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2 Zusammenfassung

2.1 Titel

Der Einfluss von Doxorubicin auf das ABC-Transporter-vermittelte Resistenzverhalten gegen

Fluconazol bei Candida-Spezies

2.2 Autorin

Frau Dipl.-Ing. (FH) Bettina Schulz

2.3 Abstract

Fir immunsupprimierte Patienten konnen Candida-Infektionen schwerwiegende Folgen
haben. Zu diesem Personenkreis gehdren auch Menschen, die eine antineoplastische
Chemotherapie erhalten und die auf Grund der Krankheit oder der Behandlung
immunsupprimiert sind. Fiir die Behandlung von Candida-Infektionen stehen eine Reihe gut
wirksamer Antimykotika zur Verfligung, deren Effizienz jedoch durch das Auftreten von
Resistenzen eingeschriankt wird. Besonders bei der gleichzeitigen Gabe von zytotoxischen
und antimykotischen Substanzen kann ein Versagen der antimykotischen Therapie in der
Klinik beobachtet werden. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen zytotoxischer
Substanz und der Resistenzentwicklung von Candida zu untersuchen, wurden drei Candida-
Spezies — C. albicans, C. dubliniensis und C. glabrata — mit dem Zytostatikum Doxorubicin
(DOX) kultiviert. Der Einfluss auf die Empfindlichkeit gegeniiber dem Antimykotikum
Fluconazol (FLU) wurde durch die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration sowie
mittels Schachbrett-Titrationen erfasst. Da eine FLU-Resistenz oft durch die Uberexpression
von ATP-binding cassette (ABC)-Transportern vermittelt wird, wurde neben weiteren
Analysen die Expression verschiedener Transporterproteine auf mRNA-Ebene in jeder
Spezies mittels real-time PCR untersucht. Alle drei getesteten Candida-Spezies zeigten eine
verminderte Empfindlichkeit gegeniiber FLU nach Kultivierung mit DOX. Die Expressionen
der untersuchten ABC-Transportergene waren erhoht. Eine ABC-Transporter-vermittelte

Unempfindlichkeit kann daher vermutet werden. Allerdings unterschieden sich die
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ausgelosten Mechanismen in C. albicans und C. dubliniensis erheblich von denen, die in
C. glabrata beobachtet wurden. Wihrend bei C. albicans und C. dubliniensis ein direkter
Einfluss von DOX auf die Induktion der Genexpression gezeigt werden konnte, wurde bei
C. glabrata durch den Selektionsdruck das Auftreten von respiratorisch-defizienten Mutanten
beobachtet, die FLU-resistent waren. DOX kann folglich einen Einfluss auf die
Resistenzentwicklung von Candida-Spezies haben und somit die antimykotische Therapie

negativ beeinflussen.

2.4 Einleitung

Auf Grund zahlreicher Faktoren nehmen Pilzinfektionen des Menschen durch die Spezies
Candida immer mehr zu. Zu diesen Faktoren gehoren die Zunahme immunsupprimierter
Patienten, Dysfunktionen des Stoffwechsels sowie das Alter der Patienten [1].
Breitbandantibiotika, zytotoxische Chemotherapien sowie Organtransplantationen erhdhen
weiterhin das Risiko, an hdufigen oder seltenen opportunistischen Candida-Infektionen zu
erkranken [2, 3]. Am haufigsten tritt innerhalb der Gattung die Art Candida albicans auf. Als
zweithdufigster Erreger wird C. glabrata nachgewiesen, wobei in manchen
Patientenkollektiven, wie Alteren oder an Diabetes Erkrankten, diese Art am hiufigsten
auftritt [4, 5]. Im Gegensatz zu C. albicans und C. glabrata spielt C. dubliniensis als Ausloser
von Candida-Infektionen eine eher untergeordnete Rolle. Nur ca. 2 % der Félle werden durch
C. dubliniensis verursacht, obwohl diese Spezies sehr eng mit C. albicans verwandt ist und
daher erst 1995 erstmalig beschrieben wurde [6, 7]. Allerdings ist C. dubliniensis haufig in
HIV-positiven Patienten nachweisbar [8].

