-Peptiden (Szafranski-Schneider et al., 

2012). Die zytoplasmatische-Domäne wird in Folge von Glykostress gespalten und transloziert 

vom Zytoplasma in den Zellkern (Manuskript IV). Auch in anderen Hefe-Spezies konnte eine 

zytoplasmatische Lokalisation der zu Msb2 homologen Proteine nachgewiesen werden (Brown 
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et al., 2014; Lanver et al., 2010). Die Transkriptomanalyse ergab zudem, dass die 

zytoplasmatische-Domäne von Msb2 zur Regulation von mindestens 117 Genen in C. albicans 

beiträgt. Überraschenderweise konnte in den Promotorsequenzen dieser Gene eine 

Anreicherung des zuvor identifizierten Ace2-Bindemotivs nachgewiesen werden (Manuskript 

II) und die Msb2-Zielgene überlappen teilweise mit den identifizierten Ace2-Zielgenen der 

genomweiten Bindeanalyse (Manuskript I). Unter den Genen, die durch die zytoplasmatische- 

Domäne des Msb2 Proteins reguliert werden, befand sich auch das MSB2-Gen selbst und 

Mitglieder der MNN-Genfamilie (Manuskript IV), die für die katalytisch aktiven α1,3-

Mannosyltransferasen kodieren, die an der Kettenverlängerung im Golgi beteiligt sind (Hall et 

al., 2013). Zudem konnten zahlreiche Gene identifiziert werden, die für Zellwandproteine 

kodieren. Demnach scheint die zytoplasmatische-Domäne von Msb2 zur Expression von Genen 

beizutragen, die bei der Antwort auf Glykostress reguliert werden. Cantero et al. (2011) hatten 

zeigen können, dass die Expression des PMT1-Gens unter ungestressten 

Wachstumsbedingungen durch Msb2 und Cek1 reprimiert wird. Überraschenderweise ergab 

die Transkriptanalyse des PMT1-Gens in den Msb2-Deletionsvarianten (ΔD1- ΔD6), dass die 

zytoplasmatische-Domäne (ΔD1) nicht für die reprimierende-Wirkung von Msb2 benötigt wird 

(Manuskript IV). Der Mechanismus, über den Msb2 in den Zellkern gelangt, ist ungeklärt, wie 

auch bei der Relokalisation der Kinase Cst20, die unmittelbar stromabwärts von Msb2 im Cek1-

Signalweg lokalisiert ist. Beide Proteine weisen keine konventionelle NLS-Sequenz auf. Die 

Ergebnisse lassen vermuten, dass beide Proteine gemeinsam an der Regulation von Ace2-

Zielgenen beteiligt sind (siehe unten; Manuskript I). Der molekulare Mechanismus, über den 

Msb2 zur Regulation der Gene beiträgt, ist ebenfalls unklar. 

3.6  Die Kinase Cst20 inhibiert Ace2 unter Glykostress-Bedingungen im Zellkern 

Unter der Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid Systems konnten neue Interaktionspartner von 

Ace2 identifiziert werden. Überraschenderweise wurde dabei die Interaktion mit der PAK 

Cst20, die stromaufwärts der MAPK Cek1 liegt, nachgewiesen. Die Interaktion konnte durch 

die sensitivere Methode der Ko-Immunpräzipitation bestätigt werden. Interessanterweise 

konnte das Cst20 Protein nur nach der Behandlung mit Tunicamycin nachgewiesen werden. 

Die physische Interaktion zwischen Ace2 und Cst20 scheint demnach in Abhängigkeit von 

Glykostress aufzutreten (Manuskript I). Aus vorangegangen Studien geht hervor, dass Ace2 

ausschließlich in Zellkernen von neugebildeten Tochterzellen lokalisiert ist (Kelly et al., 2004; 

Saputo et al., 2014). Unter Glykostress-Bedingungen konnte eine Anreicherung des Ace2-GFP 

Proteins auch in den Zellkernen von Mutterzellen beobachtet werden (Manuskript I). 
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Gleichermaßen wurde auch eine Kolokalisation von Cst20-GFP mit dem Zellkern beobachtet. 

Diese trat aber nur unter Glykostress-Bedingungen auf (Manuskript I). Unter ungestressten 

Wachstumsbedingungen konnte eine Lokalisation von Cst20-GFP im Zytoplasma an den 

Zellpolen von Mutter- und Tochter-Zellen nachgewiesen werden. Damit scheint die 

Lokalisation von Cst20 unter ungestressten Wachstumsbedingungen mit dem in S. cerevisiae 

homologen Ste20 Protein konserviert zu sein (Peter et al., 1996). Die Ergebnisse zeigen, dass 

sowohl Ace2, als auch die Kinase Cst20 unter Glykostress-Bedingungen, in den Zellkern 

lokalisieren und miteinander interagieren. Dieses Ergebnis scheint zunächst überraschend, da 

die Cst20 Kinase stromaufwärts von Cek1 liegt und möglicherweise für die Signalweiterleitung 

benötigt wird (Roman et al., 2009). Zudem wies die cst20-Mutante erhöhte Sensitivitäten 

gegenüber Tunicamycin, dem Pmt1-Inhibitor und Caspofungin auf (Manuskript I). Die 

Deletion von ACE2 in einem cst20-Mutantenhintergrund zeigte keine erhöhte Sensitivität und 

auch die Überexpression von ACE2 war in der Lage den Phänotyp der cst20-Mutante zu 

supprimieren. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass Ace2 stromabwärts von Cst20 

liegt und beide Proteine bei der durch den Cek1-Signalweg vermittelten Antwort auf 

Glykostress von Bedeutung sind. Die transkriptionelle Analyse ergab außerdem, dass Cst20 

ebenfalls für den positiven Rückkopplungsmechanismus des Cek1 MAPK-Signalweges 

benötigt wird. 

Hinweise auf die Relevanz der Interaktion erbrachten Cst20-GFP Proteinfusionen, die mit 

NLS- und NES-Sequenzen modifiziert wurden. Die gerichtete Lokalisation von Cst20 in den 

Zellkern führte zu erhöhten Sensitivitäten der Zellen gegenüber den bekannten 

Glykosylierungsinhibitoren (Manuskript I). Selbst bei der gleichzeitigen Anwesenheit eines 

nicht modifizierten Cst20 Proteins konnte ein dominant-negativer Effekt des Cst20-NLS 

Proteins beobachtet werden. Demnach scheint die Zellkern-Lokalisation entgegen der bisher 

beobachteten positiven Wirkung von Cst20 auf die Signalweiterleitung des Cek1-Signalweges 

einen negativen Einfluss auf den Signalweg zu haben. Die transkriptionellen Analysen 

unterstützen diese Hypothese und belegen, dass Cst20 im Zellkern spezifisch Zielgene von 

Ace2 und des Cek1-Signalweges reprimiert, während das zytoplasmatische Cst20 Protein für 

die basale Expression dieser Gene benötigt wird. Damit weist die Cst20 Kinase eine duale 

Funktion bei der Anpassung an Glykostress auf. Einerseits wird Cst20 für die positive 

Rückkopplungsschleife im Zytoplasma benötigt, andererseits führt die erhöhte Biosynthese von 

Cst20 im Verlauf der Anpassung an Glykostress zu einer Anreicherung von Cst20 im Zellkern, 

die zur Inhibierung des Transkriptionsfaktors Ace2 führt. Dieser negative Rückkopplungs-

mechanismus wird durch die Interaktion von Cst20 mit Ace2 vermittelt und trägt 
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möglicherweise zur Wiederherstellung der Sensitivität des Signalweges bei. Auch die Zellkern-

Lokalisation von Msb2 könnte einen Einfluss auf diese Funktion haben. Die identifizierten, 

durch die zytoplasmatische-Msb2 Domäne regulierten Gene, wiesen größtenteils erhöhte 

Expressionsraten in der verkürzten ΔD1 msb2-Mutante auf (Manuskript IV). 

