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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Klassifizierung der Phospholipasen

Phospholipasen sind Hydrolasen und spalten die Esterbindungen in Phospholipiden.
Letztere bestehen meist aus einem Glycerolgrundgerist (seltener aus einem
Sphingosingrundgerist), bei dem das erste und zweite Kohlenstoffatom (C-Atom)
jeweils mit einer Fettsaure verestert ist. Das dritte C-Atom ist Uber eine
Phosphatgruppe mit einem Alkohol verbunden. Die Alkoholkomponente in
Phosphoglyceriden ist gewdhnlich Serin, Ethanolamin, Cholin, Glycerin oder Inositol.
In Abhé&ngigkeit von der Position, an der die Phospholipasen wirken, werden sie in
die Klassen A, B, C und D eingeteilt. So spalten Phospholipasen der Klasse A (PLA)
die Fettsduren von dem ersten oder zweiten C-Atom. Ein Zifferzusatz in der
Bezeichnung gibt das C-Atom an (PLA;, PLA;). Lysophospholipasen entfernen die
verbliebene Fettsaure nach einer PLA-Hydrolyse. Phospholipasen der Klasse B
(PLB) spalten beide Fettsduren der C-Atome 1 und 2 ab und haben oft eine
Transacylaseaktivitat, so dass die eigentliche Hydrolyse am gleichen C-Atom erfolgt.
Das Ergebnis ist ein Reaktionsprodukt wie nach der Hydrolyse mit PLA; und PLA;
nacheinander. Fur PLBs werden auch die Bezeichnungen Lysophospholipase (LP)
und Lysophospholipase-Transacylase (LPTA) verwendet. Die Klassen C und D (PLC
bzw. PLD) spalten beide den Alkohol am 3. C-Atom ab, unterscheiden sich jedoch
darin, an welchem Reaktionsprodukt die Phosphatgruppe verbleibt (Abb. 1.1-1). Die
PLC spaltet den phosphorylierten Alkohol ab (Stryer 1994; Karlson et al.1994). PLDs
katalysieren neben der Hydrolyse auch eine Umesterung. Dabei wird der
Phosphatidylrest nicht auf Wasser, sondern auf einen primaren oder sekundaren
Alkohol Ubertragen.

Innerhalb der Klassen der Phospholipasen gibt es die Mdoglichkeit der Einteilung
nach ihrer Substratspezifitat. So gibt es beispielsweise Phosphoinositid-spezifische
PLCs (PI-PLC) und Phosphatidylcholin-spezifische PLCs (PC-PLC). Dabei ist die
Spezifitat z. T. nur eine Bevorzugung des Substrates und in vitro kdénnen in
Abhé&ngigkeit vom Phospholipidangebot auch weitere Phospholipide hydrolysiert
werden. Anhand der Strukturmerkmale werden innerhalb der Phospholipaseklassen
Subklassen unterschieden und meist mit griechischen Buchstaben gekennzeichnet.
Oft beeinflusst die Verfligbarkeit von Ca™*- lonen die Aktivitat von Phospholipasen, z.
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B. bei der PLD (Exton, 1998) und bei der PLC (Toker, 2002). Ein weiteres
Charakteristikum der Enzyme ist der Wirkort, denn sie kénnen intrazellular wirken
oder sekretiert werden.

Phospholipasen kommen unter anderem in Darmsaften, Bakteriensekreten und
Giften (von Bienen und Schlangen) vor. Einige werden in der Biotechnologie als
Biokatalysatoren zur Gewinnung von Phospholipiden genutzt und in der
Grundlagenforschung zur Bestimmung von Membranlipidkomponenten eingesetzt.
PLA; spielt eine wichtige Rolle als Hauptallergen im Bienengift mit 10-12% der
Trockenmasse des Gifts (s. Allergendatenbank von  Merck  unter
www.allergopharma.de).

Die Phospholipasen kdnnen sich auch gegenseitig beeinflussen. Phosphatidat (PA),
das PLD- Produkt, aktiviert die PLC und Phosphoinositol-4,5-bisphosphat (PIP-), das
PLC Substrat, aktiviert die Sduger-PLD.

PLA,
P
Ri C~OCH,
AT
O| CHO0-P-O-R,

O
PLC

Mn

PLA,

Abbildung 1.1-1: Hydrolysepositionen der Phospholipasen PLA;, PLA,, PLC und PLD. R;, R,

steht fir typische gesattigte oder ungesattigte Fettsduren (aliphatische Gruppen), R; fir die polare
Kopfgruppe mit Alkoholen wie Cholin, Glycerol, Inositol, Ethanolamin oder andere.

1.2 Funktion der Phospholipasen

Aufgrund ihrer Aktivitdt konnen Phospholipasen drei generelle Funktionen ausuben.
Dazu zahlt der Lipidabbau durch Hydrolyse, die Lipidmembranumgestaltung und die
zellulare Regulation durch Beteiligung der Reaktionsprodukte an verschiedenen
Signalkaskaden. Pathogene Mikroorganismen konnen diese Funktionen zusatzlich
bei Interaktionen mit dem Wirt nutzen. So erhdhen Lysophospholipide die
Membranfluiditat, was zur leichteren Lyse oder Penetration der Wirtszelle fuhren
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kann. Arachidonsaure, ein Reaktionsprodukt der PLA- / PLB-Aktivitat, ist eine
Vorstufe der Eicosanoide. Aus ihr werden Prostaglandine und Leukotriene
biosynthetisiert. Erstgenannte hemmen unter anderem die Chemokinproduktion,
Phagocytose, Lymphozytenproliferation und die Thl-Typ Immunantwort.
Diacylglycerol (DAG), das durch PLC- Aktivitdt entsteht, bindet direkt einige
Proteinkinasen C (PKC) und aktiviert sie dadurch. PKCs sind Bestandteil der MAPK-
Kaskade (mitogen aktivierte Proteinkinase-Kaskade), die u. a. die Zellproliferation
reguliert. Liscovitch et al. (1994) wiesen Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
[P1(4,5)P;], ein PLC Substrat, als Cofaktor der PLD Aktivitdt nach. Nicht nur im
Zytosol, sondern auch im Zellkern spielen Phospholipasen C, Inositol und Lipide eine
wichtige regulatorische Rolle. Cocco et al. (2000) beschreiben einen autonomen

Inositol-Lipid-Kreislauf im Kerninnern.

