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II.1. Organismen und Plasmide

E. coli Genotyp Hersteller
Stamme
DH10B F" mcrA A (mrr-hsdRMS mcrBC) ®80d lacZAM15 Gibco BRL

AlacX74 endA1 recA1 deoR A(ara, leu)7697
araD139 galU galK nupG rpsL N

XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene

relA1 lac [F’ pro AB lacl’ZAM15 Tn 10 (Tet)[
SURE®2 e14 (McrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 Stratagene

endA1 supE44 thi-1 recA1 lac recB recd sbcC

umuC::Tn5 (Kan) uvrC [F’ proAB lacl’ZAM15

Tn10 (Tet) Amy Cam']
Top10 F" mcrA A (mrr-hsdRMS.mcrBC) ®80d /lacZAM15 Invitrogen

AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ara- leu)7697

galU galK rpsL (Str¥) endA1 nupG
Candida und Saccharomyces Isolatbezeichnung Publikation
Arten
C. albicans SC5314 GILLUM et al., 1984
C. albicans WO-I MORROW et al., 1989
C. glabrata 1667 RUCHEL et al., 1983
C. krusei C6 RUCHEL, klinisches Isolat
C. parapsilosis DSM4237 RUCHEL et al., 1986
S. cerevisiae JRY2 PRATJE, nicht publiziert
Plasmide Insert Ausgangs- Publikation

Verktor

pAF9 SAP9 pGEM-T vorliegende Arbeit
pAF10-5’ SAP9 5’-Ende des Gens pGEM-T vorliegende Arbeit
pAF10-3’ SAP9 3-Ende des Gens pGEM-T vorliegende Arbeit
pAF9ura sap9::hisG-URAS3-hisG::sap9 pGEM-T vorliegende Arbeit
pAF10ura sap10::hisG-URA3-hisG::sap10 puC18 vorliegende Arbeit
pClp10 RP10-URA3 pClp10 MURAD et al., 2000
pMB7 hisG-URAS3-hisG puC18 FONzI & IRVIN, 1993
pAF1 SAP6 TOPO-XL vorliegende Arbeit
pAF2 SAPG6-URA3 TOPO-XL vorliegende Arbeit
pAF3 URAS3 pGEM-T vorliegende Arbeit
pAF4 RP10-URA3-SAP6 puC18 vorliegende Arbeit
Plasmide in Genprodukt Klonierungsvektor Publikation
P. pastoris
pCA2 Sap2p pKJ113 BORG-VON ZEPELIN et al., 1998
pCA9 Sap9p pKJ113 MoNoD, nicht publiziert
pCA10 Sap10p pKJ113 MONOD, nicht publiziert
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C. albicans- Phénotyp Genotyp Publikation

Mutanten- (Ausgangsstamm)

stdmme

CAF2-1 Ura3" (SC5314) Aura3::imm434 / URA3 FoNziI & IRVIN, 1993

CAl4 Ura3 (CAF2-1) Aura3::imm434 / Aura3::imm434 FONzI & IRVIN, 1993

Asap6-Mutante Ura3” (CAI4) Aura3::imm434 / Aura3::imm434 SANGLARD et al., 1997
Asap6::hisG / Asap6::hisG

Acph1-Mutante Ura3® (CAI4) Aura3::imm434 / Aura3::imm434 Lo et al., 1997
Acph1::hisG / Acph::hisG-URA3-hisG

Aefg1-Mutante Ura3" (CAIl4) Aura3::imm434 / Aura3::imm434 STOLD et al., 1997
Aefg1::hisG / Aefg1::hisG-URA3-hisG

Aefg1/Acphi- Ura3® (Acph1-Mutante)  Aura3::imm434 / Aura3::imm434 Lo et al., 1997

Mutante Acph1::hisG / Acph::hisG

Akex2-Mutante

SAP6-
Retransformante

Asap9-Mutanten

16
18
19

16-1
18-6
19-1

16-1-8
18-6-1
19-1-6

16-1-8-3
18-6-1-3
19-1-6-3

Asap10-Mutanten

10
19

10-1
19-1

10-1-3
19-1-17

10-1-3-3
19-1-17-1

+

Ura3

Ura3®

+

Ura3

Ura3

+

Ura3

Ura3

Ura3®

Ura3’

Ura3®

Ura3

(CAl4)

(Asap6-Mutante)

(CAl4)
(CAl4)
(CAl4)

(16)
(18)
(19)

(16-1)
(18-6)
(19-1)

(16-1-8)
(18-6-1)
(19-1-6)

(CAI4)
(CAI4)
(CAI4)

(10)
(19)

(10-1)
(19-1)

(10-1-3)
(19-1-17)

Aefg1::hisG / Aefg1::hisG-URA3-hisG

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Akex2::hisG /
Akex2::hisG-URA3-hisG

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap6::hisG / Asap6::hisG
URA3-SAP6

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap9::hisG-URA3-hisG / SAP9

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap9::hisG / SAP9

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap9::hisG /
Asap9::hisG-URA3-hisG

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap9::hisG / Asap9::hisG

Aura3::imm434 / Aura3::imm434

Asap10::hisG-URA3-hisG / SAP10

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap10::hisG / SAP10

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap10::hisG /
Asap10::hisG-URA3-hisG

Aura3::imm434 / Aura3::imm434
Asap10::hisG / Asap10::hisG

NEWPORT & AGABIAN,
1997

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit

vorliegende Arbeit
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I1.2. Medien

Medien Komponente Hersteller
BMGY 1% (w/v) Hefe-Extrakt Duchefa
1% (w/v) Peptone Duchefa
100 mM K3PO; (pH 6,0) Merck
1,34% YNB Duchefa
Yeast Nitrogen Base
4 x 10-5% Biotin Merck
1% Glycerol Merck
BMMY 1% (w/v) Hefe-Extrakt Duchefa
1% (w/v) Peptone Duchefa
100 mM K3PO; (pH 6,0) Merck
1,34% YNB Duchefa
4 x 10°% (w/v) Biotin Merck
0,5% (w/v) Methanol Merck
LB-Vollmedium 1% (w/v) Trypton Duchefa
1% (w/v) Hefe-Extrakt Duchefa
0,5% (w/v) NaCl Merck
pH 7,5
LB-Agar LB-Vollmedium
1,5% (w/v) Agar Difco
LB-Amp LB-Vollmedium
100 pg/ml (w/v) Ampicillin Roche
LB-Amp-IPTG-X-Gal-Agar LB-Agar
0,008% (w/v) X-Gal AmpliChem
200 UM IPTG PeqgLab / BioTech Trade & Service
LB-Kan-Agar LB-Agar
50 pg/ml Kanamycin Roche
SOC-Medium 2% (w/v) Bacto-Trypton Duchefa
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt Duchefa
10 mM NacCl Merck
10 mM MgCl, Merck
10 mM MgSO, Merck
20 mM Glucose Merck
5% FCS-Medium 5% (v/v) fotales Kalbsserum Sigma
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Medien Komponente Hersteller
FCS-Agar 5% FCS-Medium

1% (w/v) Agar Difco
Lee‘s-Medium (LEE et al., 1975) Definiertes synthetisches Medium,

eingestellt auf pH 4,5 oder pH 6,5
SD-Agar SD-Minimalmedium

1% (w/v) Agar Difco
SD mit 1 M Sorbitol SD-Minimalmedium

1 M Sorbitol Sigma
SD-Agar mit 1 M Sorbitol SD-Agar

1 M Sorbitol Sigma
SD-Agar mit 7% (w/v) Glycerol Merck
SD-Agar mit 3% (w/v) Glycerol und 2% (w/v) Kaliumacetat Merck / Merck
SD-Agar mit 3% (w/v) Glycerol und 2% (w/v) Galactose Merck / Merck
SD-Agar mit 5% (w/v) Sorbitol Sigma
SD-Agar mit 6% (w/v) Sorbitol Sigma
SD-Agar mit 7% (w/v) Sorbitol Sigma
SD-Agar mit 1 M Natriumchlorid Merck
SD-Agar mit 1,25 M Natriumchlorid Merck
SD-FOA-Uridin-Selektionsagar SD-Medium

2% (wlv) Agar Duchefa

0,1% (w/v) FOA (5-Fluororotat) Duchefa

5-fluororotic acid
2,5% (w/v) Uridin

YNB-Minimalmedium mit Ammoniumsulfat

YCB / BSA- Minimalmedium

YCB / BSA-Agar

YP

YP mit 5% (w/v) Galactose
YP mit 2% (w/v) Rafinose

0,17% (w/v) YNB ohne Aminosauren
und Ammoniumsulfat

0,5% (w/v) Ammoniumsulfat

2% (w/v) Glucose

1,17% (w/v) YCB
1% (w/v) Glucose
0,5% (w/v) BSA

YCB / BSA-Minimalmedium
2% (w/v) Agar

1% (w/v) Yeast extract

1% (w/v) Peptone

Duchefa / Merck

Duchefa

Merck
Merck

Duchefa

Merck

Sigma

Difco

Duchefa

Duchefa

Merck
Merck
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Medien Komponente Hersteller
YPG-Volimedium 1% (w/v) Yeast extract Duchefa

1% (w/v) Peptone Duchefa

2% (w/v) Glucose Merck
YPG-Agar YPG-Vollmedium

2% (w/v) Agar Difco
YPG-Agar mit 7% (w/v) Glycerol Merck
YPG-Agar mit 3% (w/v) Glycerol und 2% (w/v) Kaliumacetat Merck / Merck

11.3. Puffer

11.3.1. CITRAT-PUFFER

Far die Aktivitatstests von Aspartat-Proteasen (11.5.3.4., 11.5.3.5., 111.4.2.)
wurde ein Reaktionspuffer mit verschiedenen pH-Werten verwendet. Dieser
wurde aus 0,1 M Citrat-Puffer hergestellt, der sich aus zwei Stocklésungen
zusammensetzt. Stock A entsprach der 0,1 M Citratsdure-Lésung (pH 2,0)
und Stock B entsprach der 0,1 M Natriumcitrat-Losung (pH 8,0). Um den
gewunschten pH-Wert einzustellen, wurden die unten aufgefuhrtren Volumen

(ml) beider Losungen vermengt und auf 100 ml aufgeflllt (Tab. 3).