Um auszuschließen, dass die Zellkern-Lokalisation von Cst20 zu einer generellen Erhöhung 

der Zellsensitivität gegenüber anderen Stressfaktoren führt, wurde der Effekt von osmotischem 

und oxidativem Stress überprüft. Die cst20-Mutante und auch ein heterozygoter Stamm, der 

nur das Cst20-NLS Protein exprimiert, zeigten unter diesen Bedingungen erhöhte 

Sensitivitäten. Im Gegensatz dazu wiesen die ace2-Mutante und ein Stamm der zusätzlich zu 

dem Cst20-NLS Protein ein wildtypisches Cst20 Protein exprimiert, unter diesen Bedingungen 

keinen Phänotyp auf (Daten nicht gezeigt). Demnach scheint die Zellkern-Lokalisation von 

Cst20 nur einen dominanten-negativen Effekt auf Zielgene von Ace2 auszuüben, nicht aber für 

andere Signalwege, obgleich Cst20 an diesen Signalwegen beteiligt ist. Interessanterweise tritt 

kein genereller Funktionsverlust von Ace2 auf, denn die Zellen wiesen nicht den für die ace2-

Mutante typischen Zellseparations-Defekt auf (Kelly et al., 2004). Die Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass Cst20 im Zellkern spezifisch Gene der Glykostress-Antwort reprimiert. Auch 

für das homologe Ste20 Protein in S. cerevisiae und das Säugetier Homolog MST konnte eine 

Zellkern-Funktion nachgewiesen werden (Ura et al., 2001; Ahn et al., 2005). Bei der Induktion 

der Apoptose, dem programmierten Zelltod, transloziert die Kinase in den Zellkern und trägt 

durch Phosphorylierung von Histonen zur Kondensation des Chromatins bei (Radu & Chernoff, 

2009). Die Inhibierung von Ace2-Zielgenen könnte demnach durch die Modifikation der 

regulatorischen Sequenzen auf Chromatin-Ebene realisiert werden. Denkbar wäre zudem, dass 

Cst20 die Bindung von Ace2 an regulatorische Sequenzen durch die physische Interaktion 

verhindert. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass auch die Phosphorylierung von Ace2 durch 

Cst20 eine Rolle spielen könnte. Auch für die PKA-Isoformen Tpk1 und Tpk2 konnte eine 

Zellkern-Lokalisation nachgewiesen werden (Schaekel et al., 2013). Die Tpk-Proteine sind 

maßgeblich an der Regulation der Hyphenmorphogenese beteiligt und liegen stromaufwärts des 

Transkriptionsfaktors Efg1 (Sonneborn et al., 2000; Bockmuhl & Ernst, 2001). Die Studie 

konnte nachweisen, dass insbesondere Tpk2, unter normalen Wachstumsbedingungen, mit der 

kodierenden DNA von Efg1-Zielgenen assoziiert und während der Induktion der 

Hyphenbildung an die regulatorischen Sequenzen dieser Gene bindet. Dieser Mechanismus 

erlaub eine selektive Regulation von Efg1 und weiteren Transkriptionsfaktoren, direkt an deren 

Zielgenen. Ein ähnlicher Mechanismus könnte auch für Cst20 und Ace2-Zielgene existieren. 
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3.7  Dom34 reguliert spezifisch die Translation von Pmt-Isoformen 

Neben der transkriptionellen Anpassung an Stressbedingungen sind auch post-transkriptionelle 

Mechanismen entscheidend für eine schnelle Antwort und das Überleben des Pilzes (Verma-

Gaur & Traven, 2016). In Folge von defekter N-Glykosylierung kommt es neben der 

Aktivierung des Cek1-Signalweges auch zur Aktivierung der UPR (unfolded protein response)- 

und des ERAD (ER associated degradation)-Signalweges (Cantero et al., 2007; Cantero & 

Ernst, 2011; Travers et al., 2000). Beide Signalwege sind an der Aufrechterhaltung der 

Proteinsynthese im ER beteiligt und unterstützen einerseits Proteine bei der Faltung oder helfen 

andererseits dabei fehl-gefaltete Proteine, die im ER akkumulieren, zu degradieren (Scrimale 

et al., 2009; Krysan, 2009). Das RNA-Bindeprotein Dom34 ist ein Mitglied der Dom34/Pelota-

Familie und ist am No-Go decay (NGD) Prozess beteiligt, der die Qualität von mRNA 

Molekülen während der Translation kontrolliert. Durch die Freisetzung von blockierten 

Ribosomen von mRNA-Molekülen und durch die Spaltung der mRNA beeinflusst Dom34 die 

Translation dieser Transkripte (Doma & Parker, 2006; Shoemaker et al., 2010). In 

vorangegangenen Studien wurde in S. cerevisiae die Beteiligung von Dom34 an der O-

Glykosylierung verschiedener Proteine nachgewiesen (Finck et al., 1996). Eine Verbindung 

zwischen Dom34 und der Protein-O-Mannosylierung konnte in C. albicans bestätigt werden 

(Manuskript III). Dabei stellte sich heraus, dass die Überexpression von DOM34 zu einer 

erhöhten Synthese des Pmt1 Proteins führte. Ein erhöhter PMT1-Transkriptlevel konnte aber 

nicht nachgewiesen werden. Demnach scheint Dom34 einen positiven Einfluss auf die 

Translation von Pmt1 zu haben, nicht aber auf die Transkription des Gens. Die Ergebnisse des 

Polysomen-Gradienten belegen diese Vermutung. Die Anreicherung des PMT1-Transkriptes in 

den Monosomen-Fraktionen in der dom34-Mutante ist ein Hinweis darauf, dass die Translation 

von Pmt1 in der dom34-Mutante gestört ist. Ein genereller Einfluss von Dom34 auf die 

Translation scheint nicht ausgeschlossen zu sein, aber die Verteilung des ACT1-Transkripts im 

Polysomen-Gradienten weist darauf hin, dass Dom34 nur die Translation von spezifischen 

Transkripten positiv beeinflusst. Auch das PMT4- sowie das PMT6-Transkript konnten als 

Substrate von Dom34 identifiziert werden. Die stimulierte Translation der Pmt4-Isoform 

könnte auch erklären, weshalb die Überexpression von DOM34 den Phänotyp der pmt1-

Mutante supprimieren kann. Cantero et al. (2011) hatten gezeigt, dass bei dem Verlust der 

Pmt1-vermittelten O-Mannosylierung die Expression von PMT2 und PMT4 zur Kompensation 

gesteigert wird. Die durch Dom34 vermittelte Translationssteigerung von Pmt4 und 

möglicherweise auch Pmt2 könnte zu einer effizienten und schnelleren Kompensation der 

fehlenden Mannosylierung in der pmt1-Mutante beitragen. Die Erkennung der Transkripte wird 
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vermutlich über Sequenzmotive in der 5‘-UTR der Transkripte vermittelt. Bislang konnte aber 

nur die Bindung von Dom34 an die 5‘-UTR des PMT1 Transkripts in vitro nachgewiesen 

werden. Als Sequenzmotiv könnte das identifizierte CAAC-Motiv dienen, das in allen PMT-

Transkripten nachgewiesen werden konnte. Demnach scheint Dom34 ein Translationshelfer 

von Protein-O-Mannosyltransferasen zu sein.  