1.2.1 Beispiele bekannter Phospholipasen als Pathogenitatsfaktoren

Fur alle Klassen der Phospholipasen mit verschiedenen Substratspezifitaten gibt es
Beispiele fur unterschiedliche pathogene Wirkungen. Sie sind hauptsachlich im
Bereich der pathogenen Bakterien zu finden (Schmiehl et al. 1999). Doch sind auch
einige Beispiele von eukaryotischen Krankheitserregern bekannt, bei denen
Phospholipasen eine wichtige Rolle spielen. Gemeinsam ist allen die extrazellulare
Aktivitat im Falle von direkter pathogener Wirkung. Intrazellulare Phospholipasen
kénnen nur indirekt, Gber die sie betreffenden Signalkaskaden, auf die Pathogenitat
Einfluss nehmen.

Phospholipasen der Klasse A sind es, die Rickettsia sp. vor Phagosomen schtzen
und Zellmembranen lysieren. Auch bei Salmonella newport spielen sie eine wichtige
Rolle.

Das alpha Toxin von Clostridium perfringens ist eine Phospholipase C (Titball 1993)
und induziert die Expression von Interleukin-8 (IL-8) in Endothelzellen (Bunting et al.
1997). Listeria monocytogenes besitzt gleich zwei fur die Pathogenitat wichtige PLC-
Proteine: eine Phosphoinositid-spezifisch Phospholipase (PI-PLC) und eine
Phosphatidylcholin-spezifische (PC-PLC) mit einem breiteren Substratspektrum.
Letztere wird als proPC-PLC synthetisiert, pH-abhéngig aktiviert und fur die
Verbreitung von Wirtszelle zu Wirtszelle genutzt (Camilli et al. 1991; Geoffroy et al.
1991; Marquis et al. 2000). Mit gleich 4 PLC-Proteinen besitzt Mycobacterium

tuberculosis sogar noch mehr fir die Virulenz relevante Phospholipasen einer Klasse

3
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(Raynaud et al. 2002). Bacillus cereus besitzt eine PI-PLC, die den eukaryotischen
PLCs ahnlich ist und eine PC-PLC, die mit dem alpha Toxin von Clostridium
perfringens strukturell verwandt ist. Pseudomonas aeruginosa produziert eine
hamolytische PC-PLC (=PIcH) und eine nicht hamolytische PC-PLC (=PIcN). Obwohl
beide unter einander sehr ahnlich sind, ist nur PlcH bestimmend fir die Virulenz in
verschiedenen Organismen. PlcH kommt mit dem Chaperon (PIcR;) als
heterodimerer Komplex PIcHR, vor. Dieser Komplex bindet Calcium, das keinen
Effekt auf die enzymatische Aktivitat hat, jedoch die hamolytische Aktivitat von
PIcHR, hemmt. Anders als die Zink-Metallophospholipasen C aus Bacillus cereus,
Clostridium perfringens (alpha-Toxin) und Listeria monocytogenes sind PIcHR, und
PIcN nicht mit dem PC-PLC spezifischen, kompetitiven Hemmer D609 inhibierbar
(Meyers et al. 1990; Stonehouse et al. 2002). Drei der Phospholipasen von
Mycobacterium tuberculosis (PIcA, PlcB, PlcC) werden ebenfalls nicht durch D609
gehemmt.

Die gereinigte PLD des Corynebacterium pseudotuberculosis wirkt dermonekrotisch
und nach Injektion in Tiere sogar lethal. Neutrophile kdénnen in ihrer Chemotaxis
durch die PLD gestort werden, was eigentlich fir das in Neutrophilen und
Makrophagen lebende Bakterium eher hinderlich ware. Aber die PLD-Aktivitat kann
auch die vasculare Permeabilitat erhbhen und somit zur Ausbreitung der Infektion
von Vorteil sein. (Schmiel et al. 1999)

Auch bei eukaryotischen Krankheitserregern spielen Phospholipasen eine Rolle. So
penetrieren Toxoplasma gondii und Entamoeba histolytica mit Hilfe ihrer
Phospholipasen A die Wirtszellen (Ghannoum 2000). Letztere stimuliert zusatzlich
die Epithelzellen zur Zytokinproduktion (IL-6, IL-8) (Eckmann et al. 1995).
Cryptococcus neoformans, ein humanpathogener Pilz, besitzt eine PC-PLB und
Aspergillus fumigatus eine PLB, eine PLC und eine PLD. Drei Phospholipasen besitzt
auch Aspergillus flavus, allerdings handelt es sich dabei um Enzyme der Klassen
PLA, PLB und PLC. Phospholipasen hoherer Organismen kdnnen ebenfalls eine
schadigende Wirkung auf den Menschen haben, wie zum Beispiel die in Schlangen-
und Bienengift enthaltene PLA.



Einleitung

1.3 Phosphatidylinositid-spezifische Phospholipasen der Klasse C (PI-PLC)

Aus dem Substrat Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat [P1(4,5)P2 bzw. PIP;]
entstehen durch PLC -vermittelte Hydrolyse Inositol 1,4,5-triphosphat [I(1,4,5)P3; bzw.
IPs] und Diacylglycerol (DAG). Beide Reaktionsprodukte sind bekannte
Signalmolekile (,second messenger”) in der Antwort auf extrazellulare Signale. IP3
ist aulRerdem eine Vorstufe fur Inositolpolyphosphate, die wiederum auch
regulatorische Funktionen haben. PI(4,5)P- ist nicht nur Substrat fur PLCs, sondern
auch fur Kinasen und Phosphatasen. Durch die direkte Bindung an Proteine kann es
auf deren Aktivitat Einfluss nehmen, allerdings sind in vitro mehr Bindepartner
bekannt als in vivo bewiesen wurden, weil PH-Domanen (,pleckstrin homology“-
Domane) verschiedene Phosphoinositole binden konnen. Beim Zytoskelettaufbau
und der Aktinmodellierung spielt Pl(4,5)P, nachweislich eine wichtige Rolle, bindet
aber uber noch unbekannte Domanen an die entsprechenden Proteine (z. B. a
Actinin, Gelsolin, Profilin) und nicht uber PH-Domanen. Die PH-Domane ist dennoch
die wichtigste Phosphoinositolbindedomane.