Stock A Stock B pH Stock A Stock B pH
46,5 3,5 3,0 23,0 27,0 4,8
43,7 6,3 3,2 20,5 29,5 5,0
40,0 10,0 34 18,0 32,0 5,2
37,0 13,0 3,6 16,0 34,0 54
35,0 15,0 3,8 13,7 36,3 5,6
33,0 17,0 4,0 11,8 38,2 5,8
31,5 18,5 42 9,5 41,5 6,0
28,0 22,0 4,4 7,2 42,8 6,2
255 245 4,6

Tab. 3. Zusammensetzung des Citrat-Puffers mit unterschiedlichen pH-
Werten.
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11.3.2. KALIUMPHOSPHAT-PUFFER

Die Wachstumssensitivitat der hergestellten Asap9- und Asap70-Mutanten
bei unterschiedlichen pH-Werten wurde in YPG-Vollmedium und SD-
Minimalmedium (1.2, 11.4.2., 111.3.5.) Uberprift. Der bendétigte pH-Wert in
diesen Medien wurden mit dem zehnfachkonzentrierten 1M
Kaliumphosphatpuffer eingestellt, der aus Stock A: 1M
Dikaliumhydrogenphosphat-Losung (pH 9,2) und Stock B: 1M
Kaliumdihydrogenphosphat-Lésung (pH 4,0) zusammengesetzt wurde
(Tab. 4). Um einen pH-Wert des Puffers zu erreichen, wurden die beiden
Stocks in den unten angegebenen Mengen (ml) zusammengesetzt und auf
200 ml aufgefullt.

Stock A Stock B pH Stock A Stock B pH
8,5 91,5 5,8 61,5 38,5 7,0
13,2 86,8 6,0 71,7 28,3 7,2
19,2 80,8 6,2 80,2 19,8 7,4
27,8 72,2 6,4 86,6 13,4 7,6
38,1 61,9 6,6 90,8 9,2 7,8
49,7 50,3 6,8 94,8 6,0 8,0

Tab. 4. Zusammensetzung des Kaliumphosphat-Puffers mit unterschiedlichen
pH-Werten.

Il.4. Mikrobiologische Arbeitsmethoden

I1.4.1. Anzucht von E. coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte im LB-Fllissigmedium (11.2.) bei 37°C unter
Schutteln mit 200 upm. Transformierte E. coli mit einem Selektionsplasmid
(I.11.) wurden in LB-Medum mit Antibiotika-Zusatz (ll.2.) kultiviert. Zur
Anzucht von E. coli-Kulturen in groReren Mengen wurde uber Nacht eine
5 ml Vorkultur inkubiert und am nachsten Morgen damit eine 250-500 ml

Hauptkultur angeimpft.
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11.4.2. Anzucht von Candida sp.

Candida-Kulturen wurden bei maRigem Schatteln mit 120-150 upm in den
Flussigmedien (l.2.) kultiviert. Fir die Transformation von C. albicans
(11.5.2.19.), DNA-Isolierungen (I1.5.2.3.) sowie Wachstumsuntersuchungen
(M1.3.5.) wurden 5 ml Vorkulturen, die zum Animpfen von Hauptkulturen
sowie zum Auftragen von Zellsuspension auf Festmedien dienten, flr 12-48
Stunden bei 37°C bzw. 24°C inkubiert. Nach der Transformation (11.5.2.19.)
wurden die Zellen bzw. Protoplasten auf SD-Medium mit Sorbitol (11.2.) und
nach der Regeneration der Zellen auf SD-Medium ohne Sorbitol (I1.2.)
ausplattiert und bei 30°C bzw. 37°C inkubiert.

Die Wachstumsuntersuchungen der hergestellten Asap9- und Asap10-
Mutanten im YPG-Flussigmedium (11.2.) bei unterschiedlichen Temperaturen
und pH-Werten (111.3.5.) wurden in ELISA-Platten durchgefiihrt. Die Napfe
der ELISA-Platten wurden jeweils mit 200 yl YPG-Medium gefillt, das auf
jeweils einen der gewidhlten pH-Werte (11.3.) eingestellt und mit 10°
Zellen / ml beimpft wurde. Das Wachstum wurde in in ELISA-Platten bei
595 nm in einem ELISA-Reader Dynatech MR 4000 (Dynatech Laboratories)

photometrisch bestimmt.

Fur die phanotypischen Untersuchungen der hergestellten Asap9- und
Asap10-Mutanten beim Wachstum auf verschiedenen Festmedien (111.3.5.)
wurde der Tropfentest angewandt. Die Zellen wurden Uber Nacht im YPG-
Medium (11.2.) bei 37°C inkubiert und vor dem Auftragen mit sterilem Wasser
gewaschen. Die Zellsuspensionen wurden auf die Konzentration 10° , 10* ,
10° Zellen / ml eingestellt, in 10 pl groRen Tropfen auf Festmedien getropft
und bei 37°C bzw. 22°C inkubiert.
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11.4.3. Myzelinduktion bei C. albicans

Die Ausbildung des Myzels kann von zahlreichen Faktoren ausgeldst werden
(1.2.5.). In dieser Arbeit wurde der Hefe-Myzel-Ubergang in Flussigkulturen
im Lee’s-Medium durch pH und Temperaturwechsel (I.2., BUFFO et al., 1984)
und durch Zusatz von Serum (Il.2., Gow & GOODAY, 1982) induziert. Zur
Myzelinduktion wurde die Vorkultur Uber Nacht in Lee’s-Medium pH 4,5
inkubiert. Unter diesen Bedingungen kann die Bildung von Zellen
ausschlielich in Hefeform erreicht werden. Vor dem Beimpfen von Lee’s-
pH 6,5 bzw. 5%igen FCS-Medien (I1.2.) zur Myzelinduktion wurden die
Zellzahl in der Vorkultur bestimmt und die Zellen mit sterilem Wasser
gewaschen. Zum Sedimentieren wurden die Zellen bei 1.600xg
zentrifugiert. Die Hauptkulturen wurden mit 5x 10° bis maximal 1 x 10’
Zellen / ml beimpft, da bei hdoheren Zelldichte die Effizienz der Myzelinduktion
stark abnimmt. Die Inkubation der Zellkulturen in Lee’s- und Serum-Medien
erfolgte unter Schitteln bei 200 upm und 37°C. Die Zellen wurden in der
Regel in dreiRigminutigen Abstanden geerntet und bei 5.000 x g und 4°C
pelletiert. Fur die RNA-Aufarbeitung (11.5.1.1.) wurde das Zellpellet in

flussigem Stickstoff schockgefroren.

11.4.4. Infektionsmodelle von C. albicans

In der Arbeit wurden mehrere Infektionsmodelle von C. albicans verwendet.
Das Modell fur orale Kandidosen — das RHE (I.3.5.) - beruht auf einer
Gewebekultur aus oralen humanen Epithelzellen. Das RHE-Modell
(Skinethic) besteht aus einer durch eine Polycarbonatunterlage gestutzten
mehrschichtigen und hochdifferenzierten Schleimhaut ohne Stratum
corneum, die aus einer menschlichen Keratinozyten-Tumorzelllinie erzeugt
werden. Die Infektion des RHE mit C. albicans (lIl.1.2.1.) wurde nach
SCHALLER et al. (1998) durchgefuhrt.

Far Expressionsuntersuchungen der SAP-Gene in vivo (111.1.2.) wurden die

mit C. albicans infizierten Gewebe aus Mausen nach oraler (111.1.2.1.) oder
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i. p. Infektion (l11.1.2.2.) von M. Kretschmar und T. Nichterlein zur Verfigung
gestellt. FUr orale Infektionen wurden DBA/2- und Balb/c-Mausestamme und
fur i.p. Infektionen Balb/c-Mause eingesetzt. Zum Inokulieren wurden
C. albicans-Zellen Uber Nacht im YPG-Flussigmedium bei 37°C inkubiert,
anschlieRend zwei mal mit PBS gewaschen und in gleichem Puffer
resuspendiert. Mit 1 x 10® Candida-Zellen wurden die Tiere oral bzw. intra
peritoneal infiziert (M. KRETSCHMAR & T. NICHTERLEIN, personliche Mitteilung,
KRETSCHMAR et al., 1999, 2002).

Die Expression der Gene SAP9 und SAP10 wurde in menschlichem Blut
getestet (111.3.2.). Fur dieses Infektionsmodell wurde eine Vorkultur von
C. albicans Stamm SC5314 in Lee’s-Medium bei pH 4,5 angezogen (Il.2.,
11.4.3). Die C. albicans-Zellen wurden zwei mal mit PBS gewaschen. Das
frische, menschliche Blut mit Heparin-Zusatz wurde mit 5x 10" in der

Hefeform befindlichen, Zellen inokuliert und bei 37°C inkubiert.

I1.5. Molekularbiologische Arbeitsmethoden

11.5.1. ARBEITEN MIT RNA

Aufgrund starker Labilitat der RNA verlangt die Arbeit mit dieser Substanz
bestimmte Vorsichtsmallinahmen. Eine Degradation der RNA kann ein
Resultat sowohl enzymatischer als auch chemischer Reaktionen sein.
Rnasen befinden sich in grolleren Mengen auf der menschlichen Haut.
Deshalb wurden Handschuhe wahrend der Arbeit getragen und die Proben
auf Eis aufbewahrt. Die GefalRoberflachen, die mit Arbeitslosungen in
Kontakt kommen sollten, wurden thermisch bzw. chemisch behandelt, um
eventuell vorhandene RNasen zu inaktivieren. Glas- und Keramikgefalle
bzw. Metallteile wurden bei ca. 200°C zwei Stunden gebacken. Plastikgefalie
und andere Gegenstande, die thermisch nicht behandelt werden konnten,
wurden mit 0,1 M NaOH 10 min behandelt und anschlielend gut mit Wasser

gespult. Das hochreine Wasser flr die Herstellung benétigter Lésungen bzw.
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zum Aufnehmen der RNA wurde direkt aus einer Wasseraufbereitungsanlage
(Millipore) benutzt. Die geernteten Zellkulturen wurden bei 4°C und
3500 upm 5 min pelletiert und das Pellet im flussigen Stickstoff
schockgefroren (Ill.1.1., 111.3.5.). Langfristig wurden die Zellen fur eine

spatere RNA-Aufreinigung und bereits isolierte RNA bei —70°C gelagert.