Ein ähnlicher Mechanismus wurde für Transkripte von Genen des UPR- und ERAD-

Signalweges beschrieben, die nach der Induktion von ER-Stress (durch DTT) überexprimiert 

werden. Zu den identifizierten Transkripten gehörten z. B. der Transkriptionsfaktors Hac1, die 

ER-Oxidoreduktase Ero1 und das Protein Der1, das am Export von fehlgefalteten Proteinen 

beteiligt ist. In einem Polysomen-Gradienten konnte die Anreicherung dieser Transkripte nach 

der Behandlung mit DTT in der Polysomen-Fraktion nachgewiesen werden, während die 

Transkripte in den unbehandelten Zellextrakten ohne induzierten ER-Stress in der Monosomen-

Fraktion angereichert waren. Eine generelle Translationssteigerung von Proteinen trat nicht auf. 

Der regulatorische Mechanismus beruht daher vermutlich auf der Initiierung der Translation 

von spezifischen mRNA-Molekülen (Payne et al., 2008). Auch die Pmt-Proteine selbst konnten 

als Komponenten der Protein-Qualitäts-Kontrolle identifiziert werden, die durch die 

Markierung von fehl-gefalteten Proteinen mit Mannosemolekülen die Translation terminieren 

(Xu et al., 2013; Xu & Ng, 2015). Der regulatorische Mechanismus könnte daher spezifisch für 

die Translationsinitiierung von Pmt-Proteinen bei defekter N-Glykosylierung sein. 

Die Kombination aus der transkriptionellen Anpassung bei der Antwort auf defekte 

Glykosylierung, die sich in der erhöhten Expression der PMT-Gene äußert und der durch 

Dom34 vermittelten selektiven Translationssteigerung dieser Transkripte, ermöglicht 

C. albicans eine schnelle und effektive Anpassung. Damit ist das RNA-Bindeprotein Dom34 

ein wichtiger Faktor bei der Anpassung an defekte Glykosylierung und stellt eine direkte 

Verbindung zwischen der Translation und der Glykosylierung von Proteinen her. Die 

regulatorischen Ereignisse, die bei der Antwort auf defekte Glykosylierung aktiviert werden, 

sind in Abb. 3.1 in Form eines Modells zusammengestellt. 
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Abb.3.1 Modell zur Regulation der Antwort auf Glykostress in C. albicans durch den Cek1-Signalweg. 
Schäden in den Glykostrukturen der Zellwand werden von dem Membransensorprotein Msb2 an die Kinase Cst20 
und das MAP-Kinase Modul des Cek1-Signalwegs übermittelt. Durch die Phosphorylierung der MAPKKK Ste11 
wird die MAPKK Hst7 phosphoryliert und aktiviert, die ihrerseits die MAPK Cek1 durch Phosphorylierung 
aktiviert. Bei defekter N-Glykosylierung bindet der Transkriptionsfaktor Ace2 an den Promotor von ZCF21 und 
reprimiert dessen Transkription, wodurch der Zcf21 Repressor nicht länger an den Promotor des PMT1-Gens 
bindet und die Transkription von PMT1 dereprimiert wird. Bei defekter Pmt1-O-Mannosylierung reguliert Ace2 
einen noch unbekannten Transkriptionsfaktor, der die Transkription von PMT2 und PMT4 stimuliert. In Form 
einer positiven Rückkopplungsschleife stimuliert Ace2 die Transkription von Genen, die für die Elemente des 
Cek1-Signalwegs kodieren und seine eigene Transkription. Auf diese Weise wird die Signalantwort verstärkt und 
eine schnelle Anpassung von C. albicans ermöglicht. In Folge von anhaltendem Glykostress akkumuliert Cst20 
im Zellkern und inhibiert den Transkriptionsfaktor Ace2, wodurch die Homöostase und die Sensitivität des 
Signalwegs wiederhergestellt werden. Die zytoplasmatische-Domäne des Msb2 Proteins wird abgespalten und 
trägt zur Regulation von Ace2-Zielgenen im Zellkern bei. Neben dieser transkriptionellen Anpassung unterstützt 
das RNA-Bindeprotein Dom34 die Translation von spezifischen mRNA-Molekülen, zu denen insbesondere die 
Transkripte der PMT-Gene zählen. Das Zusammenwirken der gesteigerten Transkription von Stressantwort-Genen 
und deren selektive Translation trägt zur optimalen Anpassung von C. albicans bei. 
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3.8  Ace2 und Efg1 sind Antagonisten bei der hypoxischen Hyphenmorphogenese 

Neben der Funktion von Ace2 bei der Antwort auf Glykostress konnte für Ace2 eine weitere 

Funktion identifiziert werden, die für die Anpassung an die Umwelt wichtig ist. Gemeinsam 

mit dem Transkriptionsfaktor Efg1, der als Hauptregulator der Hyphenmorphogenese 

identifiziert werden konnte, trägt Ace2 zur Anpassung an hypoxische Wachstumsbedingungen 

von C. albicans bei (Manuskript II). Beide Transkriptionsfaktoren sind an der Regulation von 

metabolischen Genen beteiligt und werden für die Induktion von glykolytischen Genen und die 

Reprimierung von respiratorischen Genen bei niedriger Sauerstoff Verfügbarkeit benötigt 

(Setiadi et al., 2006; Mulhern et al., 2006). Neben ihrer Funktion zur Aufrechterhaltung des 

primären Kohlenstoff-Stoffwechsels tragen zudem beide Transkriptionsfaktoren zur Bildung 

von Hyphen bei. Im Gegensatz zu Ace2 ist diese Funktion bei Efg1 nicht auf hypoxische 

Wachstumsbedingungen beschränkt. Bei Temperaturen von 36 – 37 °C wird Efg1 für die 

Bildung von Hyphen unter beiden Wachstumsbedingungen benötigt. Bei Temperaturen 

unterhalb von 36 °C und bei niedriger Verfügbarkeit von Sauerstoff ändert sich die Funktion 

von Efg1. Anstelle der induktiven Wirkung reprimiert Efg1 die Bildung von Hyphen (Stoldt et 

al., 1997, Doedt et al., 2004, Setiadi et al., 2006). Die ace2-Mutante wies dagegen nur unter 

hypoxischen Wachstumsbedingungen einen Defekt in der Hyphenmorphogenese auf (Mulhern 

et al., 2006; Saputo et al., 2014). Bisher wurde angenommen, dass die Fehlregulation des 

Metabolismus in der ace2-Mutante hauptverantwortlich für den Defekt sei, neuere Studien 

zeigten aber, dass Efg1, als stromabwärts gelegener Transkriptionsfaktor des cAMP-PKA-