Aufgrund von Strukturmerkmalen werden die PI-PLCs der Sauger in vier Subklassen
eingeteilt: B, y, d und €. Allen gemeinsam ist das Vorhandensein einer X- und einer
Y- Domane. Andere strukturelle Elemente bestimmen die Lokalisation und
Funktionsspezifitaten der einzelnen Subklassen. Auch ihre Aktivierung ist
unterschiedlich, beispielsweise wird die B-Form durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren aktiviert und die y-Form durch die Aktivierung des Tyrosin-Kinase-
Weges. In niederen Eukaryoten sind bislang nur PLCs der & Isoform bekannt,
weshalb diese Form auch als urspringliche PLC vermutet wird (Rhee 2001; Ochocka
et al. 2003). Zwischen bakteriellen und Sauger-PLCs bestehen nur geringe
Gemeinsamkeiten innerhalb des N-Terminus, d. h. in der X-Domane. Auch in den
von ihnen bevorzugten Substraten unterscheiden sie sich, denn die Sauger-PLCs
zeigen hochste Aktivitat bei Phosphoinositiden, die an Position 4 und 5
phosphoryliert sind. Diese Phosphoinositide sind keine Substrate bakterieller PLCs,
die im Gegensatz zu den Saugerenzymen GPIl-Anker abspalten kdnnen (Griffith et al.
1999).
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1.3.1 PLC1 von Saccharomyces cerevisiae

1993 wurden in gleich drei unabhangigen Arbeiten die Phospholipase C von S.
cerevisiae (Plcl), das entsprechende Gen und PLC-negative Mutanten beschrieben
(Yoko-o et al.; Flick et al.; Payne et al.). Diese Phospholipase besitzt die
konservierten X und Y Domanen und wurde wegen der strukturellen Ahnlichkeit dem
PLCd —-Typ zugeordnet. Yoko-o et al. erwdhnten bei Expressionstudien lange
Expositionszeiten bei Northern-Analysen und folgerten, dass die Transkriptmenge
gering ist. Payne et al. wiesen auf eine potentielle Kernlokalisierungssequenz hin und
York et al. beschrieben spater (1999 und 2001) eine nukleare Funktion der ScPlcl
als Bestandteil des ArgR-Mcm1 Transkriptionskomplexes und als Bestandteil des mit
Inositolpolyphosphat regulierten mRNA Transports aus dem Kern. In einigen
genetischen Hintergrinden ist das Gen essentiell (Yoko-o et al. 1993). Die Mutante
zeigt eine Temperatur- und Osmosensitivitat, eine erhohte Missegregation der
Chromosomen und Defekte bei der Verwertung von anderen Kohlenstoffquellen als
Glukose (z. B. Galaktose, Raffinose, Glycerol). Durch Zugabe von Calciumionen
konnte die Temperatursensitivitat und erhdhte Chromosomenmissegregation
teilweise aufgehoben werden. Das Phospholipidmuster andert sich in der ScPLC1-
Mutante nicht (Coccetti et al. 1998). Durch einen ,yeast-two-hybrid* Screen wurden
mehrere Interaktionspartner der ScPIcl gefunden. ScPlcl bindet an zwei Proteine
des Kinetochorbildungskomplexes, ScNdc10 und ScCep3 (Lin et al. 2000), wodurch
der nocodazolsensitive Phanotyp und der beobachtete Mikrochromosomenverlust
der Mutante erklarbar ist. Desweiteren interagiert ScPlcl mit dem C-Terminus der
Phosphatidylinositol Kinase ScTor2, die eine Funktion in der zellzyklusabh&ngigen
Aktinskelettbildung hat (Lin et al. 1998). Flick und Thorner (1998) zeigten eine
Interaktion der ScPlcl mit dem phosphatregulierten Signalweg. Weiterhin wird
ScPlIcl fur den durch oxidativen Stress induzierten Ume3 Abbau bendétigt (Cooper et
al. 1999).

Fur die Aktivierung der Pseudohyphenbildung bei Stickstoffmangel sind in
Saccharomyces cerevisiae zwei Signalwege vorhanden bzw. bekannt, der cAMP-
und der MAPK-Weg. Beide sind vernetzt, so aktiviert das kleine G-Protein Ras2
beide (Borges-Walmsley und Walmsley 2000). Die ScPlcl agiert als GTPase
aktivierendes Protein bei der Bindung des ScGprl Rezeptors an dessen G-Protein
ScGpa2 im nahrstoffinduzierten Signalweg (Ansari et al. 1999). An der Aktivierung
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der ATPase Uber den Glukosesensor ScSnf3 ist der Gpa2-Plcl-Komplex ebenfalls
beteiligt (Souza et al. 2001). Bisher deutet kein Phanotyp der ScPLC1-Mutante auf
eine Verbindung von ScPlcl und Proteinkinase C (ScPkcl), denn ScPkcl scheint an
der MAPK-Kaskade mitzuwirken, welche unter anderem fir die Anpassung an
hypoosmotischen Stress und fur die Zellwandintegritat notig ist. Die ScPLC1-Mutante
ist aber u. a. sensitiv gegenuber hoher Osmolaritat. Es gibt wenige Hinweise fur die
in Saugern sonst ubliche Aktivierung der Pkcl durch das Plcl-Reaktionsprodukt
DAG.

Im Hefegenom ist kein Homolog zum Sauger IP3-Rezeptor vorhanden und auch eine
IP; konzentrationsabhangige Kontrolle der Ca'*-Konzentration ist nicht endguiltig
geklart. Dagegen ist bereits gezeigt worden, dass IPs; in S. cerevisiae als
Ausgangspunkt fur hoher phosphorylierte Phosphoinositole, die wichtige
Regulationsfunktionen haben, dient. So zeigten York et al. (1999), dass in der
ScPLC1-Mutante keine detektierbaren Mengen IPg vorhanden waren, dagegen in
einer ScPLC1 (Uberexprimierenden Mutante eine Akkumulation multipler
Inositolpolyphosphate stattfand. Es existiert ein IPs — Signalweg, der den mRNA
Export aus dem Zellkern reguliert. 1P, ist nétig fur die Funktion der ArgR-Mcml
Transkriptionsmaschinerie (Odom et al. 2000; reviewed durch Wera et al. 2001).