11.5.1.1. RNA-ISOLIERUNG AUS ZELLKULTUREN
RNA-Isolierungen aus Zellkulturen (l11.1.1.) und infizierten Mause-Organen
(l11.1.2.) erfolgte mit Hilfe von peqGOLD RNAPure™ Reagenz (PeqglLab
Biotechnologie). Das Verfahren basiert auf einer Extraktionsmethode mit
einer einphasigen Mischung aus Guanidinthiocyanat und Phenol
(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Zur Aufreinigung der RNA aus Zellkulturen
(1.4.3., 1I1.1.1.) wurden durchschnittich 5x10° bis 5x 10" Zellen
aufgearbeitet. Das Zellpellet wurde mit 1 ml peqGOLD RNAPure™ und einer
Spatelspitze voll Glassperlen versetzt. Die Zellen wurden durch funfminutiges
Vortexen aufgeschlossen. Die RNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll

des Herstellers.

11.5.1.2. ISOLIERUNG VON RNA AUS INFIZIERTEN ORGANEN
Die Isolierung der RNA aus Organen wurde in der vorliegenden Arbeit
etabliert. Die in flissigem Stickstoff schockgefrorenen Organe (11.4.4.)
wurden im peqGOLD RNAPure™-Kit (Peqlab Biotechnologie) mit dem
Ultraturrax dispergiert. Unmittelbar vor dem Aufarbeiten der Organe wurde
deren Gewicht bestimmt und pro 50-100 mg Organgewebe wurde 1 ml
peqGOLD RNAPure™-Kit verwendet. Die Gewebesuspension wurde 5 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und dann bei 12.000 x g und 4°C 10 min
zentrifugiert. Dabei wurden die Gewebereste und Fette pelletiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches EppendorfgefaR (berfiihrt und mit 200 pl
Chloroform versetzt, 10-15 s auf dem Vortexer gemischt und 5 min bei RT
inkubiert. Zur Phasentrennung wurde das Gemisch 10 min bei 12.000 x g
und 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig, ohne das man die
DNA-haltige Interphase beruhrte, abgenommen und erneut mit 500 pl
peqGOLD RNAPure™-Kit und 50 pyl Chloroform ausgeschittelt. Nach der
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Zentrifugation wurde die RNA aus der oberen Phase mit 700 ul Isopropanol
bei RT 10-15 min gefallt und 10 min bei 12.000 xg und 4°C pelletiert.
AnschlieBend wurde sie mit 70% Ethanol gewaschen und, je nach
Organgrolde, in 30-60 yl Wasser aufgenommen. Zum vollstandigen Ldsen
des RNA-Pellets wurde die Probe 10 min bei 55°C maRig geschuttelt. Die
Konzentration und Qualitat der isolieten RNA wurde sowohl photometrisch

als auch elektrophoretisch (11.5.1.5., 11.5.1.4.) bestimmt.

11.5.1.3. RNA-FALLUNG

Um stark verdunnte RNA-Losungen zu konzentrieren, wurde die RNA
entweder mit einem Volumen Isopropanol oder zwei Volumina Ethanol oder
einem Volumen 4 M LiCl gefallt. Mit Isopropanol wurde die RNA 10 min bei
RT und mit Ethanol 30 min bei —70°C aus der Lésung gefallt. Bei geringen
Mengen wurde die RNA-Fallung durch einen Zusatz von 70 ug Glycogen
(PeqLab) verstarkt. Nach dem Pelletieren durch Zentrifugation fur 10 min bei
12.000 x g und 4°C, wurde die RNA mit 70%igem Ethanol gewaschen. Bei
der Fallung mit 4 M LiCl wurde die RNA 10 min bei 3.000 xg und 4°C
zentrifugiert und anschliefiend mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die gefallte
RNA wurde nur kurz bei RT getrocknet, im Wasser aufgenommen und
10 min bei 5$5°C und maRigem Schutteln geldst.

11.5.1.4. RNA-AUFTRENNUNG
Um die RNA auf den intakten Zustand zu prufen bzw. die Mengen
abzuschatzen, wurden sie in denaturierenden Formaldehyd- und in nicht

denaturierenden Tris-Borat-EDTA- (TBE) 1% Agarose-Gelen untersucht.

Die erste Auftrennungsmethode erfolgte in Gegenwart von 1 x MOPS-Puffer
(20 MM Morpholinopropanesulphonsaure (MOPS), 8 mM Natriumacetat,
0,1 mM Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA, pH 8,0)) und Formaldehyd zu 37%
(v/v) Endkonzentration in der Agaroselésung. Der Laufpuffer bestand aus
1 x MOPS-Puffer. Vor dem Beladen des Gels wurden die RNA-haltigen
Losungen 4,5 ul mit 14,5 yl MFF-Denaturierungsladepuffer (10 x MOPS,
37% (v/iv) Eormaldehyd, 50% (v/v) Formamid) versetzt und bei 65°C fur
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15 min inkubiert. Nach dem Denaturieren wurden die Ansatze sofort auf Eis
gestellt und dann kurz zentrifugiert. Zu den Ansatzen wurden 2 ul
Beladungspuffer (50% (v/v) Glycerol, 1 mM EDTA (pH 8,0), 0,25% (w/v)
Xylencyanol und 0,25% (w/v) Bromphenolblau) hinzugegeben. Die RNA

wurde bei 5 V pro cm Gel mehrere Stunden aufgetrennt.

Schneller konnte die RNA in nicht denaturierenden 1%TBE-Gelen (90 mM
Tris-Borat (pH 8,0), 2 mM EDTA) bei 70 V fur 30 min aufgetrennt werden.
Die RNA-haltigen Lésungen nach der funfminuatigen Denaturierung bei 65°C
wurden auf Eis gestellt, mit Beladungspuffer (15% (w/v) Ficoll, 0,25% (w/v)
Xylencyanol und 0,25% (w/v) Bromphenolblau) entsprechend 1:5 versetzt
und auf das Gel aufgetragen. Die RNA im Agarose-Gel wurde in
Ethidiumbromidlésung (2 ug/ml) ca. 1 min gefarbt und auf dem UV-Tisch

analysiert.

11.5.1.5. PHOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG
Die photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA wurde bei 260 nm
Wellenlange getestet. Dabei wurde angenommen, dass bei der Extinktion 1
die Konzentration der RNA 40 pg/ml betrug. Eine DNA- bzw. Protein-freie
RNA-L6sung ergibt einen 260 nm / 280 nm-Quotienten von 1,6 - 1,8.

11.5.1.6. HERSTELLUNG VON CDNA Aus CANDIDA-ZELLKULTUREN
Die isolierte, gesamte RNA wurde fur die Expressionsanalyse mittels RT-
PCR verwendet. Es wurden 500ng bis 2ug RNA fur die in vitro
Untersuchungen (111.1.1.) zur cDNA-Synthese eingesetzt. Die Herstellung der
cDNA aus mit C. albicans infizierten Gewebe (11.5.1.7.) wurde in der
vorliegenden Arbeit etabliert. Vor einer unmittelbaren cDNA-Synthese
wurden eventuell vorhandene DNA-Reste aus den Ansatzen entfernt, indem
die RNA-Lésung mit 40 U RNaseOUT™ (Gibco BRL Life Technologies),
einem RNase-Inhibitor, und DNasel (Gibco BRL Life Technologies, bzw.
Promega) nach dem Protokoll der Hersteller behandelt wurde. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 1 yl 25 mM EDTA (pH 8,0) und Inkubation bei
70°C fur 10 min gestoppt. Gleichzeitig fuhrte die Erhitzung der Ansatze zum
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Auflésen  der  sekundaren Struktur  der  RNA. Um  diese
Konformationsanderung aufrechtzuerhalten, wurden die Ansatze gleich auf
Eis gestellt. Fur die Erststrangsynthese der DNA wurden 500 ng Oligo (dT)42-
18 (MWG), 5 x First Strand Buffer (Gibco BRL Life Technologies), 0,1 mM
DTT (Gibco BRL Life Technologies), 10 mM dNTP-Mix (MBI Fermentas) und
40 U RNaseOUT™ (Gibco BRL Life Technologies) zu den Ansatzen
hinzupipettiert. Die 20 pyl Reaktionsansatze wurden 2 min bei 42°C
vorgewarmt und nach Zugabe von 200U Superscript™-Reverse
Transkriptase (Gibco BRL Life Technologies) eine Stunde bei
gleichbleibender Temperatur weiter inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine

Erhitzung auf 70°C fur 15 min gestoppt.

11.5.1.7. HERSTELLUNG VON CDNA AUS INFIZIERTEN ORGANEN
Da der Hintergrund der Wirts-RNA sehr hoch war, wurden fir die Herstellung
der cDNA 20 pg gesamt RNA in maximal 7,8 pl eingesetzt. Die RNA wurde
zuerst im Gegenwart von 40 U RNaseOUT™ (Gibco BRL Life Technologies)
mit 2 U DNase (Gibco BRL Life Technologies) im 12 uyl Reaktionsansatz 15-
20 min bei RT inkubiert. Zum Inaktivieren des Enzyms wurde 1 pl 25 mM
EDTA hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde 10 min bei 70°C erhitzt
und anschlielend sofort auf Eis gestellt. Fur die Erststrangsynthese wurden
folgende Komponente hinzugegeben: 50 U RNaseOUT™ (Gibco BRL Life
Technologies), First Strand Buffer (Gibco BRL Life Technologies), 0,1 M DTT
(Gibco BRL Life Technologies), 500 ng Oligo (dT)12-1s (MWG) und 10 mM
dNTP-Mix (MBI Fermentas). Der Ansatz wurde 2 min bei 42°C aufgewarmt
und nach Zugabe von 200 U Reverse Transkriptase Superscript™ Il (Gibco
BRL Life Technologies) 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Durch Erhitzung des
Ansatzes auf 70°C fur 15 min wurde die Reaktion gestoppt. Die synthetisierte
cDNA wurde von RNA-Resten, Oligonukleotiden und dNTPs Uber die
NucleoSpin Extract™-Roéhrchen (Macherey-Nagel) gereinigt. Der 25 pl
Ansatz wurde mit 75 yl TE (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0))
aufgefullt und mit 400 yl NT2-Puffer (Macherey-Nagel) versetzt. Das
Gemisch wurde auf die Saule geladen und 1 min bei 6.000 x g zentrifugiert.