Signalwegs, spezifisch die Expression von ACE2 bei der Initiierung der Hyphenmorphogenese 

reguliert (Saputo et al., 2014). Interessanterweise konnte unter hypoxischen 

Wachstumsbedingungen auch die Bindung von Ace2 an den Promotor des EFG1-Gens 

nachgewiesen werden (Manuskript II). Darüber hinaus weisen beide Transkriptionsfaktoren 

eine Vielzahl von gemeinsamen Binderegionen in regulatorischen Sequenzen von Genen auf, 

die für bekannte Regulatoren der normoxischen Hyphenmorphogenese kodieren oder dazu 

beitragen (u. a. BCR1, BRG1, EFG1, SFL1, WOR1, EED1, TCC1, TYE7). Insgesamt konnten 

53 Gene identifiziert werden, die gemeinsam von Ace2 und Efg1 gebunden werden 

(Manuskript II). Eine genetische Verbindung zwischen Efg1 und ACE2 war bereits vermutet 

worden, denn für die Bildung von Hyphen ist es notwendig die Degradierung der Septen zu 

verhindern, da es andernfalls zur frühzeitigen Zellteilung kommt. Zu den Genen, die für die 

Degradation des Septinrings verantwortlich sind, gehören vor allem Chitinasen und Glukansen, 

die unter der transkriptionellen Kontrolle von Ace2 stehen. Durch die Cyclin-abhängige Kinase 

Cdc28-Hgc1 wird Efg1 phosphoryliert (Position 179), reprimiert Zielgene von Ace2 und 
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verhindert die Zellteilung während der Bildung von Filamenten (Wang et al., 2009). 

Interessanterweise konnte für beide Transkriptionsfaktoren das potentielle Bindemotiv 

CACCAC in hypoxischen-Bindestellen identifiziert werden. Möglicherweise konkurrieren 

beide Faktoren um die Bindung an dieses Motiv. Die Transkriptanalyse der gemeinsamen 

Zielgene BCR1 und BRG1 ergab, dass Efg1 im Gegensatz zu Ace2 die Expression von BCR1 

stimuliert und BRG1 reprimiert. In der ace2-Mutante war die Expression von BRG1 dagegen 

stark vermindert und die Expression von BCR1 stark erhöht. Überraschenderweise regulieren 

auch Bcr1 und Brg1 die Expression von ACE2 und EFG1 und bilden gemeinsam ein 

transkriptionelles Netzwerk, dessen Feinregulation einen starken Einfluss auf die 

Morphogenese von C. albicans hat. Damit konnte erstmals bewiesen werden, dass Ace2 einen 

direkten Einfluss auf die Expression von Hyphenregulatoren ausübt. Gemeinsam mit der 

transkriptionellen Analyse weisen die Phänotypen der Doppel- und Einzel-Mutanten auf 

hypheninduzierenden Medien darauf hin, dass Efg1 und Bcr1 als Repressoren der hypoxischen 

Filamentierung wirken, wohingegen Ace2 und Brg1 als Aktivatoren identifiziert werden 

konnten (Manuskript II). Ein ähnlicher regulatorischer Mechanismus von Ace2 und Efg1 

konnte auch für die gemeinsamen Gene TYE7, EED1 und ZCF21 unter hypoxischen 

Wachstumsbedingungen nachgewiesen werden (Manuskript II). Demnach wirken Efg1 und 

Ace2 als Antagonisten der Hyphenmorphogenese und tragen damit zur Anpassung unter 

hypoxischen Wachstumsbedingungen bei. 

Interessanterweise wird die aktivierende Wirkung von Ace2 auf die Transkription von 

Hyphengenen durch erhöhte CO2-Konzentrationen verstärkt (Manuskript II). Erhöhte CO2-

Konzentrationen treten häufig in Verbindung mit Hypoxie auf, besonders an Stellen von 

Infektionen, und wirken stark induzierend auf die Hyphenbildung von C. albicans (Ernst & 

Tielker, 2009; Grahl & Cramer, 2010). Unter den identifizierten hypoxischen Ace2-Zielgenen 

befand sich auch das FLO8-Gen, das für einen bekannten Sensor der CO2-induzierten 

Hyphenmorphogenese kodiert und das SCH9-Gen (Du et al., 2012a). Die sch9-Mutante zeigt, 

ähnlich wie die efg1-Mutante, bei Temperaturen von 25 °C und niedrigen 

Sauerstoffkonzentrationen einen hyperfilamentösen Phänotyp, der aber nur bei erhöhter CO2-

Konzentration auftritt (Stichternoth & Ernst, 2009). Der synergistische Effekt von niedriger 

Verfügbarkeit von Sauerstoff und erhöhter CO2-Konzentration scheint ausschlaggebend für die 

Funktion von Ace2 als Aktivator der Hyphenmorphogenese zu sein. Ein ähnlicher Effekt 

konnte für den Hyphenregulator Ume6 nachgewiesen werden, der in Abhängigkeit von CO2 

und Hypoxie für die Aufrechterhaltung des Hyphenwachstums benötigt wird und 

überraschenderweise auch als Zielgen von Ace2 identifiziert werden konnte (Lu et al., 2013). 
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Demnach könnte Ace2 ein wichtiger Zieltranskriptionsfaktor eines CO2 abhängigen 

Signalwegs sein, der unter hypoxischen Umweltbedingungen zur Anpassung von C. albicans 

beiträgt. 

3.9  Die Genexpression von Cek1-Signalwegelementen wird unter Hypoxie reprimiert 

Die Ergebnisse deuten an, dass C. albicans unter hypoxischen Wachstumsbedingungen und 

Temperaturen unterhalb von 36 °C aktiv die Bildung von Filamenten unterdrückt, z. B. durch 

die reprimierende Wirkung von Efg1 und Bcr1, die der aktivierenden Wirkung von Ace2 und 

Brg1 entgegenwirken. Neben dem cAMP-PKA-Signalweg wurde auch der Cek1 MAPK-

Signalweg als bedeutender Signalweg der normoxischen Hyphenmorphogenese identifiziert 

(Csank et al., 1998). Zudem konnte Ace2 als Zieltranskriptionsfaktor des Cek1-Signalweges 

nachgewiesen werden, der die Transkription von Cek1-Signalweg kodierenden Genen bei 

Glykostress durch einen Rückkopplungsmechanismus reguliert (siehe 3.3 und Manuskript I). 

Unter hypoxischen Bedingungen konnte eine starke Reprimierung von CEK1 und dessen 

Substrat CPH1 in wildtypischen C. albicans Zellen beobachtet werden (Manuskript II). In der 

bcr1- und der efg1-Mutante trat dagegen eine starke Dereprimierung beider Transkripte auf, 

wie auch für das ACE2-Transkript. Die verstärkte Phosphorylierung der Cek1 MAP-Kinase in 

der efg1-Mutante unter Hypoxie belegt zudem, dass der Signalweg in der efg1-Mutante aktiviert 

wird. Demnach scheint besonders Efg1 an der Reprimierung des Cek1-Signalwegs unter 

hypoxischen Bedingungen beteiligt zu sein. Die Überexpression von CPH1 war außerdem in 

der Lage diesen reprimierenden Effekt zu supprimieren und die efg1 cph1-Doppelmutante war 

nicht in der Lage, Filamente zu bilden (Manuskript II). Demnach ist der Cek1-Signalweg und 

der Transkriptionsfaktor Cph1 für den hyperfilamentösen Phänotyp in der efg1-Mutante unter 

Hypoxie verantwortlich. Die Reprimierung von ACE2 deutet darauf hin, dass Ace2 

möglicherweise auch an der transkriptionellen Regulation des Signalwegs unter hypoxischen 

Bedingungen beteiligt ist. 