Fiir die antimykotische Therapie werden hédufig Substanzen verwendet, die zur Familie der
Azole gehoren, wobei die Therapie durch das Auftreten von Resistenzen erschwert wird.
Dabei bedienen sich Candida-Spezies diverser Resistenzmechanismen, um das Uberleben der
Zelle zu sichern. Haufig werden Gene tlberexprimiert, die fiir so genannte ATP-binding
cassette (ABC)-Transporter kodieren. Diese durch ATP angetriebenen Pumpenproteine
schleusen aktiv chemisch sowie strukturell unterschiedlichste Substanzen aus dem Zellinneren
heraus und fithren daher hdufig zu so genannten Multidrug-Resistenzen, die eine Therapie
besonders erschweren konnen. Zwei ABC-Transporter, Cdrlp sowie Cdr2p, treten oft in
Verbindung mit einer Resistenzentwicklung auf. Die dazugehdrigen Gene CDRI und CDR?2
sind innerhalb der Candida-Gattung stark konserviert. C. glabrata ist zudem in der Lage ein

weiteres ABC-Transporterprotein, kodiert durch das Gen CgSNQ2, fir die Abwehr von
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antimykotischen Substanzen einzusetzen [9]. Das Netzwerk dieser energiegetriecbenen
Pumpen wird durch Transkriptionsfaktoren gesteuert, die die Expression der Gene regulieren.
Bei C. albicans geschieht dies durch CaTaclp, kodiert durch das Gen CaTACI. Das Pendant
von C. glabrata ist CgPdrlp, kodiert durch CgPDRI. Bei C. dubliniensis ist die Regulation
der ABC-Transporter noch weitgehend unerforscht. Die Aminosduresequenz des Proteins
CdTaclp ist jedoch zu 88 % identisch mit der von CaTaclp und das Protein erfiillt
wahrscheinlich dhnliche Aufgaben wie in C. albicans [10].

Neben der Uberexpression von ABC-Transportern gibt es weitere Resistenzmechanismen, die
oft in Zusammenhang mit Azol-Resistenzen auftreten. Dazu gehort die erhdhte Expression
von MDRI, dem Gen fiir einen major facilitator (MF)-Transporter, die erhohte Expression
von ERGI1, dem Gen fiir das Enzym Sterol-14a-Demethylase, dem Angriffsmolekiil des
Azols Fluconazol (FLU) sowie Punktmutationen im Gen ERGII. Auch Verdnderungen am
Gen ERG3, das fir das Enzym Sterol-A5,6-Desaturase kodiert, werden neben weiteren
Mechanismen bei resistenten Candida Isolaten beobachtet.

Resistenzen konnen bei Candida nicht nur durch Antimykotika ausgeldst werden, sondern
auch durch Antibiotika sowie zytotoxische Substanzen [11, 12, 13]. Gerade letztere konnten
flir immunsupprimierte Patienten ein Problem darstellen, denn klinische Beobachtungen
zeigen, dass bei Patienten, die unter einer Chemotherapie-refraktiren Krebserkrankung leiden,
oft auch die antimykotische Therapie versagt. Ein Grund hierfiir kénnte in der Ahnlichkeit
zwischen den Resistenzmechanismen von Tumor- und Hefezelle liegen, die folglich durch
eine einzelne Substanz ausgelost werden konnten. Tatsdchlich besitzt der humane ABC-
Transporter P-Glycoprotein (P-gp), dessen kodierendes Gen HsMDRI in resistenten
Tumorzellen vermehrt exprimiert wird, eine groBe Ahnlichkeit mit dem Transportprotein
Cdrlp der Gattung Candida. Das Zytostatikum Doxorubicin (DOX), bekannt als Ausloser fiir
erhohte Expressionen von HsMDRI und somit P-gp, kdnnte auf Grund der Ahnlichkeit
zwischen P-gp und Cdrlp ebenfalls einen Einfluss auf die Expression des fungalen CDR/ und
somit indirekt auf die Empfindlichkeit gegeniiber Azolen haben. Eine solche Interaktion

konnte eine antimykotische Therapie erschweren.