Der Durchlauf aus dem Sammelgefal® wurde entfernt und die gebundene
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cDNA wurde mit 500 yl NTW-Puffer (Macherey-Nagel) und anschlielend mit
500 ul NT3-Puffer (Macherey-Nagel) gewaschen. Die cDNA wurde mit 50 pl
Wasser nach der Zentrifugation bei 12.000 x g fur 1 min von der Saule eluiert

und bis zu zwei Wochen fur weitere Untersuchungen bei 4°C aufbewahrt.

Die hergestellte cDNA wurde anschlieRend auf Verunreinigungen mit
genomischer DNA Uberpruft, indem eine Amplifikation eines Intron-haltigen
Haushaltsgens durchfuhrt wurde. Fir die Kontroll-PCR wurden Primer fur
das Gen des Elongationsfaktors 13 (EFB71) gewahlt (11.5.2.11.), die
aullerhalb des Introns lokalisiert sind und bei einer Kontamination mit
genomischer DNA ein Fragment mit Intron von 918 bp erfassen. Die reine
cDNA als eine Kopie der mRNA beinhaltet kein Intron. Deshalb ergibt deren
Amplifikation mit dem gleichen Primerpaar ein kleineres Fragment von

554 bp, dessen Grole sich genau um die GroRRe des Introns unterscheidet.

11.5.2. ARBEITEN MIT DNA

11.5.2.1. ISOLIERUNG VON PLASMIDEN AUS E. cOLI-ZELLEN IM GROBEN MARSTAB
Um grol3e Mengen von Plasmid zu isolieren, wurden 250 ml Hauptkultur mit
5 ml LB-Vorkultur mit Antibiotika-Zusatz (11.2.) angeimpft. Am nachsten Tag
wurden die Zellen 20 min bei 2.000 xg und 4°C abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 5 ml 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM
EDTA resuspendiert und 300 pl 50 mg/ml in TE (11.5.1.7.) gelostem Lysozym
dazugegeben. Nach 10 min Inkubation wurde die Zellsuspension in 30 ml
Nalgene®-Roéhrchen Uberfihrt und mit 10 ml Denaturierungslésung (0,2 N
NaOH, 1% SDS) versetzt, gut gemischt und 10 min auf dem Eis inkubiert.
Zum Schluss wurden 7,5 ml von der Neutralisierungslosung (3 M Kalium, 5 M
Acetat) hinzugegeben und nach gleicher Inkubationszeit auf Eis 30 min bei
45.000 x g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 0,6 Volumen
Isopropanol versetzt und 15 min bei RT stehen gelassen. Nach dem
Pelletieren (10 min, 13.000 x g) wurde das Pellet getrocknet und in 8 ml TE-
Puffer aufgenommen. Durch Eingabe von 8 ml 5M LiCl-L6sung und

anschliellender funfzehnminltigen Inkubation auf dem Eis wurde die RNA
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gefallt. Nach dem Abzentrifugieren fur 15 min bei 20.000 x g und 4°C wurde
der Uberstand mit 1 Volumen lIsopropanol versetzt, 10 min auf dem Eis
stehen gelassen und die gefallte DNA 10 min bei 20.000 xg und 4°C
pelletiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in 5 ml TE-Puffer mit
10 ug/ml RNase aufgenommen. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C
(alternativ bei 4°C Uber Nacht) wurde die DNA-Lésung in PE-Rdhrchen
uberfihrt und zweimal mit 5 ml Phenol / Chloroform (1:1) extrahiert. Nach
jedem Ausschutteln wurde das Extrakt 4 min bei 600 x g und RT zentrifugiert
und die Oberphase jeweils in ein neues Reagenzrdohrchen Uberfuhrt.
Anschlielend wurde das restliche Phenol mit 10 ml Chloroform /
Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, abzentrifugiert und die obere Phase in 30 ml
Nalgene®-Rohrchen Uberfuhrt. Die DNA wurde mit 0,8 Volumen Isopropanol
gefallt und 1 Stunde auf dem Eis oder alternativ bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Die pelletierte DNA wurde dann mit 10 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen und
anschliellend getrocknet. Die DNA wurde, je nach Ausbeute, in 150-500 pl
TE-Puffer aufgenommen und 0,5 yl davon fur die Mengenbestimmung auf

ein Agarose-Gel (11.5.2.8.) aufgetragen.

11.5.2.2. PRAPARATION VON PLASMIDEN AUS E. COLI-ZELLEN IN KLEINEM
MARrSTAB (TENS-METHOD)
Zur Isolierung von kleinen Mengen an Plasmiden wurden 1,5 ml einer Uber
Nacht inkubierten Kultur 1 min bei maximaler Umdrehungszahl in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 100 pl
abgegossen. Darin wurde das Zellpellet resuspendiert und mit 300 pl
5 x TENS-Puffer (1 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 N
NaOH, 0,5% (w/v) SDS) versetzt. Die gut gemischte Zellsuspension wurde
5 min bei RT lysiert. Anschlieend wurden 150 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
hinzugegeben und wieder gut gemischt. Durch eine dreiminutige
Zentrifugation in der Tischzentrifuge wurden Zellreste und ausgefallene
Proteine pelletiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReagenzgefaR mit 1 ml
96%igem Ethanol Uberfuhrt, gemischt und erneut 3 min zentrifugiert. Das
Nukleinsaure-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol versetzt, 1 min bei

maximalen Umdrehungen zentrifugiert und getrocknet. Das Pellet wurde in
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30 yl TE-Puffer (11.5.1.7.) mit 20 pg/ml RNase resuspendiert. Von dieser
DNA-L6sung wurden 5 ul anschlieend fir einen Restriktionsendonukleasen-

Verdau (I1.5.2.7.) eingesetzt.

11.5.2.3. PRAPARATION GENOMISCHER DNA Aus CANDIDA SP. IM GROREN
MARSTAB
Um groRe Mengen der genomischen DNA aus Candida sp. zu isolieren
wurden 50 ml Zellkultur in einem Falcon-Tube 5 min bei 1.550 x g und RT
zentrifugiert und das Zellpellet in 2ml 0,9M Sorbitol, 0,1M EDTA
resuspendiert. AnschlieRend wurden 20 yl 14 mM Mercaptoethanol sowie
eine Spatelspitze Lyticase (entspricht ungefahr 0,2% (w/v) Endkonzentration)
hinzugegeben. Der Ansatz wurde 30-90 min bei 37°C inkubiert und dann
10 min bei 6.200 x g und RT zentrifugiert. Das Protoplasten-Pellet wurde in
2,45 ml 50 mM EDTA, 75 mM Tris Base, 0,4%igem (w/v) SDS aufgenommen
und bei 65°C 30-90 min in einem Wasserbad inkubiert. Mit 400 pl 5 M
Kaliumacetat wurden aus dem Zelllysat die Proteine gefallt und 10 min bei
6.200 x g und RT pelletiert. Der Uberstand wurde in einem neuen Tube mit
zwei Volumina 96%igem Ethanol versetzt und kurz bei RT stehen gelassen.
Die bei 6.200 x g und bei RT fur 10 min pelletierten Nukleinsguren wurden
mit 3 ml 70%igem Ethanol versetzt und erneut 5min bei 6.200xg
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 4,5 ml TE aufgelést und 0,5 ml 10% (w/v)
SDS, sowie eine Spatelspitze Proteinase K (entspricht ungefahr 0,2% (w/v)
Endkonzentration) wurden zugegeben. AnschlieRend wurde bei 37°C
mindestens 45 min geschuttelt. Der Ansatz wurde mit einem Volumen Phenol
/ Chloroform (1:1) aufgeschattelt und zur Phasentrennung 10 min bei 600 x g
zentrifugiert. Die obere Phase wurde in einem neuen Tube mit zwei Volumina
96%igem Ethanol versetzt und die gefallte DNA, wie oben beschrieben,
gewaschen. Das Pellet wurde dann in 2 ml TE-Puffer und 10 yl 10 mg/ml
RNase A-Stammlésung aufgenommen und bei 37°C 30-90 min in einem
Wasserbad inkubiert. Die DNA wurde mit einem Volumen Isopropanol gefallt
und mit 2ml 70%igem Ethanol gewaschen. Das DNA-Pellet wurde
schlief3lich in 100-200 pl TE-Puffer aufgenommen und uber Nacht bei 4°C

zum Resuspendieren stehen gelassen.
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11.5.2.4. PRAPARATION GENOMISCHER DNA AuUs C. ALBICANS IN KLEINEM
MARSTAB
Zur Aufreinigung von geringen Mengen genomischer DNA aus C. albicans
wurden 1,5 ml von einer Uber Nacht inkubierten Kultur 5 min bei 2.500 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200yl 0,9 M Sorbitol, 0,1 M EDTA
aufgeldst, und es wurden 2 ul 14 mM Mercaptoethanol sowie eine
Spatelspitze Lyticase (entspricht ungefahr 0,2% (w/v) Endkonzentration)
dazugegeben. Die Ansatze wurden 30-90 min bei 37°C inkubiert und 5 min
bei 2.500 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 245 ul 50 mM EDTA,
80 mM Tris Base, 0,4%igem (w/v) SDS resuspendiert. Die Ansatze wurden
30-90 min bei 70°C in einem Heizblock inkubiert. AnschlieRend wurden 40 pl
5M Kaliumacetat zugegeben und 5 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reagenzgefall tberfiihrt und mit
einem Volumen Isopropanol versetzt. Nach kurzer Inkubation bei RT wurden
die Nukleinsauren 20 min bei 13.000 x g pelletiert, mit 70%igem Ethanol
gewaschen und anschlielend bei 13.000 x g 5 min erneut zentrifugiert. Der
Ethanol-Uberstand wurde vollstdndig abgenommen, das Pellet bei RT
getrocknet und in 50 ul TE-Puffer mit RNase (50 pg/ml) resuspendiert. Zehn

Mg wurden fur eine Southern-Blot-Analyse (11.5.2.12.) eingesetzt.

11.5.2.5. PHENOL / CHLOROFORM-EXTRAKTION VON DNA

Um Proteine aus DNA-L6sungen zu entfernen, wurden diese mit Phenol /
Chloroform (1:1) extrahiert. Die DNA-haltige Losung wurde nach Bedarf auf
ein Mindestvolumen von 100 yl mit TE-Puffer aufgefullt und mit einem
Volumen Phenol / Chloroform (1:1) ausgeschuttelt. Zur Phasentrennung
wurde der Extrakt zentrifugiert, die obere wassrige Phase abgenommen und
in ein neues Reagenzgefal® uberfuhrt. Aus dieser Phase wurde die DNA mit
Ethanol gefallt (11.5.2.6.).