In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen steht die Beobachtung, dass mit Ausnahme der 

pmt1-Mutante der Hyphendefekt der PMT-Gene unter hypoxischen Wachstumsbedingungen 

nicht auftritt. Die heterozygote PMT2/pmt2- und die homozygote pmt4-Mutante wiesen sogar 

einen hyperfilamentösen Phänotyp auf (Prill et al., 2005). Defekte in der Glykosylierung führen 

zur Aktivierung des Cek1-Signalweges und heben offenbar die reprimierende Wirkung von 

Efg1 auf (Cantero et al., 2007; Cantero & Ernst, 2011). Auch die Behandlung mit Tunicamycin 

war in der Lage unter hyphenreprimierenden Bedingungen einen hyperfilamentösen Phänotyp 

zu induzieren (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise besteht auch hier ein Zusammenhang 
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zwischen der durch Efg1 vermittelten Regulation von Cek1-Signalweg kodierenden Genen und 

dem beobachteten Sensitivitätsphänotyp der efg1-Mutante gegenüber Zellwand- und 

Glykostress verursachender Reagenzien (Sohn et al., 2003). Es ist deshalb wahrscheinlich, dass 

unterschiedliche Signalwege die Initiierung der Hyphenmorphogenese unter hypoxischen und 

normoxischen Wachstumsbedingungen regulieren. Die Bildung von Hyphen ist hauptsächlich 

mit der Virulenz von C. albicans assoziiert, während Hefezellen das kommensale Wachstum 

von C. albicans begünstigen. Die Entwicklung eines regulatorischen Mechanismus, der die 

Hyphenbildung unter hypoxischen Wachstumsbedingungen reprimiert, könnte zum Erfolg von 

C. albicans beitragen als Kommensale in sauerstoffarmen Körpernischen zu überleben.  

3.10 Unter Hypoxie binden Ace2 und Sch9 an die Zentromere von Chromosomen 

Überraschenderweise traten unter hypoxischen Wachstumsbedingungen Bindestellen von Ace2 

innerhalb der Zentromer-Regionen aller acht Chromosomen von C. albicans auf (Abb.3.2, 

Manuskript II). Unter normoxischen Wachstumsbedingungen und auch bei der Induktion von 

Glykostress mit Tunicamycin konnte keine Bindung von Ace2 an die Zentromere beobachtet 

werden (Manuskript I, II). 

 

Abb.3.2 Ace2-Bindung an die Zentromere in C. albicans unter hypoxischen Wachstumsbedingungen. 
Gezeigt wird die genomweite Bindung von Ace2-HA unter hypoxischen Wachstumsbedingungen (0.2 % O2 und 
6 % CO2). Dabei konnte die Bindung an die Zentromere aller acht Chromosomen detektiert werden. Die 
entsprechenden Binderegionen wurden durch Boxen markiert. Jeder rote Balken entspricht einer signifikanten 
Bindestelle von Ace2. Graue und gelbe Balken stellen dagegen nicht-signifikante Bindestellen dar. Die Abbildung 
wurde aus van Wijlick (2012) entnommen und modifiziert. 

Die Bindung an die Zentromere scheint demnach spezifisch für Hypoxie oder die erhöhte CO2-

Konzentration zu sein. Die identifizierten Ace2 Bindemotive konnten innerhalb der Zentromer-
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DNA nicht nachgewiesen werden. Eine indirekte Bindung ist daher wahrscheinlicher. Im 

Gegensatz zu Zentromeren in S. cerevisiae und S. pombe weisen Zentromere in C. albicans 

keine konservierten, sich wiederholenden DNA-Motive auf (Polizzi & Clarke, 1991; Lechner 

& Ortiz, 1996; Sanyal et al., 2004). Zentromere sind vor allem bei der Segregation der 

Chromosomen während der Mitose von großer Bedeutung. Katalysiert wird die Segregation 

durch den mit der Zentromer-DNA assoziierten Kinetochor-Komplex (Pidoux & Allshire, 

2000). Die Funktion von Ace2 an den Zentromeren ist bislang ungeklärt und da die 

Zentromersequenzen frei von offenen Leserastern sind, ist eine transkriptionelle Funktion 

auszuschließen. Die Organisation der Zentromer-DNA wird weitestgehend durch das 

Zentromer-spezifische Histon Cse4 (H3) vermittelt und führt zur Bildung von Heterochromatin, 

das zur Struktur der Zentromere beiträgt (Sanyal & Carbon, 2002; Sanyal et al., 2004). Die 

Zentromersequenzen umfassen jeweils einen 3.000 bp – 5.000 bp großen Sequenzabschnitt, der 

für die Ausbildung des Kinetochor-Komplexes essentiell ist (Sanyal et al., 2004). Eine Funktion 

von Ace2 bei der Modifikation der DNA-Struktur konnte bislang nicht nachgewiesen werden. 

Die Überexpression von ACE2 war jedoch in der Lage die Phänotypen einer snf5-Mutante zu 

komplementieren (Finkel et al., 2012). Das Snf5 Protein ist Teil des SWI/SNF-Komplex, der 

durch die Modifikation von Nukleosomen zur Struktur der DNA und zur Regulation von Genen 

beiträgt (Geng et al., 2001). Es ist deshalb nicht auszuschließen, dass Ace2 auch eine Funktion 

bei der Organisation der DNA-Struktur aufweist. 

Interessanterweise konnte bei der genomweiten Bindeanalyse der Sch9 Kinase auch die 

Bindung an die Zentromer-Regionen aller acht Chromosomen identifiziert werden (Manuskript 

V). Im Gegensatz zu Ace2 trat die Bindung von Sch9 an die Zentromere auch unter 

normoxischen Wachstumsbedingungen auf. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Sch9 an 

der Segregation von Chromosomen beteiligt ist, denn die sch9-Mutante wies eine um das 750-

fach erhöhte Chromosomenverlustrate auf (Manuskript V). Der zugrundeliegende molekulare 

Mechanismus ist auch für Sch9 unklar. Eine direkte Regulation des Zentromer-spezifischen 

Histons Cse4 scheint nicht für den Phänotyp verantwortlich zu sein. Vermutlich interagiert 

Sch9 mit Elementen des Kinetochor-Komplexes. Die Sch9 Kinase gehört zu den AGC-Kinasen 

und liegt stromabwärts des TORC1-Signalwegs, der das Zellwachstum in Abhängigkeit des 

Nährstoffangebotes reguliert (Urban et al., 2007). Darüber hinaus konnte für Sch9 eine 

Funktion bei der hypoxischen Hyphenmorphogenese nachgewiesen werden (Stichternoth & 

Ernst, 2009). Wie bereits unter 3.8 beschrieben, scheint die Funktion von Sch9 von einer 

erhöhten CO2-Konzentration abhängig zu sein, ähnlich wie für Ace2. Ein Zusammenhang 

zwischen der Bindung von Sch9 und Ace2 liegt möglicherweise in der Zellteilungsrate, die in 
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beiden Mutanten unter hypoxischen Wachstumsbedingungen stark reduziert war. Die sch9-