1.4 Candida albicans, ein humanpathogener Pilz

Der Hemiascomycet Candida albicans ist der haufigste Verursacher von
Pilzinfektionen beim Menschen. Infektionen durch C. albicans sind in den letzten
Jahren aufgrund der zunehmenden Zahl immunsupprimierter Patienten, z. B. nach
einer Transplantation, Zytostatikabehandlung oder bei HIV-Infektion, vermehrt in den
Blickpunkt der Forschung getreten (Kullberg et al. 2002). Als Opportunist besiedelt
der Pilz vor allem die Schleimhaute der Mundhdhle und des Gastrointestinaltraktes
gesunder Personen, ohne Krankheitsanzeichen hervorzurufen. Bei Frauen treten
auch ohne Vorliegen einer Immunsuppression sehr haufig akute oder chronisch
rezidivierende Vulvovaginalcandidosen auf (Mendling 2004). Auch bei Patienten mit
bestatigter Dermatomykose dominiert Candida albicans unter den nachgewiesenen
Hefen (Hipler et al. 2004; Ruchel et al. 2002). Das Hauptaugenmerk der Forschung
Uber C. albicans richtete sich auf die Suche bzw. Charakterisierung von
Virulenzfaktoren als potentielle Angriffsziele fur antimykotische Therapeutika, aber
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auch auf die Untersuchung von Resistenzmechanismen gegen verwendete
Antimykotika.

Nach F. C. Odds (1994) erfolgt die Infektion durch C. albicans in 4 Stufen. Zu Beginn
adhariert und besiedelt der Pilz Epithelzellen, dann penetrieren Hyphenzellen in bzw.
durch das Epithel und befallen das Vaskularsystem, durch das der Pilz verbreitet
werden kann. Schlie3lich penetriert er aus dem System wieder ins Gewebe
(Kumamoto und Vinces 2005-a). Virulenzfaktoren spielen in allen Stufen der Infektion
eine Rolle, dazu gehoren unter anderem Adhasine, sekretierte Proteasen und
cytoplasmatische Proteine. Die Definition eines Virulenzfaktors ist in der
wissenschaftlichen Literatur unterschiedlich. Bei Haynes (2001) sind 3 verschiedene
Virulenzfaktordefinitionen aufgelistet. Die erste Moglichkeit dabei ist die Einstufung
aller Gene als Virulenzfaktoren, deren homozygote Nullmutanten verminderte
Virulenz im Tierinfektionsmodell zeigen. Eine solche Einteilung wurde auch von
Navarro-Garcia et al. (2001) vorgenommen, wobei die Virulenzfaktoren zusatzlich in
folgende Gruppen eingeteilt wurden: metabolische Proteine, Zellwand,
Signaltransduktionswege, sekretierte Faktoren und andere Faktoren. Diese Form der
Definition enthélt viele intrazellulare Proteine, die bei der zweiten Mdglichkeit der
Definition nicht mehr bertcksichtigt werden. Dabei werden nur Faktoren als wahre
Virulenzfaktoren bezeichnet, die auch direkten Kontakt mit der S&ugerzelle haben.
Calderone und Fonzi (2001) behandeln in ihrem Artikel zu Virulenzfaktoren zwar
keine metabolischen Gene oder Proteine mehr, sondern hauptséchlich
Adhasionsfaktoren, wie z. B. Adhasine, Hwpl, Intl, ALS-Genprodukte und
sekretierte, hydrolysierende Proteine, wie z. B. sekretierte Aspartatproteasen (Saps)
und Phospholipase Bl (PIbl), jedoch auch Transkriptionsfaktoren, wie z. B. Tecl,
Cphl, Efgl. Vertreter der dritten Definition von Virulenzfaktoren sind Casadevall und
Pirofski (2003), die alle Komponenten, die den Wirt beschadigen (,Damage
framework"), als Virulenzfaktoren bezeichnen und essentielle Komponenten fur die
Uberlebensfahigkeit im Wirt einbeziehen. Die Auswertung eines Fragebogens zur
Definition von Virulenzfaktoren auf der ASM Conference on Candida and Candidiasis
2002 in Tampa, USA, bestatigte die Wichtigkeit von Tierinfektionsexperimenten als
Voraussetzung zur Bezeichnung eines Virulenzfaktors. Die Einbeziehung essentieller
Gene stie3 auf unterschiedliche Meinungen. Zusammenfassend wurde
vorgeschlagen, dass die Bezeichnung Virulenzfaktor nur flr Faktoren verwendet
werden sollte, die direkt mit Wirtskomponenten interagieren; Molekule, die in



Einleitung

irgendeiner Weise einen Virulenzfaktor beeinflussen, z. B. dessen Funktion oder
Expression, sollten als Virulenzregulatoren bezeichnet werden (Odds et al. 2003).
Nach Saville et al. (2003) wird die Fahigkeit des Hefe-Myzel-Uberganges (,yeast-to-
hyphae transition“; Dimorphismus) mittlerweile als Virulenzmechanismus anerkannt.
Dagegen scheint es widerlegt, dass die Hyphenform per se die virulente Form des
Pilzes ist (Kumamoto und Vinces 2005-b). Zwei Signhalwege zur Regulation der
Hyphenbildung sind besonders gut untersucht: die MAPK- (mitogen aktivierte
Proteinkinase) und cAMP-Kaskade, an deren Enden mehrere Transkriptionsfaktoren,
wie z. B. Tupl, Efgl, und Cphl stehen (Ernst 2000, Kumamoto und Vinces 2005-a).
Diese Signalkaskaden sind jedoch noch langst nicht vollstandig aufgeklart. So fehlt
Wissen uber die moglichen Quervernetzungen zwischen ihnen, tber die Rezeptoren
am Anfang der Kaskaden, Uber die spezifischen Stimuli und einzelnen
Zwischenstufen, sowie mogliche ,by-pass“-Reaktionen. Da es bei S. cerevisiae
ahnliche Signaltransduktionswege gibt, welche die Pseudohyphenbildung bei
Stickstoffmangel steuern, wurden viele Erkenntnisse Uber den Dimorphismus bei C.
albicans durch den Vergleich mit der Backerhefe erhalten.