2.5 Zielstellung

Die Interaktion zwischen DOX und der Expression fungaler ABC-Transporterproteine stand
im Mittelpunkt dieser Arbeit. Es sollte untersucht werden, inwieweit DOX die Expression

beeinflusst und welche Auswirkungen dies auf die Empfindlichkeit der Hefezelle gegeniiber
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dem Antimykotikum FLU hat. Weiterhin sollte untersucht werden, ob es Unterschiede
zwischen den Candida-Spezies gibt. So wurde neben C. albicans die Spezies C. dubliniensis
ausgewdhlt, die zwar eine sehr enge Verwandtschaft zu C. albicans aufweist aber weniger
virulent ist. C. glabrata wird am zweithdufigsten in der Klinik nachgewiesen und ist im
Gegensatz zu C. dubliniensis weitaus virulenter und nur noch entfernt mit C. albicans

verwandt.

2.6 Methodik

Isolate und deren Kultivierung

Mehrere Isolate von jeder der drei untersuchten Candida-Spezies wurden fiir die
Untersuchungen verwendet. Fiir die Experimente mit C. albicans wurden drei Isolat-Pérchen
herangezogen, die aus der Mundhohle von HIV-Patienten jeweils vor und nach der
Behandlung mit FLU stammen. Dadurch ergab sich die Moglichkeit mit Isolaten zu arbeiten,
die zundchst noch sensibel gegeniiber FLU waren und nach der Behandlung mit FLU einen
resistenten Phinotyp aufwiesen. Fiir die Experimente mit C. dubliniensis wurden drei
klinische FLU-sensible Isolate (Robert-Koch-Institut, Berlin, Deutschland) sowie ein FLU-
sensibler Referenzstamm (DSM 13268) ausgewdhlt. Fiir die Arbeit mit C. glabrata wurden
ebenfalls ein FLU-sensibler Referenzstamm (DSM 11950) sowie zwei FLU-sensible und ein
FLU-resistentes Isolat aus der Klinik verwendet.

Die Isolate wurden bei -80°C in Glycerin aufbewahrt. Fiir die Subkultivierung wurden sie
iiber Nacht auf Vollmedium bei 30°C inkubiert und danach fiir die Weiterverwendung bei

Raumtemperatur gelagert.

Behandlung der Isolate mit Doxorubicin

Um den Einfluss der antineoplastischen Substanz DOX auf die Resistenzentwicklung zu
untersuchen, wurden die Candida-Spezies in verschiedenen Ansdtzen in Anwesenheit von
DOX kultiviert. Dabei wurde in allen Experimenten die im Menschen therapeutisch
erreichbare Serumkonzentration von 20 pg/ml und das Fliissigvollmedium YPD verwendet.
Alle drei Spezies wurden in einem Kurzzeitversuch iiber 90 min mit DOX inkubiert und
zusitzlich wurde in einer linger andauernden Kultivierung die Langzeitwirkung beobachtet.
Die C. albicans-Isolate wurden tiber 24 h mit DOX inkubiert, wihrend in den Arbeiten mit
C. dubliniensis und C. glabrata die Isolate tiber 10 Tage hinweg mit DOX kultiviert wurden.

Das Medium wurde regelméfig an den Tagen 1, 2, 3, 6 und 8 gewechselt und dabei Proben —
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auch von Tag 10 — fiir die anschlieende Genexpressionsanalyse und Bestimmungen der
minimalen Hemmkonzentration (MHK) genommen. Als Kontrolle wurden die gleichen
Candida-Isolate tiber die oben angegebenen Zeitrdume in YPD kultiviert, jedoch ohne die

Zugabe von DOX.

Bestimmung der MHK
Der Einfluss von DOX auf die Empfindlichkeit der Isolate gegeniiber FLU wurde durch die
Bestimmung der MHK-Werte ermittelt. Dafiir wurde in allen Arbeiten das standardisierte

Protokoll M27-A verwendet [14].

RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Vor der RNA-Extraktion wurde die fungale Zellwand mit Hilfe von Lysing Matrix C-
Rohrchen und dem FastPrep® FP120A-Instrument (Qbiogene, Heidelberg, Deutschland)
mechanisch aufgebrochen. AnschlieBend wurde die RNA mittels RNA-PLUS™-Lgsung
(Qbiogene) extrahiert und die erhaltene Konzentration und Qualitét photometrisch gemessen.
Fir die ¢cDNA-Synthese wurden 1 pg RNA eingesetzt. Mdogliche Kontaminationen mit

genomischer DNA wurden durch einen DNase-Verdau entfernt.

Genexpressionsanalysen fungaler Resistenzgene

Da eine Uberexpression von Resistenzgenen ein moglicher Ausldser fiir die Entwicklung von
Resistenzen ist, wurden bei allen drei untersuchten Candida-Spezies nach Exposition von
DOX die Expressionen verschiedener bekannter Resistenzgene untersucht. Im Mittelpunkt
standen dabei die ABC-Transporter. Zwei ABC-Transporter, Cdrlp sowie Cdr2p, werden in
allen drei untersuchten Candida-Spezies exprimiert und spielen eine wichtige Rolle in der
Auspriagung des Resistenzverhaltens. Die dazugehorigen Gene CDRI und CDR2 wurden
daher in allen Candida-Spezies untersucht. Ferner wurden fiir C. albicans die Expressionen
der Gene CaMDRI sowie CaERGII und fiir C. dubliniensis ebenfalls CdMDR1, CAERG1 1
sowie CdERG3 untersucht. Fir C. glabrata wurde zusitzlich das ABC-Transportergen
CgSNQ?2 und der das ABC-Transporternetzwerk regulierende Transkriptionsfaktor CgPDR1
gemessen. Als Referenz wurde fiir alle Candida-Spezies die Expression des Gens ACTI
hinzugezogen.

Die Genexpressionsanalysen wurden mittels real-time PCR am LightCycler® 480 (Roche,
Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Primer und Sonden der zu untersuchenden Gene (TIB

Molbiol, Berlin, Deutschland) wurden vor den Experimenten auf ihre Funktionalitit und



Effizienz tiberpriift und die PCR-Bedingungen entsprechend optimiert. So genannte
no template-Kontrollen, die keine cDNA enthielten, wurden in allen Laufen inkludiert, um
falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden.

Die jeweiligen Genexpressionen wurden durch die relative Quantifizierung ermittelt. Dabei
wurden die am LightCycler” 480 gemessenen Werte eines Zielgens mit den entsprechenden
Werten des Referenzgens normalisiert und anschlieend in Beziehung zu den Werten der

unbehandelten Kontrolle gesetzt (AACr-Methode).

Schachbrett-Titration mit DOX und FLU

Eine so genannte Schachbrett-Titration (chequerboard dilution test) mit den Substanzen FLU
und DOX wurde fiir die Isolate von C. dubliniensis und C. glabrata durchgefiihrt, um den
unmittelbaren Einfluss von DOX auf die Empfindlichkeit gegeniiber FLU zu testen. In einer
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen werden die beiden Substanzen schrittweise verdiinnt und
eine Zellsuspensionen des zu untersuchenden Isolates zugegeben. Nach der Inkubation wurde
festgestellt, in welchen Vertiefungen Wachstum vorlag und in welchen sich die Zellen nicht
vermehren konnten. Neben der optischen Auswertung wurde zusitzlich der fraktionelle
Hemmkonzentrationsindex (fractional inhibitory concentration (FIC)-index) berechnet [15].
Uberschreitet dieser den festgelegten Grenzwert von 4, liegt ein antagonistischer Effekt von
DOX auf die Empfindlichkeit der Isolate von FLU vor. Ist der berechnete FIC-Index gleich
oder kleiner als 4, hat DOX keinen Einfluss auf die FLU-Empfindlichkeit [16].

Fir die C. albicans Isolate wurde ein anderer Ansatz gewdhlt. Die Isolate wurden in
Anwesenheit von unterschiedlichen FLU-Konzentrationen inkubiert und die MHKsq
bestimmt. In einem zweiten Ansatz wurden zusitzlich zu den FLU-Verdiinnungen 20 pg/ml
DOX zugegeben und erneut die MHK5y gemessen. Beide Ansdtze wurden danach in Relation

gesetzt.