11.5.2.6. FALLUNG VON DNA Aus LOSUNGEN
Mittels DNA-Fallung mit Ethanol, Isopropanol oder Butanol wurde DNA aus
stark verdunnten Ldsungen angereichert. Fur die Fallung der DNA aus

kleinen Volumina wurde standardmallig Ethanol verwendet. Bei den stark
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verdinnten DNA-Lésungen bzw. groRen Volumina wurde Isopropanol
eingesetzt. Zum Entsalzen der DNA in kleinen Volumina, wie z. B. nach einer
Ligation (I1.5.2.16), wurde Butanol verwendet. Bei der Ethanol- bzw.
Isopropanol-Fallung wurde die DNA-haltige Losung mit 0,1 Volumina 3 M
Natriumacetat (pH 5,4) und zwei Volumina 96%igem Ethanol bzw.
0,1 Volumina 3 M Natriumacetat (pH 5,4) und 0,8 Volumina Isopropanol
versetzt. Bei Ethanolfallungen wurden Ansatze 10 min auf dem Eis inkubiert
und die DNA 30 min bei maximalen Umdrehungen und 0°C pelletiert. Die mit
Isopropanol gefallte DNA wurde bei RT inkubiert und zentrifugiert. Das DNA-
Pellet wurde in beiden Fallen anschlieBend mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Bei der Fallung mit Butanol wurden die Ansatze auf 50 pl
aufgefullt und mit 10 Volumen Butanol versetzt. Dieser Ansatz wurde gut
gemischt, bis die Phasentrennung nicht mehr sichtbar war, und 15 min bei
RT und maximaler Umdrehungszahl zentrifugiert. Der Butanol-Uberstand
wurde restlos abgenommen. Nach allen Fallungsmethoden wurde das DNA-

Pellet getrocknet und in destilliertem Wasser bzw. TE-Puffer aufgenommen.

11.5.2.7. HYDROLYSE VON DNA DURCH RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN
Fir die Restriktion von DNA wurden als Minimum 10 pl Ansatze eingesetzt.
Diese setzten sich aus der DNA, einem, dem Enzym entsprechenden Puffer
des Herstellers und dem jeweiligen Enzym zusammen. In der Regel wurden
fur einen vollstandigen Verdau 3 U Enzym pro ug Plasmid-DNA bzw. 5 U
Enzym pro pug genomischer DNA eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 1-
24 Stunden. Die Inkubations- bzw. Inaktivierungstemperaturen wurde vom

Hersteller (MBI Fermentas, BioLabs, Roche und Pharmacia) vorgegeben.

11.5.2.8. AGAROSEGELELEKTROPHORESE
Die analytische Auftrennung von DNA erfolgte in der Regel in 1% (w/v) TBE-
Agarose-Gelen (11.5.1.3.) in Horizontalelektrophorese-Kammern. Die
Auftrennung unbehandelter, genomischer DNA wurde in 0,8% (w/v) Agarose-
Gelen durchgefuhrt. Fur die Praparation von DNA-Fragmenten aus der
Agarose-Gelen (I1.5.2.9.) wurden modifizierte 1% (w/v) TAE-Agarose-Gele
(40 mM Tris-Acetat (pH 8,0), 0,1 mM Natrium-EDTA) angewendet. Die DNA-
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Ansatze wurden mit dem Beladungspuffer (15% (w/v) Ficoll, 0,25% (w/v)
Xylencyanol und 0,25% (w/v) Bromphenolblau) 5:1 vermischt und auf das
Gel aufgetragen. Zur GrofRRen- bzw. Mengenbestimmung der Fragmente in
den Proben wurden kommerzielle DNA-Langenstandards (MBI Fermentas,
Eurogentec) mit definierten Fragmenten auf das Gel mitaufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei einer angelegten Spannung von 50V bis 180 V
durchgefuhrt. Die Agarose-Gele wurden anschlieBend in einer
Ethidiumbromidlésung (2 pg/ml) 10 min inkubiert und chemolumineszierende

DNA-Fragmente wurden auf dem UV-Tisch analysiert.

11.5.2.9. ELUIEREN VON DNA-FRAGMENTEN AUS EINEM AGAROSE-GEL
Um ein definiertes DNA-Fragment zu isolieren, erfolgte die Auftrennung der
DNA in einem Agarose-Gel (I1.5.2.8.) mit extra breiten Taschen. Fur eine
scharfere Auftrennung wurde eine Spannung von maximal 50 V angelegt.
Die DNA wurde mit Ethidiumbromid gefarbt und das richtige Fragment auf
einem UV-Tisch mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe
des Prep-A-Gene® DNA Isolierungs-Kits (Bio-Rad) bzw. NucleoSpin Extract
Kit (Macherey & Nagel) bzw. Ultrafee®-DA (Millipore) aus dem Agarose-Gel

eluiert.

11.5.2.10. DNA-KONZENTRATIONSBESTIMMUNG
Die DNA-Konzentration lasst sich spektralphotometrisch bei 260 nm
Wellenlange bestimmen, wobei angenommen wird, dass bei der Extinktion 1
die Konzentration doppelstrangiger DNA 50 ug/ml und einzelstrangiger DNA-
Oligonukleotiden 33 pg/ml betragt.

In Agarose-Gelen lasst sich die DNA-Konzentration visuell bestimmen, indem
man die DNA zusammen mit einer definierten Menge von Marker-DNA
elektrophoretisch auftrennt und sie nach Anfarben mit Ethidiumbromid mit

dieser vergleicht.
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11.5.2.11. POLYMERASE-KETTEN-REAKTION
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde zur Amplifikation bestimmter
DNA-Fragmente angewandt. Fur die Ansatze wurden Puffer und MgCl,-
Losungen vom Hersteller eingesetzt. Die Amplifikation langer Fragmente
uber 3 kb und von Fragmenten zwecks weiterer Klonierung erfolgte mit Hilfe
des Expand™ Long Template PCR Systems (Roche) mit Kontrolllesefunktion
(,Proof reading”) bzw. eLONGase™ Enzyme Mix (Gibco BRL) nach den

Protokollen der Hersteller.

Primer Sequenz (5°—3’)
hisG 3" 3’ GGCGCGACTTCGACAGAACC
S6Re 5 AAGGCCTTGACATAGTACGCCTCAAATGGAAG
3 AAGGCCTTTATCACTACATTAAAGTTCACTCAC
SAP9 & GTGCCACCAAATGAGAC
52 CTCAATACTGCCGATGC
53 CTGCTAAGGCACCTTTCAAA
32 TAAACCAAAACATAGTAGGATA
9Sacl & CGAGCTCGTGCCACCAAATGAGAC
9Xhol 3’ CCGCTCGAGCGGTATAAGACACTTGAGCTA
SAP10 10B AAGAGTGGCCAAGAGCATCA
10T7RI CGGATGATGATCTCAACCTAC
10T7R2 ACTCGTCAAATTCCACCACGT
10T7R3 CAACAAGTACTTCATTTACAC
10T3-1 CAAATTCGTCACATTCACTG
10T3-2 TGTCGTTGATAAGAGGCATTG
10T3-3 TAATATCCAAACTACCAAATC
10Kpnl 3’ CGGGGTACCCCGTCAGATACACTCGATCTATTGGC
10HindIll 3 CCCAAGCTTGGGTGTAAATGAAGTATTTGTTGG
10Sacl 5 CGAGCTCGTAATAATGAATTTTGTATT
URA3 5-Pstl AACTGCAGAACCAATGCATTGGAGTACTAATAGGAATTGATTTGG
3’-Pstl AACTGCAGAACCAATGCATTGGTGATTGTAAATAGTAATAATTAC
Yapsin1 YPS1 3 AACAAGCGCGACGACGACTC
YPS15 GTGCCATGGATATTTCAAGATTC
Yapsin2 YPS2 3 CTTTGGCTAGCGTGGTTGAGAG
YPS2 5’ GATTGTGTCCTCCGTTTTCTTTTC

Tab. 5. Die fur Klonierungen, Sequenzierungen, Herstellung von den Sonden
und Analyse von C. albicans Mutanten in der Arbeit verwendeten Primer.

Um die Amplifikation unspezifischer Fragmente zu reduzieren, wurde eine
sogenannte ,hot start* PCR mit Zugabe von Tag-Polymerase erst nach dem

ersten Denaturierungsschritt angewandt. Die Test-PCR bzw. PCR mit cDNA
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als Template (11.5.1.6., 11.5.1.7.) wurden mit Tag DNA Polymerase (Gibco
BRL Life Technologies) durchgefihrt.

In Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Primer bei den Firmen MWG-
Biotech AG und TIB wmoLBIOoL Syntheselabor hergestellt. Die
Klonierungsprimer (Tab. 5) wurden mit Restriktionsschnittstellen entworfen
(11.5.2.16.). Die Palindrome in solchen Primer sind unterstrichen. Primer, die
fur die Sequenzierungen und Analysen von C. albicans Mutanten verwendet

wurden, sind ebenfalls in der Tabelle 5 aufgefuhrt.