In Abhangigkeit von den Umweltbedingungen kommt C. albicans als Hefezellform,
echte Hyphenform, Pseudohyphenform oder als Chlamydospore vor. Fur die
Untersuchung des Pilzes sind jeweils in vitro Bedingungen bekannt, die eine
bestimmte Wachstumsform hervorrufen (Berman et al. 2002).

In allen Morphologien wéchst C. albicans als diploider Organismus, weshalb der Pilz
auch zur Gruppe der Deuteromyceten gerechnet wird. Ein echter sexueller Zyklus
und dessen Stadien sind bisher nicht bekannt, wenngleich in der Genomsequenz des
Pilzes homologe Gene fiur einen kompletten sexuellen Zyklus gefunden wurden
(Tzung et al. 2001). Das molekularbiologische Arbeiten mit einem solchen, als obligat
diploid erscheinenden Pilz wird dadurch erschwert.

Fur das Generieren von Mutanten in C. albicans wird am haufigsten eine wiederholt
verwendbare Disruptionskassette mit dem CaURA3 Gen als Marker verwendet, mit
der sequentiell die Allele eines oder mehrerer Gene ausgeschaltet werden kénnen
(s. auch 2.2.3.4). Neuere Untersuchungen haben jedoch einen Effekt der
Lokalisation des CaURA3 —Markers im Genom auf die Adh&sion an humanes
Gewebe und auf die Virulenz in der Maus festgestellt (Bain et al. 2001; Staab und
Sundstrom 2003). Die Herstellung einer Disruptionskassette kann durch eine PCR
vermittelte Amplifikation vereinfacht werden. Dabei wird die Disruptionskassette
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direkt durch PCR generiert und nicht erst in einen Vektor kloniert (Wilson et al. 1999).
Neben einem URA3 —auxotrophen Stamm gibt es weitere auxotrophe Mutanten von
C. albicans, die durch die Transformation von Selektionsgenen, wie z. B. CaHIS1
und CaARG4, komplementiert werden kdnnen. Diese Stamme werden ebenfalls fur
die Herstellung von Mutanten verwendet, wobei die Disruption jedes Allels eines
Gens mit einem anderen Marker erfolgen kann (Wilson et al. 1999). Enloe et al.
(2000) haben mit einer URA3 - ARG4 kombinierenden Disruptionskassette eine
Mdoglichkeit gezeigt, ein essentielles Gen indirekt nachzuweisen. Das FLP/FRT-
System zum Erstellen von Mutanten von S. cerevisiae wurde auch fir C. albicans
Ubernommen (Morschhauser et al. 1999). Nur eine Vero6ffentlichung beschreibt
bisher die Verwendung von antisense RNA zum Erstellen von Mutanten (DeBaker et
al. 2001).

Zur Regulation bzw. Beeinflussung und Untersuchung der Genexpression
ausgesuchter Gene stehen mehrere Candida-Promotoren zur Verfigung, aber auch
ein Tetracyclin regulierbarer Promotor und Gene mehrerer Codon-optimierter
Fluoreszenzproteine (Berman et al. 2002). Genomweite Expressionsstudien von C.
albicans sind mit Microarrays, z. B. der Firma Eurogentec, moglich.

1.4.1 Candida albicans und Saccharomyces cerevisiae

Der Ascomycet S. cerevisiae gilt auch in der Candida-Forschung als
Modellorganismus. Homologe Gene konnen oft bereits durch Sequenzvergleich
identifiziert und heterolog exprimiert werden. Viele Signalwege und Regulationen von
Genen und Proteinen scheinen konserviert zu sein. Daher ist der direkte Vergleich
von S. cerevisiae als ein nicht pathogener, einzelliger Pilz mit dem
humanpathogenen Pilz C. albicans besonders interessant. Unterschiede im Genom
und Proteom, sowie die Regulation der Gene und Proteine kdnnen immer unter dem
Blickwinkel der Anpassung von C. albicans an die spezifischen Umweltbedingungen
im Wirt betrachtet werden. Aus dieser Perspektive sind die Unterschiede der beiden
Pilze hervorzuheben. So durchlauft S. cerevisiae einen sexuellen Zyklus mit einem
haploiden Stadium und zeigt weniger morphologische Formen als C. albicans (nur
Hefeform und Pseudohyphen). Letztere Tatsache schliel3t S. cerevisiae als Modell
fur die Bildung von echten Hyphen und Chlamydosporen aus (Berman et al. 2002;
De Backer et al. 2000).

10
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Homologe Sequenzen in beiden Organismen kdonnen auf eine ahnliche oder gar
gleiche Funktion des Gens/Proteins hindeuten. Dennoch kann die Rolle innerhalb
des Organismus eine ganz andere sein. Zum Beispiel ist gezeigt worden, dass die
Phanotypen von Mutanten, denen das Gen SPT3 fehlt, bei S. cerevisiae und C.
albicans nahezu gegensatzlich sind (Laprade et al. 2002). Weiterhin konnen
Orthologe von essentiellen Genen bei S. cerevisiae in C. albicans nicht essentiell
sein bzw. umgekehrt (z. B. ist MED8 essentiell in S. cerevisiae, aber nicht in C.
albicans (Bruno et al. 2004)). In vielen anderen Fallen konnten durch die heterologe
Expression von Candida-Genen in S. cerevisiae dagegen Mutationen komplementiert
und Proteinfunktionen bestétigt werden. Bei der heterologen Expression ist jedoch zu
beachten, dass in C. albicans das CUG-Codon nicht wie herkdbmmlich als Leucin,
sondern Uberwiegend als Serin abgelesen wird (Santos et al. 1995; Massey et al.
2003).