Isolierung von atmungsdefizienten Mutanten und deren Charakterisierung

Die Langzeitinkubation mit DOX tiiber 10 Tage wurde fiir die C. glabrata Isolate wiederholt.
An den Tagen 1, 2, 3, 6 und 8 wurde ein Mediumswechsel vorgenommen und gleichzeitig
eine Probe der jeweiligen Zellsuspension entnommen (inklusive Tag 10). Die Probe wurde
gewaschen und auf YPD-Agarplatten aufgebracht. Auf diesen Platten wachsen sowohl
atmungsdefiziente als auch atmungskompetente Zellen. Nach Inkubation und Wachstum der
Kolonien wurden diese mit Hilfe von Samtstempeln auf YPG-Agarplatten transferiert, in

denen Glyzerin als einzige Kohlenstoffquelle enthalten ist. Auf diesen Platten konnen



atmungsdefiziente Zellen nicht wachsen und durch Vergleich von YPD- und den
entsprechenden YPG-Platten konnen diese dann ermittelt und gezihlt werden.

Von jedem getesteten C. glabrata Isolat wurden einzelne atmungsdefiziente Mutanten
selektiert und separat kultiviert. AnschlieBend wurden die MHK-Werte fiir FLU bestimmt
sowie Genexpressionsanalysen fiir CgCDRI, CgCDR2, CgSNQ2 sowie CgPDRI
durchgefiihrt.

Charakterisierung des Gens CdCDR1

Es ist bekannt, dass ca. 50 % aller C. dubliniensis Isolate ein verkiirztes und nicht
funktionierendes CdCdrlp besitzen [17]. Dies ist bedingt durch einen so genannten single
nuclear polymorphism, wodurch in der Sequenz fiir CdCDRI ein Stop-Codon auftritt. Die fiir
diese Arbeit verwendeten Isolate wurden daher hinsichtlich des Auftretens dieses single

nuclear polymorphism untersucht [17].

lacZ-Reportersysteme fiir CaCDR2 und CaMDR1

Neben den Genexpressionsanalysen von C. albicans wurde der Effekt von DOX auf die Gene
CaMDRI und CaCDR?2 ebenfalls mittels lacZ-Reportersystemen untersucht. Die Sequenz des
Gens fiir das Enzym B-Galactosidase wurde hierbei hinter der Promotorregion fiir die Gene
CaCDR?2 und CaMDRI eingefiigt und die Aktivitit des Enzyms nach Inkubation mit DOX

gemessen [18].

Untersuchungen des Einflusses von DOX auf Proteinebene

Der Einfluss von DOX wurde bei C. albicans zusétzlich auf Proteinebene untersucht. Zum
einen wurden die Expressionen von CaCdrlp, CaCdr2p sowie CaMdrlp der klinischen Isolat-
Péarchen nach Inkubation mit DOX mittels Westernblot untersucht [18].

Zum anderen wurden die ABC-Transportergene CaCDR1 sowie CaCDR2 mit der Sequenz fiir
das green fluorescent protein (GFP) fusioniert und nach Inkubation mit DOX die Expression

der GFP-Fusionsproteine mikroskopisch lokalisiert [18].

2.7 Ergebnisse

C. albicans
Bei C. albicans lag die Besonderheit darin, dass fiir einige Untersuchungen klinische Isolat-

Pérchen zur Verfiigung standen, von denen jeweils ein Partner FLU-sensibel war und der
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entsprechende andere Partner FLU-resistent. So konnte bei den Genexpressionsanalysen
gezeigt werden, dass durch die Anwesenheit von 20 pg/ml DOX die Expression der Gene
CaCDR1 sowie CaCDR2 nach 90-miniitiger Inkubation sowohl bei den FLU-sensiblen als
auch den FLU-resistenten Isolaten induziert werden konnte. Auch nach 24 Stunden konnte
eine erhohte Expression flir CaCDRI nachgewiesen werden. Um in diesem Zusammenhang
die Bedeutung des fiir die ABC-Transporterexpression notwendigen Transkriptionsfaktors
CaTaclp zu untersuchen, wurde fiir die Genexpressionsanalysen eine tacIA/A knock-out
Mutante hinzugezogen. Die Inkubation mit DOX konnte in dieser Mutante keine CaCDRI-
bzw. CaCDR2-Expression induzieren, was darauf hindeutet, dass die DOX-vermittelte
Induktion in Zusammenhang mit CaTaclp steht.