Primer Sequenz (5°—3’) Fragment- Tm Publikation
GroRe

EFB1 & ATTGAACGAATTCTTGGCGAC 554 bp (cDNA) SCHALLER et al., 1999

3 CATCTTCTTCAACAGCAGCTTG 918 bp (gDNA) SCHALLER et al., 1999
SAP1 5 AGGGAAAGGTATTTACACT SCHALLER et al., 1999

3 GATTTGCTTACATAGTAAGTAC 1002 bp SCHALLER et al., 1999
SAP2 5 GTTGATTGTCAAGTCACTTATAGTG SCHALLER et al., 1999

3 TCTTAGGTCAAGGCAGAAATACTGG 898 bp SCHALLER et al., 1999
SAP3 &5 TGGATTGGAACATTTCTAATTC SCHALLER et al., 1999

3 CAATCTCCAGAGGAGTACTTCC 1285 bp SCHALLER et al., 1999
SAP4 5 TTTTCATTAACAACCAACCATTC SCHALLER et al., 1999

3 GTCCTGGTGGCTTCGTTGC 739bp SCHALLER et al., 1999
SAP5 &' CCATACATTCAAATGGCAAGCTCG 62°C  vorliegende Arbeit

3 ATAATTAATCTAAAGTCAAAGTTC 1544 bp SCHALLER et al., 1999
SAP6 5 TTCTTCAAACGTTTTAATTCTCT SCHALLER et al., 1999

3 CATAAATGACTTCAAAATATAAAT 1516 bp SCHALLER et al., 1999
SAP7 & TCTTCTTCACTGGAAGCTGC 57°C  vorliegende Arbeit

3 AGGAACAACGGCATGGTTATC 1199 bp 57°C  vorliegende Arbeit
SAP8 &' TGGCTCAAGGTCTTGCTATC 57°C  vorliegende Arbeit

3 CTCTATAAAGTAGAAATACTTGA 1161 bp SCHALLER et al., 1999
SAP9 &' CTCAATACTGCCGATGC 51°C  vorliegende Arbeit

3 TAAACCAAAACATAGTAGGATA 717 bp 52°C  vorliegende Arbeit
SAP10 5 CGGATGATGATCTCAACCTAC 57°C  vorliegende Arbeit

3 CAAATTCGTCACATTCACTG 955 bp 53°C  vorliegende Arbeit

Tab. 6. Primer zur Expressionsanalyse von SAP-Genen in vitro.
Abklrzung: Tm - Annealing Temperatur, gDNA — genomische DNA.
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In den Tabellen 6 und 11 (lll.1.2.) aufgeflihrten Primer wurden bei der
Untersuchung der Expression der SAP-Gene in vitro (111.1.1.) und in vivo
(M11.1.2.) mittels RT-PCR (11.5.1.5.) verwendet.

Mit Hilfe eines zyklischen Gradienten-Thermoblock (Biometra) wurde eine
optimale ,Annealing“-Temperatur der Primerpaare ermittelt. Die PCR wurde
in der Regel im 25ul Ansatz durchgefuhrt. Die grundsatzliche
Zusammensetzung der PCR-Ansatze ist in der Tabelle 7 zusammengefasst.
Der zyklische Thermoblock (Primus (MWG), Personal (Biometra)) in dem die
Reaktion ablief, wurde vor dem Start der Amplifikation auf 95°C vorgeheizt.
Die PCR-Programme wurden nach dem folgenden Muster programmiert: der
erste Zyklus dauerte 3 min bei 94°C, die nachsten 25 bis 40 Zyklen je 30 s
bei 94°C, 30 s bei 50°C-68°C und 60 s pro 1000 bp langes Fragment bei
72°C. Abschliel3end wurden die PCR-Ansatze 8 min bei 72°C inkubiert.

Stocklésung Endkonzentration

10 x PCR-Puffer ohne MgCl, 1x

50 mM MgCl, 1,5 mM

10 mM dNTP-Mix (MBI Fermentas) 0,2 mM von jedem Nukleotid
100 pmol/ul Primer 50 pmol von jedem Primer
Template-DNA 100 ng

100 pg/ml BSA (MBI Fermentas) 125 ng

Taq-Polymerase (5 U/pl) 1,25 Units

Tab. 7. Standard-Zusammensetzung der PCR-Ansatze.

11.5.2.12. SOUTHERN-BLOT
Zur DNA-Detektion wurde die Methode der nicht radioaktiven DIG-DNA-
Markierung mit Hilfe des DIG Easy Hyb Kits (Roche) angewandt. Die
hochsensitiven, DIG-markierten Sonden wurde in einer PCR mit dem PCR
DIG Probe Synthesis Kit (Roche) hergestellt. Die PCR-Produkte wurden aus
geringen Mengen genomischer DNA (1-100 ng) amplifiziert und unter den
gleichen Bedingungen, wie bei einer optimierten PCR (11.5.2.11.) markiert.

Die DIG-Markierung wurde durch eine Agarose-Gelelektrophorese (11.5.2.8.)
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Uberpruft. Durch den Einbau von DIG-dUTP in die Amplifikate erhdhte sich
im Vergleich zu nicht markierten Fragmenten das Molekulargewicht der PCR-
Fragmente. Fur die Hybridisierung wurden mindestens 2 pyl von dem PCR-
Ansatz pro ml Hybridisierungslosung angesetzt. Die Sonden wurden bei -
20°C aufbewahrt und bei Wiederverwendung 10 min bei 68°C denaturiert.

Die zu untersuchenden DNA-Fragmente wurden in einem 1%igen-
Agarosegel (11.5.2.8.) mit DIG markiertem DNA-Langenstandard VIl (Roche)
bei 70 V fur 3-4 Stunden getrennt. Der Vakuumblotter (Amersham Pharmacia
Biotech) wurde fiur die Inbetriebnahme vorbereitet und Uber eine
Waschflasche an einer Vakuumpumpe angeschlossen, die auf 30-50 mbar
eingestellt war. Auf das Gel wurde mit einer Glaspipette
Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) aufgetragen, und 20 min
denaturiert. Die Loésung wurde dann abgenommen und eine
Neutralisierungslésung (1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCI (pH 7,5)) flr den gleichen
Zeitraum aufgetragen. Die DNA wurde 2-5 Stunden mit 20 x SSC (3 M NaCl,
0,3 M Na-Citrat (pH 7,0-7,2)) auf eine Nylonmembran (Amersham Pharmacia

Biotech) Ubertragen.

AnschlieRend wurde die Nylonmembran im UV-Crosslinker bestrahlt, um die
transferierte DNA kovalent an die Membran zu binden. Die Membran wurde
in 6xSSC angefeuchtet und gerollt in eine Hybridisierungsflasche
eingefihrt. Die Membran wurde 30 min bis 1 Stunde bei 42°C im
vorgewarmten DIG Easy Hyb-Hybridisierungspuffer (Roche) prahybridisiert
und anschlief3end Uber Nacht bei gleicher Temperatur mit einer denaturierten
Sonde hybridisiert.

Die Membran wurde in der Hybridisierungsflasche weiter gewaschen. Nach
Hybridisierungen mit homologen Sonden wurden hochstringente
Bedingungen mit hdéheren Temperaturen wahrend des Waschvorganges
gewahlt. Fur weniger homologe Sonden wurden niedrigere Temperatur und

ein hoherer Salzgehalt beim Waschen gewahlt (Tab. 8).
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nierigstringente Bedingungen hochstringente Bedingungen
5x SSC/0,1% SDS (2 x 5 min, RT) 2xSSC/0,1% SDS (2 x 5 min, RT)
2xSSC/0,1% SDS (2 x 15 min, 42°C) 0,2 x SSC/0,1% SDS (15 min, 65°C)

0,1 x SSC/0,1% SDS (15 min, 65°C)

Tab. 8. Waschschritte der Nylonmembran nach dem Hybridisieren.

Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen der Antikorper erfolgte mit
0,1% (w/v) Blockierungsreagenz (Roche) im B1-Puffer (100 mM Maleinsaure,
150 mM NaCl (pH 7,5 mit NaOH-Platzchen eingestellt)) fir 30 min bei RT.
Unter den gleichen Bedingungen wurde mit der Antikdrperlosung (Anti-
Digoxigenin-Antikorper (Roche) 1:7500 in B2-Puffer verdinnt, durch 1,2 um
Filter filtriert) inkubiert. Beide Losungen wurden mehrmals verwendet und
nach jedem Gebrauch filtriert. Anschlieliend wurde die Membran zweimal
15 min mit Waschlosung (0,3% (v/v) Tween 20 in B1-Puffer) gewaschen, in
der B3-Lo6sung (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9,5)) 5 min aquilibriert
und mit CDP-Star (Roche, 1:100 in B3-Puffer verdunnt) benetzt. Dabei wurde
die Membran auf eine Seite eines zurecht geschnittenen Polyethylen- (PE)
Schlauches aufgelegt und mit der anderen Seite des Schlauches nach dem
Auftragen von CDP-Star zugedeckt. Die Luftblasen wurden herausgedruckt.
Die Membran wurde 5 min bei RT inkubiert. Die Membran wurde kurz mit
Whatman-Papier abgetupft und in einen neuen PE-Schlauch eingeschweilit.
Ein Rodntgenfilm wurde zunachst fur 10-20 min aufgelegt. Nach der
Entwicklung des Filmes wurde nach Bedarf ein weiterer Film langer oder

klrzer exponiert.

11.5.2.13. KOLONIE-HYBRIDISIERUNG
Diese Methode erlaubt es, nach einer Transformation eine grof3e Anzahl an
Bakterienkolonien auf das Vorhandensein eines Inserts zu testen. Die
gepickten Klone wurden auf zwei LB-Selektionsplatten-Platten (l.2.) mit
aufgelegten karierten Nylonmembranen (Amersham Pharmacia Biotech) in
gleicher Anordnung ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C in einem

Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden beide Platten bei 4°C
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gelagert. Eine von den Platten wurde nach 30 min weiter verarbeitet. Die
Membran wurde von der Platte abgenommen und 15 min in einer
Denaturierungslosung (0,5N NaOH, 1,5M NaCl), 15min in einer
Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCI (pH 7,5)) und 10 min in
2 x SSC inkubiert. FUr jede Lésung wurde eine Petrischale mit ausgelegtem
Whatman-Filter vorbereitet, und nach jedem Ldsungswechsel wurde die
Membran mit einem frischen Whatman-Blatt abgetupft. Dann wurde die
Membran im UV-Crosslinker bestrahlt und auf sauberer Aluminiumfolie
ausgelegt. Auf eine @ 82 mm Membran wurden 500 uyl 2 mg/ml Proteinase K
gleichmafig aufgetragen, die Aluminiumfolie geschlossen und 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Die Membran wurde dann zwischen zwei mit Wasser
getrankten Whatmanpapier-Blattern zusammengerollt. Die Zell- und
Agarreste wurden vorsichtig und mdglichst restlos durch das Abziehen des
oberen Whatman-Blattes entfernt. Die DNA auf der Membran wurde

daraufhin, wie beim Southern-Blot, prahybridisiert, hybridisiert und detektiert.

11.5.2.14. SEQUENZIERUNG
Die Sequenzierung wurde mit dem ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaktion Kit durchgefuhrt. Die DNA wurde entweder
nach der ,Maxi-Prap“-Methode oder mit dem Midi-Prap (Macherey-Nagel) Kit
isoliert. Fur eine Sequenzreaktion wurde folgender Ansatz eingesetzt
(Tab. 9).