Mutante weist zudem auch unter normoxischen Wachstumsbedingungen eine langsamere 

Wachstumsrate auf (Fabrizio et al., 2001; Liu et al., 2010). Die Bindung von Ace2 und Sch9 

an die Zentromere wirkt möglicherweise stabilisierend auf den Kinetochor-Komplex. Die 

Funktion an der Chromosomen-Segregation konnte für das homologe Sch9 Protein in 

S. cerevisiae nicht nachgewiesen werden (Manuskript V). Auch für die homologen Ace2 

Proteine gibt es bislang keine Hinweise für die Bindung an Zentromer-Regionen oder eine 

Funktion an der Segregation von Chromosomen. Um aufzuklären, welche Funktion Ace2 an 

den Zentromeren besitzt und ob es einen Zusammenhang mit der Bindung von Sch9 gibt, sind 

weitere Experimente notwendig. Der Einfluss von Ace2 auf die Chromosomen-Segregation in 

C. albicans wird derzeit untersucht (L. v. Wijlick, J. F. Ernst & K. Sanyal, unpublizierte 

Ergebnisse). 
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4 Zusammenfassung 

Die Fähigkeit, sich schnell an die komplexen Umgebungsbedingungen des menschlichen Wirts 
anzupassen, macht den Pilz Candida albicans zu einem der erfolgreichsten Krankheitserreger. Diese 
Fähigkeit setzt eine dynamische und intakte Zellwandstruktur des Pilzes voraus. Schäden in den 
schützenden Glykostrukturen der Zellwand werden vom Sensorprotein Msb2 an den Cek1 MAPK-
Signalweg übermittelt, der die Expression von Genen stimuliert, die für Protein-O-
Mannosyltransferasen (Pmt-Proteine) kodieren. Pmt-Proteine initiieren die O-Mannosylierung von 
Zellwandproteinen und sind dadurch essentiell für das Wachstum und die Virulenz von C. albicans. In 
früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Ace2 durch unbekannte 
Mechanismen zur Regulation von PMT-Genen und der Integrität der Zellwand beiträgt. 
 
Die Ergebnisse der genomweiten Bindung von Ace2 weisen darauf hin, dass Ace2 indirekt, über Co-
Regulation weiterer Transkriptionsfaktoren, die Transkription von PMT-Genen steuert. Als Repressor 
des PMT1-Gens wurde der Transkriptionsfaktor Zcf21 identifiziert, dessen Expression unter nicht-
gestressten Wachstumsbedingungen durch Ace2 stimuliert wird und bei defekter Protein-N-
Glykosylierung reprimiert wird. Zu den neu identifizierten Zielgenen von Ace2 zählen auch die Gene 
MSB2, CST20, HST7 und CEK1, die für Elemente des Cek1-Signalwegs kodieren und das ACE2-Gen 
selbst. Transkriptanalysen ergaben, dass ein durch Ace2-Cek1 vermittelter autoregulatorischer 
Mechanismus zur transkriptionellen Amplifikation des Signalwegs bei defekter N-Glykosylierung 
beiträgt. Unter diesen Bedingungen wurde eine verstärkte Lokalisation einer Cst20-GFP-Fusion im 
Zellkern beobachtet, die zur Inhibierung von Ace2 und dessen Zielgenen führt. Bei defekter 
Glykosylierung lokalisierte auch die zytoplasmatische Domäne des Msb2-Proteins im Zellkern. Die 
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor Ace2 stromabwärts des Cek1-MAPK-
Signalwegs agiert und gemeinsam mit Cst20 und Msb2 sowohl an einem positiven, als auch einem 
negativen Rückkopplungsmechanismus des Cek1 MAPK-Signalweges beteiligt ist. Die Anpassung an 
defekte Glykosylierung wird zudem durch das RNA-Bindeprotein Dom34 unterstützt. Das Dom34 
Protein gehört zur konservierten Dom34/Pelota-Proteinfamilie und begünstigt spezifisch die Translation 
von PMT-Transkripten. Die Spezifität von Dom34 für Transkripte der PMT-Gene wird vermutlich durch 
ein identifiziertes CAAC-Motiv vermittelt, das in allen 5‘-UTR Sequenzen der PMT-mRNAs 
vorkommt. 
 
Auch bei der Anpassung an hypoxische Umgebungsbedingungen ist der Cek1 MAPK-Signalweg von 
zentraler Bedeutung. Durch die genomweite Bindeanalyse von Ace2 konnten BCR1, BRG1 und EFG1, 
die für bekannte normoxische Hyphenregulatoren kodieren, als neue Ace2-Zielgene identifiziert 
werden. Analysen von Transkriptspiegeln und genomischen Bindestellen ergaben, dass die kodierten 
vier Transkriptionsfaktoren ein regulatorisches Netzwerk bilden, das unter hypoxischen Bedingungen 
die Hyphenmorphogenese von C. albicans reguliert. Dabei konnten Efg1 und Bcr1 als Repressoren und 
Ace2 und Brg1 als Aktivatoren der Hyphenmorphogenese identifiziert werden. Als Ziele des 
regulatorischen Netzwerkes wurden unter anderem Gene für Elemente des Cek1-Signalwegs und den 
stromabwärts agierenden Transkriptionsfaktor Cph1 nachgewiesen. Die komplexen regulatorischen 
Mechanismen weisen darauf hin, dass C. albicans in sauerstoffarmen Körpernischen die Ausbildung 
von Hyphen durch die Reprimierung des Cek1-Signalwegs unterdrückt, möglicherweise, um Angriffen 
des Immunsystems zu entgehen und als Kommensale im Wirt zu persistieren. Überraschenderweise 
konnte unter diesen Wachstumsbedingungen die Bindung von Ace2 und der Kinase Sch9 an die 
Zentromere aller acht Chromosomen detektiert werden. Die Kinase Sch9 scheint die Segregation von 
Chromosomen zu unterstützen, während die hypoxische Funktion von Ace2 an den Zentromeren noch 
aufgeklärt werden muss. 
 
Mit diesen Ergebnissen konnte Ace2 als multifunktionales Regulatorprotein identifiziert werden, das 
essentiell für die Anpassung und das Überleben von C. albicans in wirtspezifischen 
Umgebungsbedingungen ist. 
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5 Summary 

The ability to promptly respond and adapt to complex host environments of the human body enables 
Candida albicans to become a highly successful pathogen. This ability requires a dynamic and intact 
cell wall structure of the fungus. Damage of the protecting glyco-structures of the cell wall is sensed by 
the membrane protein Msb2 and transmitted to the Cek1-MAPK signaling pathway, which stimulates 
expression of genes encoding protein-O-mannosyltransferases (Pmt-proteins). Pmt-proteins initiate O-
mannosylation of cell wall proteins, which is an essential activity for the growth and virulence of 
C. albicans. Previously it had been shown that the transcription factor Ace2, by unknown mechanisms, 
contributes to the regulation of PMT-genes and the integrity of the cell wall. 
 