1.4.2 Die Phospholipasen von Candida albicans und homologe Gene in

Saccharomyces cerevisiae

Dass Phospholipasen von C. albicans eine Rolle bei der Pathogenese spielen, geht
nicht nur aus der Phanotypisierung der entsprechenden Mutanten hervor, sondern
wurde Dbereits nach der Bestimmung der Aktivitdt von Phospholipasen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion und bei verschiedenen Isolaten
vorgeschlagen. Bereits 1985 zeigten Barrett-Bee et al. einen Zusammenhang
zwischen extrazellularer Phospholipaseaktivitat und Pathogenitat bei C. albicans auf.
C. albicans Isolate aus Blut von Patienten besitzen mehr extrazellulare
Phospholipaseaktivitat als kommensale Stamme (Ibrahim et al. 1995). Eine neuere
Untersuchung von 186 Candida-lsolaten auf sekretorische Protease- und
Phospholipaseaktivitdt zeigte, dass 72% der |Isolate Phospholipaseaktivitat
aufwiesen und diese bei den Isolaten von respiratorischen Infekten am hochsten war
(Borst et al. 2003). Die weniger pathogenen non-albicans Stamme produzieren relativ
weniger sekretorische Phospholipasen (Ghannoum 2000).

Bei C. albicans wird angenommen, dass die extrazellulare Phospholipaseaktivitat der
Hyphenspitze am grof3ten ist (Ghannoum 2000). Bereits 1977 schlossen Price und
Cawson aufgrund von Reaktionsprodukten auf intrazellulare PLA- und
Lysophospholipase-Aktivitdt von C. albicans. Eine PLC-Aktivitdt wurde von den
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gleichen Autoren nicht nachgewiesen. Mit weiteren Enzymassays konnten jedoch
spater PLA- und PLC-Aktivitdten in den Mikrosomenfraktionen und PLC-Aktivitat
auch in der cytosolischen Fraktion bestimmt werden (Mago und Khuller 1990). 1991
bestimmte Takahashi mittels Enzymassays extrazellular die Aktivitat von drei Typen
von Phospholipasen: Lysophospholipase, LPTA und PLB. Goyal und Khuller (1992)
wiesen ebenfalls Uber Aktivitdtstests intra- und extrazellular PLA- und
Lysophospholipase-Aktivitat nach. Dabei waren beide intrazellularen Aktivitdten in
der Hefeform hd6her, extrazellular nur die Lysophospholipase-Aktivitdt in der
Hefeform hoher.

Im Zuge des Genomprojektes wurden 5 Gene, auf Grund ihrer Ahnlichkeiten zu
Phospholipasen von S. cerevisiae, als PLB annotiert. Diese PLB-Genfamilie zeigt
wahrend des Filamentwachstums eine starkere Expression (Theiss et al. 2006). Bei
S. cerevisiae sind 3 Phospholipasen B bekannt (Lee et al. 1994; Merkel et al. 1999;
Fyrst et al. 1999).

In C. albicans wurden zwei Phospholipasen der Klasse B, kodiert durch die Gene
CaPLB1 und CaPLB2, genauer charakterisiert (Hoover et al. 1998; Leidich et al.
1998; Sugiyama et al. 1999). Beide Proteine haben N-terminal hydrophobe
Aminosauren als Signal zum Transport ins Endoplasmatische Reticulum
(sekretorischer Weg). Die C-terminalen Enden weisen keine besonderen Motive auf.
Dagegen besitzt CaPIb5 eine C-terminale putative GPIl-Anker Sequenz (Theiss et al.
2006). CaPLB1 wird beim Morphologiewechsel induziert und tragt zur Virulenz von C.
albicans bei. Fur eine CaPLB1-negative Mutante wurde gezeigt, dass sie weniger
invasiv und in zwei verschiedenen Mausinfektionsmodellen, einem fir intravenodse
Infektion und einem fir orale-intragastrische Infektion (Mukherjee et al. 2001),
weniger virulent ist. Mirbod et al. wiesen bei der gereinigten CaPlbl eine LPTA-
Aktivitat, LysoPL- und PLB-Aktivitat nach.

Bisher ist nur eine Phosphatidylcholin- spezifische Phospholipase D (CaPldl) in C.
albicans beschrieben worden (McLain et al. 1997; Hube et al. 2001) und auch bei
Analysen des Genomprojekts wurden bisher keine Gene identifiziert, die
Ahnlichkeiten mit PLD Genen haben. Bei S. cerevisiae sind je eine Ca?*'-
unabhangige, PC- spezifische (kodiert durch PLD1/SPO14) und eine Ca*'-
abhangige, PE- und PS- spezifische Phospholipase D beschrieben worden. Wahrend
letztere nur anhand ihrer Aktivitat charakterisiert ist (Tang et al. 2002), kennt man das
Gen der ScPId1l und den Phanotyp der Mutante (Waksman et al. 1996; Ella et al.
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1996). Ein entsprechendes PE-PIld codierendes Gen wurde trotz verschiedener
Ansatze jedoch bislang noch nicht in S. cerevisiae gefunden.

Die PC-PId in C. albicans wird wahrend der Morphogenese aktiviert. So zeigte die
ACapld1/ACapldl Mutante einen Morphologiedefekt und resultierend daraus einen
Virulenzverlust (Dolan et al. 2004). Das Reaktionsprodukt der CaPld1,
Phosphatidsaure (PA), aktiviert die Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-Kinase
(P14P5K), die wiederum PI1(4,5)P» herstellt. PI(4,5)P; gilt als Substrat fur eine PI-Plc
und aktiviert die CaPld1 selber. Das Gen fur die PI4P5K wurde in C. albicans mit
CaMSS4 benannt (Hairfield et al. 2002). In S. cerevisiae ist die PI4P5K essentiell
aufgrund ihrer Rolle in der Actin-Zytoskelettformierung (Desrivieres et al. 1998).
Sowohl die Aktivitat der CaPId1 als auch die Transkription des entsprechenden Gens
nehmen wahrend der Umwandlung von der Hefe- in die Hyphenform zu (McLain et
al. 1997; Hube et al. 2001). Die PLD1-Mutante von C. albicans uberlebt nicht in
inneren Organen nach intravendser Infektion von Mausen. Nach oraler Infektion fuhrt
die Mutante, im Vergleich zum parentalen Stamm, nicht zur Verminderung des
Korpergewichts der Mause und wirkt auch nicht lethal auf immunsupprimierte Mause.
In vitro bildet ACapld1/ACapldl keine Hyphen auf festem Spider-Medium und kann
epitheliale Monolayer nicht penetrieren. Die Hyphenbildung in vivo ist mdoglich,
dennoch ist die Virulenz reduziert (Dolan et al. 2004).