Terminator Ready Reaktion Mix 2 ul
Template (doppelstrangige DNA) 0,3-0,5 pg
Primer 10-15 pMol
DMSO 5%

Tab. 9. Zusammensetzung einer Sequenzreaktion.

Der Ansatz wurde auf 20 yl Endvolumen aufgefullt und mit einem Tropfen

Mineraldl Uberschichtet. Der zyklische Heizblock wurde unmittelbar vor dem
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Reaktionsstart auf 95°C vorgeheizt. Die Sequenzreaktion wurde unter den

Bedingungen, die in der Tabelle 10 angegeben sind, durchgefihrt.

1 Zyklus 96°C 3 min

35 Zyklen 98°C 50s
55°C 50s
60°C 4 min

Tab. 10. Programm fiir eine Sequenzreaktion.

Der Ansatz wurde nach dem Reaktionsablauf élfrei abgenommen und mit
80 yl 0,3 M Natriumacetat, pH 4,6 und 250-300 pul 96%igem Ethanol
prazipitiert. Nach dem Zentrifugieren (20 min, maximale Umdrehungen)
wurde der Uberstand vollstdndig abgenommen und das DNA-Pellet ohne
Waschen getrocknet. Das DNA-Pellet wurde zum Sequenzieren an das
Servicelabor im Institut fur Zellbiochemie und klinische Neurobiologie,

Universitatskrankenhaus Eppendorf (Hamburg) weitergeleitet.

11.5.2.15. DEPHOSPHORELIERUNG VON LINEARISIERTEN VEKTOREN
Alkaline Phosphatasen sind Phosphomonoesterasen, die die Phosphatreste
von den 5’-Enden der DNA bei alkalischen pH-Werten unter 8 entfernen. Um
die Religation des Vektors zu vermeiden, wurden unmittelbar vor einer
Ligation (11.5.2.16.) die Behandlung des linearisierten Vektors mit CIAP (,Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase“, MBI Fermentas bzw. Gibco BRL Life
Technologies) vorgenommen. Die Reaktion wurde nach den Protokollen der
Hersteller durchgefuhrt. Der Reaktionsansatz wurde nach der Inaktivierung
des Enzyms auf ein praparatives Agaroge-Gel (11.5.2.8.) aufgetragen und
aufgetrennt. Die gewahlten Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten,

aus der Agarose eluiert (11.5.2.9.) und fir die Ligation (I1.5.2.16.) eingesetzt.

11.5.2.16. LIGATION
Um die einzelnen DNA-Moleklle zusammenzufligen, wurde eine T4-Ligase
(MBI Fermentas) bzw. Ready-To-Go™T4 DNA Ligase (Amersham
Pharmacia Biotech) verwendet. Die von dem Hersteller angegebenen
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Reaktionsbedingungen der Ligation wurden eingehalten. Als molares
Verhaltnis von DNA-Fragment und Vektor wurde fir eine Ligation mit
uberstehenden Enden (,sticky ends®) ein Verhaltnis von 1:1 und fur eine
Ligation mit glatten Enden (,blund ends®) entsprechend ein Verhaltnis von
3:1 gewahlt. Die PCR-Fragmente (11.5.2.11.) wurden in den pGEM®-T Vector
(Promega) oder den TOPO® XL PCR Cloning Vector (Invitrogen) kloniert.

11.5.2.17. ELEKTROPORATION VON E. COLI-ZELLEN
Die Elektroporation von E. coli ist eine sehr effiziente
Transformationsmethode, bei der die bakterielle Zellmembran kurz durch
einen elektrischen Impuls destabilisiert wird. Dieser Zustand wird zur
EinfUhrung einer Fremd-DNA in die Zelle ausgenutzt. Vor einer
Elektroporation missen sowohl die Ligationsansatze als auch die Zellen
selbst entsalzt werden. Um die Lidationsansatze zu entsalzen wurden diese
mit 35 pg Glycogen (PeqglLab) und 2,5 Volumen 96%igem Ethanol gefallt und
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Alternativ wurde der Ligationsansatz mit
Butanol gefallt (11.5.2.6.). Das DNA-Pellet wurde gut getrocknet und in 10 pl
Millipore-Wasser aufgenommen. Die Halfte oder ein Viertel des Ansatzes
wurde in einer Transformation eingesetzt. Zur Kontrolle der
Transformationseffizienz wurden 10 pg ungeschnittener pBluescript SK (+/-)

in einem zusatzlichen Ansatz transformiert.

Die zu transformierenden E. coli-Zellen (I1.1.) wurden in 500 ml LB-Medium in
einem 2-Literkolben mit 2,5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft. Die Kultur
wurde bei 37°C unter starkem Schutteln (250 upm) bis zu einer ODegoo
zwischen 0,5 und 0,6 wachsen gelassen. Nach dem Erreichen der
gewunschten Zelldichte wurden die Kulturen 10-15 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden 20 min bei 2.000 x g und 2°C sedimentiert. Das Zellpellet
wurde in 5 ml eiskaltem Millipore-Wasser resuspendiert und weitere 500 ml
eiskaltes Wasser wurden zugegeben. Die Zellen wurden erneut bei gleichen
Bedingungen pelletiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet in der
restlichen Flussigkeit resuspendiert. Nach erneuter Zugabe von 500 ml

eiskaltem Wasser wurde der Vorgang wiederholt. Die Zellsuspension wurde
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in ein 50 ml Falcon-Tube Uuberfiihrt und 10 min bei 2.000 xg und 2°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und die Zellen in 500 pl

bis 700 pl eiskaltem Wasser aufgenommen.

Der Ligationsansatz und 100 pl der Zellsuspension wurden in
Elektroporations-Kuvetten aliquotiert und 5 min auf Eis inkubiert. Die
Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV und 25 yF. Nach der Elektroporation der
Zellen wurden diese in 900 pl SOC-Medium (11.2.) 30-60 min bei 37°C unter
Schutteln inkubiert und auf LB-Agar mit Antibiotika (I1.2.) ausgestrichen. Am

nachsten Tag wurden die Platten ausgewertet und weiter verarbeitet.

11.5.2.18. GEZIELTE MUTAGENESE VON C. ALBICANS

Um Virulenzfaktoren bei C. albicans zu erforschen, wurden bei den ersten
Versuchen in den 80er Jahren durch chemische und UV-Mutagenese
Mutanten hergestellt, die moglicherweise mehrere und keine definierten
Mutationen aufwiesen. Fur ein sequentielles Ausschalten von zwei Allelen
eines Zielgenes in einem Genlocus (KURTZ & MARRINAN, 1989), stehen nur
wenige Selektionsmarker zur Verfugung. Die Selektionsmarker kdnnen im
Gegensatz zur Backerhefe S. cerevisiae wegen des ausschlieBlich
asexuellen Lebenszyklus von C. albicans nicht durch eine Ruckkreuzung aus
dem Gen eliminiert und zum Ausschalten eines weiteren Gens angewendet
werden. Von ALANI et al. (1987) wurde eine Methode fir S. cerevisiae
beschrieben, bei der nur ein einzelner Selektionsmarker (URA3) fur mehrere
Disruptionen angewendet wurde. Eine modifizierte Methode, die auf den
gleichen Prinzipien beruht, wurde auch fur C. albicans entwickelt (FONzI &
IRWIN, 1993).

Das URA3-Gen von C. albicans wurde in einem sogenannten URA-Blaster
mit zwei direkt flankierenden identischen Sequenzen des hisG-Gens von
Salmonella typhimurium kloniert. Durch eine gezielte Mutagenese von
C. albicans mit einem spezifischen URA-Blaster wurde dann der auxotrophe
Ura-Stamm CAI4 (l.1.) von C. albicans hergestellt, der, mit Ausnahme des

URA3-Gens, keine weiteren Unterschiede zum parentalen Stamm SC5314
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(11.1.) zeigte. Durch das Ausschalten des URA3-Gens wurde ein Defekt in der
Pyrimidin-Biosynthese hervorgerufen und die Mutanten konnten nur bei der
Anwesenheit von Uridin im Medium existieren. Wird jedoch der CAl4-Stamm
(Aura3/ Aura3) mit einem Ura-Blaster, der flankierende Sequenzen eines
Zielgens enthalt, transformiert, kann durch eine homologe Rekombination ein
intaktes Zielgen ausgeschaltet werden (KuRTz et al., 1986). Diese
Transformanten Uberleben in einem Selektionsmedium ohne Uridin. Um
anschlielfend den URA3-Marker wieder verwenden zu konnen, ist man nun
auf eine zufallige Rekombination angewiesen. Eine cis-Rekombination
zwischen zwei hisG-Sequenzen schliel3t das URA3-Gen und eine der beiden
Kopien der hisG-Sequenzen aus. Die daraus resultierenden Ura-Klone
wurden auf einem Minimalmedium mit einem FOA-Zusatz selektiert, der flr
Ura®-Zellen toxisch ist (BOEKE et al., 1984). In den heterozygoten Klonen
wurde dann erneut mit der Ura-Disruptionskassette transformiert und das
zweite Wildtyp-Allel durch die Integration der Kassette ausgeschaltet. Dieser
Vorgang ist wiederholbar, so dass der URA3-Marker auch fur das

Ausschalten weiterer Gene regeneriert werden kann.

11.5.2.19. TRANSFORMATION VON C. ALBICANS

1.5.2.19.1. PROTOPLASTIERUNG VON C. ALBICANS-ZELLEN UND
TRANSFORMATION MITTELS PEG-BEHANDLUNG
Flnfzig ml YPG-Medium (11.2.) wurden mit 2-3 ml einer Vorkultur angeimpft,
so dass die Start-Zelldichte zwischen 0,2 und 0,3 bei ODggp lag. Die Zellen
wurden dann bei 30°C bis ODgpp=0,8-0,9 kultiviert und 5 min bei 1.600 x g
bei RT pelletiert. Das Pellet wurde in 5 ml 1 M Sorbitol, 50 mM Dithiothreitol,
25mM EDTA (pH 8,0) resuspendiert und 5min bei 30°C in einem
Wasserbad inkubiert. Fur die Protoplastierung wurden die Zellen erneut unter
gleichen Bedingungen zentrifugiert, in 5 ml 0,1 M Natriumcitrat (pH 5,8), 1 M
Sorbitol, 25 mM EDTA resuspendiert und mit 50 pl R-Glucuronidase versetzt.
Nach 1 Stunde Inkubation bei 30°C wurden die Protoplasten 5 min bei
600 x g pelletiert und zum Schluss in 0,5ml 1 M Sorbitol, 10 mM CaCl,,
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10 mM Tris-HCI (pH 7,5) aufgeldst. Die Zellsuspension wurde zu je 100 pl in

Eppendorfreaktionsgefalle aliquotiert.