Results of the genome-wide binding of Ace2 indicate that Ace2 regulates transcription of PMT-genes 
indirectly, through co-regulation of additional transcription factors. As a repressor of the PMT1-gene, 
the Zcf21 transcription factor was identified, whose expression is stimulated by Ace2 under unstressed 
growth conditions and repressed during defective protein-N-glycosylation. Newly identified Ace2 target 
genes also included MSB2, CST20, HST7 and CEK1 genes encoding elements of the Cek1 signaling 
pathway and the ACE2-gene itself. Transcript analyses of these genes revealed that an Ace2-Cek1-
mediated auto-regulatory mechanism induces transcriptional amplification of the signaling pathway by 
defective N-glycosylation. Under these conditions, increased nuclear localization of a Cst20-GFP fusion 
was detected leading to inhibition of Ace2 and its target genes. Moreover, defective N-glycosylation led 
to nuclear localization of the cytoplasmic domain of the Msb2-protein. The results suggest that the 
transcription factor Ace2 acts downstream of the Cek1 signaling pathway and mediates, in concern with 
Cst20 and Msb2, positive as well as negative feedback regulation of Cek1 MAPK signaling pathway. 
Furthermore, adaptation to defective glycosylation is supported by the RNA binding protein Dom34. 
The Dom34 protein is a member of the Dom34/Pelota protein family and specifically promotes 
translation of PMT-transcripts. Specificity of Dom34 for transcripts of PMT-genes is possibly mediated 
through an identified CAAC-motif, which is present in all 5’-UTR sequences of PMT-mRNAs. 
 
The Cek1 MAPK signaling pathway is also of crucial importance for adaption to hypoxic conditions. 
Exploring genome-wide binding of Ace2 identified BCR1, BRG1 and EFG1, encoding known normoxic 
hyphal-regulators as novel Ace2 target genes. Analysis of transcript levels and genomic binding sites 
revealed that the encoded four transcription factors form a regulatory network that controls hyphal 
morphogenesis of C. albicans under hypoxic conditions. Hereby, Efg1 and Bcr1 were identified as 
repressors and Ace2 and Brg1 as activators of hyphal morphogenesis. Targets of the identified 
regulatory network include genes encoding elements of the Cek1 signaling pathway and the downstream 
acting transcription factor Cph1. The complex regulatory mechanisms occurring under hypoxia suggest 
that C. albicans actively represses hyphal development in oxygen-poor body niches through repression 
of Cek1 signaling, presumably in an attempt to avoid immune response and to persist as a commensal 
in the human host. Surprisingly, under these conditions binding of Ace2 and the kinase Sch9 was 
detected to centromeres of all eight chromosomes. For the Sch9 kinase, a novel function in chromosome 
segregation was identified, while the function of Ace2 at the centromeres under hypoxia remains to be 
elucidated. 
 
By these results, Ace2 was identified to be a multifunctional regulator protein, which is essential for 
adaptation and survival of C. albicans in specific host niches. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 

%  Prozent  

°C  Grad Celsius 

Abb.  Abbildung 

ATP  Adenosintriphosphat 

Asn  Asparagin 

A. fumigatus Aspergillus fumigatus 

bHLH  basic-Helix-Loop-Helix 

Bp  Basenpaare 

bzw.  Beziehungsweise 

Ca  Candida albicans 

cAMP  cyclisches Adenosinmonophosphat 

CO2  Kohlenstoffdioxid 

DC-SIGN Dendritic-Cell specific ICAM-3-grabbing non-integrin-1 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

Dol-P  Dolichol-Phosphat 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

ERAD  ER-Assoziierte Degradation 

GEF  Guanosintriphosphat-Exchange Faktor 

GlcNAc N-Acetyl-D-Glukosamin 

GPI  Glycosyl Phosphatidyl Inositol 

GTP  Guanosintriphosphat 

GUT  Gastrointestinally-Induced Transition 

HIV  Humane Immundefizienz-Virus 

HOG  High-Osmolarity Glycerol 

IL  Interleukin  

MAPK  Mitogen-Aktivierte Proteinkinase 

Mincle  Makrophagen-induzierte C-Typ-Lektine 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure  

MRP  Mannose Rezeptorprotein 

NES  Nuclear Export Sequence 

NLS  Nuclear Localization Sequence 

PAK  p51-activated Kinase 

PAMPs  Pathogen-Associated Molecular Patterns 
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PCR  Polymerase-Ketten-Reaktion 

Pir  Protein with internal repeats 

PKA  Proteinkinase A 

PKC  Proteinkinase C 

Pmt  Protein-O-Mannosyltransferase 

PRRs  Pattern Recognition Receptors  

RAM  Regulation of Ace2 and Morphogenesis 

Sc  Saccharomyces cerevisiae 

Scwp  Soluble cell wall proteins 

Ser  Serin 

spp.  species pluralis 

SVG  Sterile Vegetative Growth 

Thr  Threonin 

TLR  Toll-Like Rezeptor 

TM  Transmembran 

TOR  Target of Rapamycin 

u. a.  unter anderem 

UPR  Unfolded-Protein-Response 

UTR  untranslatierte Region 

z. B.  zum Beispiel 

 

  



Lebenslauf und Publikationen 

246 
 

8 Lebenslauf und Publikationen 

Lebenslauf 

Name    Lasse van Wijlick 

Geburtsdatum   27.08.1986 

Geburtsort   Viersen 

Nationalität   deutsch 

Ausbildung 

04.2013 – 09.2016  Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 
    Promotion, Molekulare Mykologie 
 
10.2006 – 03.2012  Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 
    Diplomstudium der Biologie 
 
08.1997 – 07.2006  Städtische Gesamtschule Hardt Mönchengladbach 
    Abitur 
 

Publikationen 

Varshney N, Schaekel A, Singha R, Chakraborty T, van Wijlick L, Ernst JF, Sanyal K.  
A Surprising Role for the Sch9 Protein Kinase in Chromosome Segregation in Candida 
albicans. Genetics 2015 Mar, 199(3):671-4. 

Swidergall M, van Wijlick L, Ernst JF. Signaling domains of mucin Msb2 in Candida albicans. 
Eukaryot Cell 2015 Apr, EC.00264-14;14(4):359-70. 

Desai PR*, van Wijlick L*, Kurtz D, Juchimiuk M, Ernst JF (*shared first authors). Hypoxia 
and Temperature Regulated Morphogenesis in Candida albicans. PLoS Genet 2015 Aug, 
14;11(8):e1005447. 

van Wijlick L, Swidergall M, Brandt P, Ernst JF. Candida albicans responds to glycostructure 
damage by Ace2-mediated feedback regulation of Cek1 signaling. Mol Microbiol 2016 Sep, 
doi: 10.1111/mmi.13494. 

van Wijlick L, Geissen R, Hilbig JS, Lagadec Q, Cantero PD, Pfeifer E, Juchimiuk M, Kluge 
S, Wickert S, Alepuz P, Ernst JF. Dom34 links translation to protein O-mannosylation. PLoS 
Genet 2016 Oct, 12(10): e1006395. 