Die Inkubation mit DOX hatte keinen Einfluss auf die Expression der ebenfalls untersuchten
resistenzassoziierten Gene CaMDR1 sowie CaERGI 1.

Zusatzlich wurden diese Experimente mit Cyclophosphamid, einem weiteren Zytostatikum,
das keine induzierende Wirkung auf das Gen des humanen ABC-Transporters P-gp besitzt,
durchgefiihrt. Im Gegensatz zu DOX wurde keine Induktion der untersuchten fungalen

Resistenzgene durch Cyclophosphamid festgestellt.

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen wurden durch den FEinsatz des /lacZ-
Reportersystems fiir die Gene CaCDR2 sowie CaMDRI bestitigt. Durch die Inkubation mit
DOX konnte die Aktivitit der PB-Galactosidase des CaCDR2-lacZ-Reporters zeit- sowie
konzentrationsabhingig erhoht werden. Die Aktivitit des CaMDRI-lacZ-Reporters konnte
jedoch durch die Inkubation mit DOX nicht erh6ht werden.

Auf Proteinebene wurde die Expression der Fusionsproteine CaCDRI-GFP und CaCDR2-
GFP vor und nach Inkubation mit DOX untersucht. Ahnlich wie bei den
Genexpressionsanalysen konnte ein eindeutiger Effekt von DOX auf die Expression der
Fusionsproteine beobachtet werden. Auch hier konnte Cyclophosphamid keine Induktion
bewirken. Die Westernblot-Versuche mit Antikorpern gegen CaCdrlp, CaCdr2p sowie
CaMdrlp bestitigten ebenfalls die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse fiir die FLU-
sensiblen Isolate der untersuchten Péarchen. Die Ergebnisse fiir die FLU-resistenten Partner
waren heterogen. Bei Isolaten, die eine hohe intrinsische FLU-Resistenz durch eine CaMDR -
Uberexpression aufwiesen, konnte kein DOX-induzierter Anstieg von CaCdrlp und CaCdr2p

beobachtet werden.
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Um festzustellen, ob die Anwesenheit von DOX die Empfindlichkeit der FLU-sensiblen
Isolate fiir FLU erhoht, wurden diese mit DOX und FLU in unterschiedlichen
Konzentrationen gemeinsam inkubiert. In der Gegenwart von DOX {iberlebten die Isolate
hohere FLU-Konzentrationen als ohne DOX. Jedoch wurden nicht die MHK-Werte der FLU-

resistenten Isolate erreicht.

C. dubliniensis

Wie schon bei C. albicans zeigte die Exposition von DOX iiber 90 min einen Einfluss auf die
Expression der ABC-Transportergene. So war CdCDR2 im Vergleich zur Kontrolle in allen
Isolaten Ttberexprimiert, zwei Isolate zeigten eine erhohte CdCDRI-Expression. Die
Langzeitinkubation mit DOX iiber 10 Tage bestétigte das Ergebnis des Kurzzeitversuches und
zeigte eine erhohte CdCDR2-Expression aller untersuchten Isolate iiber den gesamten
Versuchszeitraum. Allerdings war in diesem Ansatz die CdCDRI-Expression im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle nicht erhoht. Sowohl im Kurzzeitversuch als auch wéhrend der
langfristigen Exposition wurden die Gene CdMDRI, CdERG3 sowie CdERGII nicht durch
DOX induziert.

Die Schachbrett-Titration mit DOX und FLU zeigte fiir die untersuchten C. dubliniensis
Isolate einen eindeutig antagonistischen Effekt von DOX auf die Empfindlichkeit der Isolate
gegeniiber FLU. Alle Isolate erhohten die MHK fiir FLU zwischen zwei und vier Titerstufen

in Anwesenheit von DOX. Die berechneten FIC-Indices lagen iiber dem Grenzwert von 4.