Zu den aliquotierten Protoplasten wurden 10 yg DNA und 3,3 pl 10 mg/ml
Yeast-maker-Carrier DNA (Clontech Laboratories) pipettiert, 15 min bei RT
inkubiert und 10 Volumina von 20% (w/v) Polyethylenglykol 4000, 10 mM
CaCly, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) hinzugegeben. Nach 15 min Inkubation bei
RT wurden die Protoplasten 5 min bei 600 x g abzentrifugiert und in SD-
Medium mit 1 M Sorbitol (l.2.) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf
SD-Agar mit Sorbitol (l.2.) gleichmaRig ausgestrichen und mindestens
5 Tage bei 30°C inkubiert. Die Transformanten wurden vor einer weiteren

Verwendung auf SD-Platten ohne Sorbitol (11.2) Ubertragen.

1.5.2.19.2. TRANSFORMATION VON C. ALBICANS NACH LITHIUMACETAT-
BEHANDLUNG
Die Zellkultur wurde wie bei der ersten Methode (11.5.2.19.2.) kultiviert. Das
linearisierte Fragment (10 ug) wurde gefallt, in 5 pl Wasser aufgenommen
und mit 3,3 pl 10 mg/ml Yeast-maker-Carrier DNA (Clontech Laboratories)
versetzt. Die Zellen wurden 5 min bei 5.300 x g abzentrifugiert und in 5 ml
sterilem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 0,5 ml
TELiOAc-Puffer (0,1 M Lithiumacetat in TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 7,5)) aufgenommen und 100 ul Aliquot zur DNA-L6sung gegeben. Nach
leichtem Schwenken wurde das Gemisch 30 min bei RT inkubiert und mit
0,7 ml PLATE-Puffer (40% (w/v) PEG 4000 in TELiOAc-Puffer) versetzt. Die
gut vermischte Zellsuspension wurde Uber Nacht bei RT inkubiert und am
nachsten Tag 1 Stunde mit einem Hitzeschock bei 42°C behandelt. Die
Zellen wurden anschlieffend 5 min bei 600 x g pelletiert und, aufgenommen
in 100 pl sterilem Wasser, gleichmalig auf SD-Sorbitol-Agar (11.2.) verteilt.

Die Transformanten wurden mindestens 5 Tage bei 30°C inkubiert.

11.5.2.20. FOA-BEHANDLUNG VON C. ALBICANS-TRANSFORMANTEN
Bei der 5-Fluororotat (FOA)-Selektion (I11.3.4.) wurden Ura™ -Klone selektiert,

bei der nach der cis-Rekombination zwischen zwei hisG-Sequenzen ein
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URA3-Gen und eine Kopie der hisG-Sequenzen deletiert wurden. Klone, bei
denen die gesamte Disruptionskassette am richtigen Genort integriert war
und die fur eine weitere Transformation mit der gleichen Kassette
vorgesehen waren, wurden auf SD-Agar ausgestrichen und 2 - 3 Tagen bei
37°C inkubiert. Die Klone wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und
in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert. Zehn pl von der Zellsuspension
wurden mit 90 yl sterilem Wasser verdinnt und auf die SD-FOA-Uridin-
Selektionsplatten (l1.2.) ausgestrichen. Nach 3 - 4 Tagen Inkubation bei 30°C
wurden die gewachsene Klone auf YPG-Agar-Platten (l1.2.) einzeln
ausgestrichen und die DNA in einer Southern-Blot-Analyse (11.5.2.12.) und
einer analytischen PCR (11.5.2.11.) untersucht.

11.5.3. ARBEITEN MIT PROTEINEN

11.5.3.1. EXPRESSION VON REKOMBINIERTEN PROTEINEN IN P. PASTORIS
P. pastoris ist eine methylotrophe Hefe und ist in der Lage Methanol als
einzige Kohlenstoffquelle zu metabolisieren. In dem ersten Schritt der
Metabolisierung  wird Methanol zu Formaldehyd mittels zweier
Alkoholoxidase (Aox1p und Aox2p) in den Peroxisomen oxidiert. Die
Alkoholoxidasen besitzen eine geringe Affinitdt zum Sauerstoff, die durch
eine hohere Produktion von Enzymen kompensiert wird. Der AOX7-Promotor
wird im Expressionssystem von P. pastoris (Invitrogen) benutzt, um
heterologe Proteine zu produzieren. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses
System flr die Expression der sekretierten Aspartat-Proteasen Sap2p,

Sap9p und Sap10p (II.1., 111.4.1.) angewandt.

Die 25 ml BMGY-Vorkultur (ll.2.) wurde mit einer P. pastoris-Kolonie (I1.1.)
angeimpft und bei 30°C und 200 upm bis ODgpo = 2 - 6 wachsen gelassen.
Die Zellen wurden bei 1.500 - 3.000 x g und RT fur 5 min pelletiert und im
BMMY-Medium (11.2.) auf ODgoo = 1,0 resuspendiert. Die Hauptkultur wurde
bei 30°C und 200 upm 6 Tage inkubiert. Durch die regelmafige Zugabe des
reinen Methanols zur Hauptkultur alle 24 Stunden wurde die Methanol-

Konzentration von 0,5% (v/v) im Medium konstant gehalten und damit eine
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optimale Proteinexpression stimuliert. Das in das Medium sekretiertes
Protein (I1l.4.1.) wurde aus dem Uberstand der Zellsuspension nach einer
Zentrifugation fiir 10 min bei 3.500 x g und 4°C isoliert. Der Uberstand wurde

aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

11.5.3.2. AUFTRENNUNG VON PROTEINEN IM GEL
Die Proteine wurden in fertigen, kommerziellen 7-12% Tris-HCI-Gradienten
SDS-PAGE-Gelen (Bio-Rad) in Protean™-Elektrophoresekammern (Bio-
Rad), gefullt mit 1 x Tris-Glycin-Elektrophorese Puffer (25 mM Tris, 250 mM
Glycin (pH 8,3), 0,1% (w/v) SDS), aufgetrennt (111.4.1., 111.4.3.). Vor dem
Beladen des Gels wurden die proteinhaltigen Losungen mit dem gleichen
Volumen Beladungspuffer (50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2% (w/v) SDS, 0,1%
(w/v) Bromphenolblau, 10% (v/v) Glycerol), 0,1 Volumina 1 M DTT versetzt
und flr 3 min auf 100°C zum Denaturieren des Proteins erhitzt. Die Ansatze
wurden sofort auf Eis gestellt und in 15 pl-Aliquots mittels Hamilton
Mikroliter-Spritze auf das Gel beladen. Nach dem Auftrennen der Proteine
bei 30 mA wurde das Gel 1 -4 Stunden in Coomassie blau (0,25% (w/v)
Coomassie blau in Methanol / Wasser / Eisessig (5:4:1)) gefarbt und in
Methanol / Wasser / Eisessig (5:4:1) uber Nacht entfarbt. Zum Aufbewahren
wurden die Gele in 20% Glycerol fixiert und in eine Plastiktasche

eingeschweil3t.

Die GroRe der Proteine wurde beim Vergleich mit einem Protein-
GrolRenstandard, Molekular Marker Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-
Rad) mit Myosin (216 kD), R-Galactosidase (132 kD), BSA (78 kD),
Carbonanhydrase (45,7 kD), Sojabohnen Trypsin-Inhibitor (32,5 kD) und
Lysozym (18,4 kD), abgeschatzt (I11.4.1., 111.4.3.).

11.5.3.3. BESTIMMUNG DER PROTEIN-KONZENTRATION
Die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration bei 595 nm
erfolgte mit Hilfe des Protein Assay Kits (Bio-Rad). Der Test wurde nach dem

Protokoll des Herstellers durchgefuhrt und basiert auf der Bradford-Methode.
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Die Konzentration eines Proteins wurde visuell auf dem kommerziellen 7-
12% Tris-HCI-Gradienten SDS-PAGE-Gel (Bio-Rad) im Vergleich zu einem
Protein ahnlicher GroRe in verschiedenen Verdunnungsstufen bestimmt
(1.4.1.).

11.5.3.4. PROTEASEAKTIVITATSTEST

Zur  Proteaseaktivitat-Bestimmung  wurden 100 pl Proben  von
Kulturiberstanden mit 300 pl 1%igem (w/v) Hamoglobin (Sigma) und 300 pl
0,1 M Citrat-Puffer (11.3.1.) verschiedener pH-Werte zusammenpipettiert und
30 min bis 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Degradation des Hamoglobins
wurde durch eine Zugabe von 250 pl 20%iger (v/v) Trichloressigsaure (TCA)
gestoppt. Gleichzeitig wurde ein Ansatz mit 1%iger Hamoglobinlésung mit
entsprechendem Puffer ohne Probe inkubiert, die als Referenz diente. Die
Probe wurde unmittelbar vor der TCA-Fallung hinzugegeben. Die TCA-
gefallten Ansatze wurden 2 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
Peptidkonzentration im Uberstand bei 280 nm photometrisch gemessen
(11.4.2.). Als allgemeiner Vergleichswert galt ein Extinktionsanstieg von 0,1
pro Stunde bei einer Reaktion von 5 ul Probe mit 10ug/ml aktiver Protease
(RUCHEL, 1981).

11.5.3.5. BESTIMMUNG DER SUBSTRATSPEZIFITAT
Als Substrat fur die Bestimmung der Substratspezifitit der Aspartat-
Proteasen (111.4.3.) wurde BSA gewahlt. Die Reaktionsansatze bestanden
aus 50 ug BSA, 0,1 M Citrat-Puffer (11.3.1.) und 1 ug Protease in einem
Gesamtvolumen von 35yl und wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden 35 pl Beladungspuffer (11.5.3.2.) und DTT hinzugefugt.
Nachdem der Ansatz 5 min bei 100°C denaturiert worden war, wurden die
Proteine in 7-12% Tris-HCI-Gradienten SDS-PAGE-Gelen aufgetrennt und

mit Coomassie blau sichtbar gemacht (11.5.3.2.).
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