Im Unterschied zu S. cerevisiae, wo nur eine Phospholipase der Klasse C (ScPlc1)
bekannt ist, hat C. albicans drei Plcs. CaPLC1 ist das homologe Gen zu der
Phospholipase ScPIc1 in S. cerevisiae (Bennett et al. 1998). CaPLC2 und CaPLC3
(PI-PLC bei Andaluz et al. 2001) sind zwar zu einander fast identisch, doch
unterscheiden sie sich sehr von CaPLC1 und ScPLC1.

CaPLC1 mRNA konnte in der Hefe- und Hyphenform mit RT-PCR nachgewiesen
werden, im Northern aber nicht detektiert werden (Bennett et al.1998). Daraus lasst
sich folgern, dass die Transkriptmenge, ahnlich wie in S. cerevisiae, gering ist.
Frihere Experimente von Gadd und Foster (1997), die einen Anstieg der IP;3
Konzentration wahrend einer Hypheninduktion mit Lee’s Medium und transient
wahrend des Wachstums als Hefeform beobachteten, zeigten eine Verbindung

zwischen Plc-Reaktionsprodukt IP3 und Morphologiewechsel.
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Regulation der Morphologie und damit auch der Virulenz des humanpathogenen
Pilzes Candida albicans erfolgt Gber verschiedene, noch nicht vollstandig geklarte
Signalkaskaden, die zudem oft untereinander wechselwirken. Dabei kénnen
Produkte enzymatischer Reaktionen regulierend an verschiedenen Stellen
eingreifen. Das koénnen auch die Reaktionsprodukte der Phospholipasen, die
dadurch nicht nur am zellularen Lipidstoffwechsel beteiligt sind. Da sich jedoch auch
die Lipidzusammensetzung der Membran wéhrend der Morphogenese &andert,
konnen intrazellulare Phospholipasen folglich mehrere denkbare Funktionen bei der
Regulation der Morphologie und damit auch der Virulenz haben. Ein Teil dieser
Arbeit befasste sich deshalb mit den Genen des Pilzes, die flr Phospholipasen der
Klasse C codieren bzw. deren Genprodukte. Es wird postuliert, dass die
Reaktionsprodukte der Plcs, Inositoll,4,5-trisphosphat (IPs) und Diacylglycerol
(DAG), als second messenger fur virulenzassoziierte Funktionen des Pilzes
fungieren kdnnen. Zu Beginn der Arbeit waren drei Gene (PLC1, PLC2 = PI-PLC,
PLC3) in C. albicans beschrieben, die flr solche Funktionen in Frage kamen (s.
1.4.2). Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Rolle dieser drei PLCs aufzuklaren.
Durch das Deletieren der einzelnen Gene sollten Disruptionsmutanten hergestellt
und ihre Phéanotypen, insbesondere bei der Morphologie, untersucht werden. Da
durch die Ahnlichkeit von CaPlc2 und CaPIc3 eine phanotypische Komplementierung
in Betracht gezogen werden musste, sollte eine Doppelmutante erstellt werden.
Phanotypische Auswertungen und die Untersuchung der Genexpression der
Mutanten sollten aufklaren, ob die Phospholipasen an den bereits bekannten
Regulationsnetzwerken und Kaskaden in C. albicans beteiligt sind und welche
Funktionen die Plcs haben kdnnten.

Ein zweiter Teil der Arbeit galt einem Gen, dass an der Regulation von
Phospholipase A (PLA) Aktivitat in C. albicans beteiligt sein kbnnte. Schon in friihen
Publikationen wurde das Vorhandensein einer Phospholipase A in C. albicans
postuliert (s. 1.4.2). Im bekannten Genom von C. albicans konnte jedoch kein Gen
mit Ahnlichkeiten zu anderen Phospholipasen der Klasse A identifiziert werden. Das
in dieser Arbeit als CaDOAL bezeichnete Gen von C. albicans hat Ahnlichkeiten zu
einem Gen in Saugern, dessen Produkt als Phospholipase A aktivierendes Protein
(PLAP) bezeichnet wird. Durch Herstellung von Disruptions- und Uberexpressions-
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mutanten, durch Untersuchung von Expressionsprofilen und Durchfihrung von
Enzymassays sollte auch hier versucht werden, die Funktion dieses Gens in C.

albicans aufzuklaren.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Gerate und Software

Mikroskope

Axiovert 200
Fotomikroskop Il

Leica DMIL

cLSM510
Geldokumentation
Alphalmager™2000
Multiimage ™Light Cabinet
Spezielle Anwendungssoftware
AxioVision3.1

easyWING6.1

Chemilmager 4000i3.3b
AIDA image analyser 2.0
Lasergene

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Carl Zeiss
Carl Zeiss
Leica

Carl Zeiss

Biozym
Alpha Innotech Corporation

Zeiss

TECAN

Biozym

Raytest Isotopenmel3gerate GmbH
DNASTAR, Inc.

Chemikalien wurden, wenn nicht im Speziellen bezeichnet, von den Firmen Fluka,

Roth, Merck und Sigma bezogen. Enzyme wurden von MBI Fermentas verwendet mit

einigen Ausnahmen. Fur Fotoaufnahmen am Mikroskop wurden die Filme

Ektachrome 400 und 64T von Kodak genutzt.

2.1.3 Verwendete Stamme

2.1.3.1 Verwendete Stamme von Candida albicans

Name Hersteller/ bezogen von/ Referenz
SC5314 klinisches Isolat, Fonzi et al. 1993
CAF2-1 Fonzi et al. 1993

CAl-4 Fonzi et al. 1993
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CaPLC1/
ACaplc1-hisG-URA3-hisG
ACapld1/ACapld1
CaPLC1/ACaplc1-hisG
CaPLC1/ACaplc1-hisG
ACaplc1/pMET3-CaPLC1
ACapld1/CaApld1

M219 - Arbeitsgruppenstammsammlung

M220 und M221 - Arbeitsgruppenstammsammlung
M222 — Arbeitsgruppenstammsammlung
M226 — Arbeitsgruppenstammsammlung

M195 — Arbeitsgruppenstammsammlung

2.1.3.2 Verwendete Stamme von E. coli

Name Hersteller/ bezogen von/ Referenz
Escherichia coli XL1-Blue Stratagene
Escherichia coli TOP 10 Invitrogen