Der bereits beschriebene single nuclear polymorphism, der in einem verkiirzten und nicht
funktionstiichtigen CdCdrlp resultiert, wurde in zwei der vier untersuchten C. dubliniensis

Isolate gefunden.

C. glabrata

Die Kurzzeitexposition von DOX induzierte keines der untersuchten Resistenzgene in
C. glabrata. Jedoch zeigten die drei FLU-sensiblen Isolate eine erhohte Expression der Gene
im Langzeitversuch. Die CgCDRI-Expression wurde im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle am starksten induziert.

Im Gegensatz zu C. albicans und C. dubliniensis wurde in der Schachbrett-Titration kein

antagonistischer Effekt von DOX festgestellt. Die Empfindlichkeit der C. glabrata Isolate
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gegeniiber FLU verdnderte sich nicht. Der berechnete FIC lag bei 2 und damit deutlich unter

dem Grenzwert von 4.

Wihrend der Langzeitexposition von DOX konnte ab Tag 6 in zwei der vier untersuchten
C. glabrata Isolate eine erhohte MHK fiir FLU festgestellt werden, die bis zum Tag 10 weiter
anstieg. Diese Beobachtung korrelierte mit dem Auftreten von atmungsdefizienten Mutanten
ab Tag 6 in den drei FLU-sensiblen Isolaten. Nach Selektion der Mutanten und separater
Kultivierung wurden Genexpressionsanalysen sowie MHK-Bestimmungen durchgefiihrt. Die
Expressionen der ABC-Transportergene CgCDR1 sowie CgCDR?2 waren stark erhoht, sowohl
im Vergleich mit DOX-behandelten respiratorisch kompetenten Zellen als auch
unbehandelten Kontrollen. Fiir CgSNQ2 sowie CgPDRI wurde ebenfalls eine erhohte
Expression festgestellt. Die MHK-Werte fiir FLU aller getesteten atmungsdefizienten
C. glabrata Mutanten lagen im resistenten Bereich, wihrend die Werte fiir die DOX-
behandelten  atmungskompetenten Zellen sowie unbehandelten Kontrollen im

konzentrationsabhédngig-sensiblen Bereich lagen.

2.8 Diskussion

Alle drei untersuchten Candida-Spezies zeigten nach der Exposition mit DOX eine
verminderte Empfindlichkeit gegeniiber FLU, die hauptsdchlich ABC-Transporter-vermittelt
war. Dabei bedienten sich C. albicans und C. dubliniensis auf Grund ihrer engen

Verwandtschaft anderer Mechanismen als C. glabrata.

DOX erweitert somit die Liste der Substanzen, die eine Induktion von CaCDR1 und CaCDR?2
in C. albicans bewirken. Dazu gehdren neben Steroiden auch Medikamente wie Fluphenazin
oder antimykotische Substanzen wie Terbinafin [12, 13]. Wenn C. albicans diesen
Substanzen ausgesetzt wird, wird die Expression von CaCDRI sowie CaCDR2 transient
hochreguliert, was vermutlich darin begriindet liegt, dass die Substanzen selbst Substrate der
Transporter sind. Nach der Induktion der Expression werden die Stoffe aus der Zelle entfernt
und verlieren dadurch ihr Induktionspotential. Die Expression wird wieder eingestellt [13]. Es
ist nicht bekannt, ob DOX ein Substrat von CaCDRI oder CaCDR?2 ist. Nach 24-stlindiger
Exposition mit DOX waren in C. albicans noch immer die Expressionen fiir CaCDRI und
CaCDR?2 erhoht, woraus man schliefen konnte, dass DOX nicht vollstindig aus der Zelle

entfernt wurde und daher wahrscheinlich nur miBig via ABC-Transporter ausgeschieden
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werden konnte. Eine entscheidende Rolle scheint in diesem Zusammenhang auch der
Transkriptionsfaktor CaTaclp zu spielen, da in der entsprechenden knock-out Mutante, die
ABC-Transporter-Expression nicht durch DOX induziert werden konnte. Auch bei der
Induktion des humanen ABC-Transportergens HsMDRI spielt die Interaktion von DOX mit
sogenannten drug responsive elements (DRE) im Promotorbereich des Gens eine wichtige
Rolle. Das Zusammenwirken von DOX und den DRE ist Ausloser bei Multidrug-Resistenzen
wihrend der Chemotherapie [19].