 



 Lebenslauf und Publikationen 

247 
 

Präsentationen 

van Wijlick L, Ernst JF 
Hypoxic function of the transcription factor Ace2 in Candida albicans 
Oxystress and human fungal pathogens, 19 – 20 November 2013, Innsbruck, Austria 

van Wijlick L, Ernst JF 
Cell surface regulation in Candida albicans by the Ace2 signaling pathway 
1st MOI II Symposium, 24 – 25 September 2014, Cologne, Germany 

van Wijlick L, Desai PR, Ernst JF 
Novel mechanisms of hypoxic regulators in C. albicans 
Oxystress and human fungal pathogens, 06 – 07 November 2014, Valencia, Spain  

van Wijlick L, Swidergall M, Ernst JF 
Glycoshield regulation in Candida albicans by the Ace2 signaling pathway 
Statusworkshop DGHM Fachgruppe Eukaryontische Krankheitserreger, 26 – 27 February 
2015, Erlangen, Germany 

van Wijlick L, Ernst JF 
Cell surface regulation in Candida albicans by the Ace2 signaling pathway 
2nd MOI II Symposium, 17 – 19 September 2015, Düsseldorf, Germany 

van Wijlick L, Ernst JF 
Candida albicans responds to glycostructure damage by Ace2-mediated feedback regulation of 
Cek1 signaling  
3rd MOI II Symposium, 21 – 23 September 2016, Geldern, Germany 

 

Poster 

van Wijlick L, Ernst JF 
Cell surface regulation in Candida albicans by the Ace2 signaling pathway 
12th ASM Conference on Candida and Candidiasis, 26 – 30 March 2014, New Orleans, 
Louisiana USA 

van Wijlick L, Swidergall M, Ernst JF 
Glycoshield regulation by the Ace2 signaling pathway in Candida albicans 
67. Jahrestagung der DGHM, 27 – 30 September 2015, Münster, Germany 

van Wijlick L, Swidergall M, Ernst JF 
Glycoshield regulation by the Ace2 signaling pathway in Candida albicans 
Fungal Cell Wall, 26 – 28 October 2015, Paris, France 

  



Danksagung 

248 
 

9 Danksagung 

Nach nun mehr drei Jahren intensiver Forschung ist es an der Zeit mich bei all denjenigen zu 
bedanken, die mich während meiner Promotionszeit unterstützt haben. 

An erster Stelle möchte ich mich herzlich bei Prof. Joachim Ernst bedanken. Zum einen für das 
interessante Thema, aber auch die gewährte Freiheit, die es mir ermöglicht hat meinen eigenen 
Weg zu finden und dem damit entgegengebrachten Vertrauen. Sein ansteckender Wissensdrang 
hat wesentlich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen und für die ein oder andere 
Überraschung gesorgt. Er stand mir zu jeder Zeit für Fragen und Diskussionen zur Seite. Auch 
wenn Du nun im Ruhestand bist, bin ich mir sicher, dass dich Dein Forschergeist auch die 
nächsten Jahre auf Trab halten wird. Ich habe mich immer sehr wohl in deiner Arbeitsgruppe 
gefühlt. 

Bei Prof. Walter Däubener und Prof. Joachim Morschhäuser möchte ich mich für die 
Übernahme des Koreferats meiner Dissertation und das Interesse an meinem Projekt bedanken. 

Auch bei Dr. Christoph Bürth möchte ich mich bedanken, insbesondere in der Schlussphase 
meiner Promotionszeit stand er mir mit Ratschlägen zur Seite.  

Ein besonderer Dank gilt auch Dr. Inge Krümpelbeck, für ihre Arbeit und Unterstützung als 
Koordinatorin meiner Graduiertenschule, aber auch für das darüber hinaus entgegengebrachte 
Interesse an meinem Projekt. 

Natürlich möchte ich mich auch herzlich bei meinen Arbeitskollegen für eine wundervolle Zeit 
im Labor und auch außerhalb des Labors bedanken. Allen voran danke ich Michaela Gerads, 
Maya Kunigo und Pilar Dominguez, die mich in ihrem Labor willkommen hießen. Zudem 
danke ich Dr. Mateusz Juchimiuk, Evelyn Wetjen, Silas Janßen, Dr. Isabel Eichhof, Dr. 
Theresia Lassak und Dr. René Geißen für ihre Unterstützung meiner Arbeit und die 
gemeinsame Zeit im Labor. Ein besonderer Dank gilt Dr. Alida Schäkel und Prashant Desai, 
gemeinsam haben wir über die Jahre die Hoch- und Tiefpunkte der Forschungsarbeit erlebt. 
Ohne euch wäre es nicht halb so schön gewesen. Bei Mario Kapitan und Silke Jankowski 
möchte ich mich insbesondere für die fröhlichen Aktivitäten bedanken. 

Lieber Marc, zusammen haben wir Deutschland und die Welt bereist. Auf zahlreichen 
Konferenzen standen wir uns zur Seite. Ich danke Dir für Deine unverblümte Ehrlichkeit, Dein 
großes Interesse an der Forschung und unsere unzähligen Diskussionen. Für die Weltforschung!  

Außerdem möchte ich mich an dieser Stelle bei meinen Studenten bedanken, die durch ihre 
Arbeit und ihr Interesse zu unseren Forschungsprojekten beigetragen haben. Danke, Corinna, 
Jonas, Meltem, Daniela und Philipp, für eure Hilfe. 

Lieber Philipp, dank unserer Abmachung, ich würde für jede beantwortete Frage Zehn Euro 
erhalten, wäre ich inzwischen Multimillionär. Hiermit erlasse ich Dir deine Schulden und 
wünsche Dir noch alles Gute auf Deiner Reise. 

Besonderer Dank gilt auch meinen Eltern und meiner Familie, die mich auf jede erdenkliche 
Weise unterstützt haben. Bei euch habe ich einen Ort zum Durchatmen.  

Ein außerordentlicher Dank gilt meiner Ellen, die mich durch mein gesamtes Studium und die 
Promotionszeit getragen und ertragen hat. Mein Glück, dass ich Dich habe. 



 Danksagung 

249 
 

Eidesstattliche Erklärung 

 

Ich versichere an Eides Statt, dass die Dissertation von mir selbständig und ohne unzulässige 

fremde Hilfe unter Beachtung der „Grundsätze zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis 

an der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf“ erstellt worden ist. Sie wurde weder in dieser 

noch in ähnlicher Form bei einer anderen Institution vorgelegt. Ich habe keinen Doktorgrad an 

einer anderen Hochschule erworben oder zu erwerben versucht. Zitate wurden kenntlich 

gemacht. 

 

Düsseldorf, 

                                                                         (Lasse van Wijlick) 

 

Teile dieser Arbeit wurden veröffentlicht: 

Varshney N, Schaekel A, Singha R, Chakraborty T, van Wijlick L, Ernst JF, Sanyal K.  
A Surprising Role for the Sch9 Protein Kinase in Chromosome Segregation in Candida 
albicans. Genetics 2015 Mar, 199(3):671-4. 

Swidergall M, van Wijlick L, Ernst JF. Signaling domains of mucin Msb2 in Candida albicans. 
Eukaryot Cell 2015 Apr, EC.00264-14;14(4):359-70. 

Desai PR*, van Wijlick L*, Kurtz D, Juchimiuk M, Ernst JF (*shared first authors). Hypoxia 
and Temperature Regulated Morphogenesis in Candida albicans. PLoS Genet 2015 Aug, 
14;11(8):e1005447. 

van Wijlick L, Swidergall M, Brandt P, Ernst JF. Candida albicans responds to glycostructure 
damage by Ace2-mediated feedback regulation of Cek1 signaling. Mol Microbiol 2016 Sep, 
doi: 10.1111/mmi.13494. 

van Wijlick L, Geissen R, Hilbig JS, Lagadec Q, Cantero PD, Pfeifer E, Juchimiuk M, Kluge 
S, Wickert S, Alepuz P, Ernst JF. Dom34 links translation to protein O-mannosylation. PLoS 
Genet 2016 Oct, 12(10): e1006395. 