Eine der Konsequenzen, die aus der Induktion von Transporterproteinen durch entsprechende
Substanzen resultiert, ist der daraus entstehende Antagonismus bezogen auf die
Empfindlichkeit gegeniiber antimykotischen Substanzen [20]. Durch den Einfluss von
beispielsweise DOX ist die Hefezelle in der Lage hohere FLU-Konzentrationen zu {iberleben.
Obwohl diese Konzentrationen nicht den MHK-Werten resistenter Isolate entsprochen haben,
konnte der vermutete Antagonismus zwischen der Wirkung von DOX und FLU eine klinische
Relevanz haben. Es wire moglich, dass die Effizienz der antimykotischen Behandlung einer

C. albicans-Infektion unter einer Chemotherapie abnehmen konnte.

C. dubliniensis reagierte auf die gleiche Weise wie C. albicans auf die Exposition von DOX.
In Anwesenheit der antineoplastischen Substanz iiberlebten die Zellen Konzentrationen von
FLU, die bis zu vier Stufen iiber der MHK lagen. Diese verringerte Empfindlichkeit
gegeniiber FLU wird im Gegensatz zu C. albicans bei C. dubliniensis vermutlich
hauptsiachlich durch CdCdr2p vermittelt. CdCdrlp spielte eine eher untergeordnete Rolle
sowohl in Isolaten dessen CdCdrlp intakt war also auch in Isolaten, die iiber ein verkiirztes
CdCdrlp verfiigten. Fiir C. dubliniensis konnte zum ersten Mal eine Interaktion zwischen
einer antineoplastischen Substanz und der Expression eines ABC-Transporterproteins gezeigt

werden.

Die Wirkung von DOX auf C. glabrata unterschied sich grundlegend von den Mechanismen,
die bei C. albicans und C. dubliniensis beobachtet wurden. Vermutlich ist diese Diskrepanz in
der Verwandtschaft der Spezies begriindet. C. glabrata ist phylogenetisch eher mit
Saccharomyces cerevisiae verwandt und teilt mit dieser Gattung auch den haploiden
Chromosomensatz. C. albicans und C. dubliniensis besitzen jeweils einen diploiden
Chromosomensatz.

Nach Exposition von DOX konnte in S. cerevisiae das Auftreten von atmungsdefizienten

Mutanten (auch petite-Mutanten genannt) beobachtet werden. Dieses Phidnomen wurde
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ebenfalls wihrend des Langzeitversuches iiber 10 Tage bei C. glabrata gesehen. Mit dem
ersten Auftreten der petite-Mutanten an Tag 6 erhohte sich die MHK gegeniiber FLU bis hin
zu Werten resistenter Isolate an Tag 10. Da diese Beobachtungen gegen -einen
Induktionsmechanismus sprechen, wird vermutet, dass die atmungsdefizienten Mutanten eher
durch DOX selektiert als induziert werden [21]. Ausgewéhlte petite-Mutanten waren FLU-
resistent und zeigten ausgepriigte Uberexpressionen aller untersuchten ABC-Transportergene
sowie des Gens CgPDRI, das fiir den Transkriptionsfaktor CgPdr1p kodiert.

Das Auftreten dieser Mutanten konnte in vorhergehenden Arbeiten sowohl in vivo als auch in
vitro gezeigt werden [22, 23]. Das in vivo aufgetretene respiratorisch defiziente Isolat war
hoch resistent und stammte aus einem Patienten unter Azol-Therapie. Diese Mutante zeigte
dariiber hinaus im Tiermodell eine hohere Virulenz als das Vorlaufer-Isolat [23].

Die Interaktion zwischen DOX und C. glabrata konnte somit wihrend einer Infektion zum
Auftreten von resistenten petite-Mutanten fithren und ein Grund fiir das Versagen einer
antimykotischen Therapie sein. Wie auch bei C. dubliniensis zeigt diese Arbeit zum ersten
Mal den Einfluss eines zytotoxischen Medikamentes auf die Resistenzentwicklung von

C. glabrata.
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