2.1.3.3 Wahrend dieser Arbeit generierte Candida albicans Mutanten

Von allen hergestellten Mutanten sind mehrere Isogene generiert und aufbewahrt

worden. In der folgenden Tabelle sind lediglich die aufgefuhrt, mit denen auch

gearbeitet wurde.
Klonbezeichnungen-
Stamm- | Stamm Genotyp Arbeitsbezeichnung
Nummer (isogene Klone)
DK1 Adoa1/ DOA1 CAl-4 Derivat, DOA1/Adoa1::hisG-URA3- 10.2,10.3, 1P
hisG
DK1-1 | Adoa1/DOA1 CAl-4 Derivat, DOA1/Adoa::hisG 10.2-1, 10.3-1, 1P-1
DK2 Adoa1/ Adoa1 CAl-4 Derivat, Adoa1::hisG-URA3-hisG 10.2-1-16, 10.3-1-17, 10.3-1-
/Adoa1::hisG 25,10.3-1-30, 1P-1-4
DK2-1 Adoa1/ Adoat CAI-4 Derivat, Adoa1::hisG /Adoa1::hisG 10.3-1-25-1
DK3 Adoa1/ Adoa1+ pBI- | CAl-4 Derivat, Adoa1::hisG /Adoa1::hisG + 10P8, 10P9

1-DOA1

pBI-1-DOA1

DK4 CAl-4 + pBI-1-DOA1 | CAl-4 + pBI-1-DOA1 IP9, IP12, IP4, IP6

DK5 Adoa1/ Adoa1+ pBI- | CAl-4 Derivat, Adoa1::hisG /Adoa1::hisG + 1014, 1017
1 pBI-1

DK6 Adoa1/ Adoa1+ pBI- | CAl-4 Derivat, Adoa1-hisG /Adoa1-hisG + KVL5, KVL9, KVL11, KVL18,
1-DOA1-KVL pBI-1-DOA1-KVL KVL19

DK7 Adoa1/ Adoat CAI-4 Derivat,

DK8 Adoa1/ Adoat CAI-4 Derivat, Adoa1::hisG /Adoa1::hisG, 1, 5,43, 48

rps1::Clp10-DOA1/RPS1
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DK9 [CAI-4 +pBI-1 CAl-4 + pBI-1 C1,C2,C3,C4
DK10 |Adoa1/DOA1+GFP | CAl-4 Derivat, DOA1+GFP /Adoa1::hisG 10.3-1-G2, 1P-2-G3
DK11 |Aplc2/PLC2 CAl-4 Derivat,PLC2/Aplc2::hisG-URA3-hisG | 14C2
DK11-1 | Aplc2/PLC2 CAl-4 Derivat,PLC2/Aplc2::hisG 14C2-3
DK12 | Aplc2/ Aplc2 CAl-4 Derivat,Aplc2::hisG-URA3- 14C2-3-16
hisG/Aplc2::hisG
DK12-1 | Aplc2/ Aplc2 CAl-4 Derivat,Aplc2::hisG/Aplc2-hisG 14C2-3-16-4
DK13 | Aplc2/ Apic2, Apic3/ | CAl-4 Derivat, Apic2::hisG/Aplc2::hisG, 14C2-3-16-4-20
PLC3 PLC3/Aplc3::hisG-URA3-hisG
DK13-1 | Aplc2/ Aplc2, Aplc3/ | CAl-4 Derivat, Aplc2::hisG/Aplc2::hisG, 14C2-3-16-4-20-4, 14C2-3-16-
PLC3 PLC3/Aplc3::hisG 4-20-5, 14C2-3-16-4-20-7,
14C2-3-16-4-20-13
DK14 | Aplc2/ Apic2, Apic3/ | CAl-4 Derivat, Apic2::hisG/Aplc2::hisG, 14C2-3-16-4-20-4-5 und 7
Aplc3 Aplc3::hisG-URA3-hisGlAplc3::hisG 14C2-3-16-4-20-4-13
DK14-1 | Aplc2/ Apic2, Aplc3/ | CAl-4 Derivat, Aplc2::hisG/Aplc2::hisG, 14C2-3-16-4-20-4-13-8
Aplc3 Aplc3::hisG/Aplc3::hisG 14C2-3-16-4-20-4-13-11
DK15 | Aplc2/ Apic2, Apic3/ | CAl-4 Derivat, Apic2::hisG/Aplc2::hisG, 14C2-3-16-4-20-4-13-8 +pBI-1
Aplc3+ pBI-1 Aplc3::hisG/ Aplc3::hisG+ pBIl-1 - 81-13
14C2-3-16-4-20-4-13-11+pBI-1
>11I-3, 111-14
DK16 |Aplc2/ Apic2, Apic3/ | CAl-4 Derivat, Aplc2-hisGl/Aplc2-hisG, Aplc3- | 14C2-3-16-4-20-4-13-11+ pDK-
Aplc3+ pBI-1- PLC2 | hisG/ Aplc3-hisG+ pBI-1- PLC2 16>11-2,11-3
14C2-3-16-4-20-4-13-8 +pDK-
16->8-2, 8-3
DK17 | Aplc3/ PLC3 CAl-4 Derivat, PLC3/Aplc3::hisG-URA3-hisG | 15C3
DK17-1 | Aplc3/PLC3 CAl-4 Derivat, PLC3/Aplc3::hisG 15C3-1
DK18 | Aplc3/ Aplc3 CAl-4 Derivat, Aplc3::hisG-URA3- 15C3-1-42, 15C3-1-43
hisG/Aplc3::hisG
DK18-1 | Aplc3/ Aplc3 CAl-4 Derivat, Aplc3::hisG/ Aplc3::hisG 15C3-1-42-1, 15C3-1-43-1
DK19 | Aplc3/ Apic3, Apic2/ | CAl-4 Derivat, Aplc3::hisG/ Aplc3::hisG, 15C3-1-43-1-24, 15C3-1-42-1-
PLC2 PLC2/Aplc2::hisG-URA3-hisG 24
DK19-1 | Aplc3/ Aplc3, Aplc2/ | CAl-4 Derivat, Aplc3::hisG/ Aplc3::hisG, 15C3-1-42-1-24-1, 15C3-1-43-
PLC2 PLC2/Aplc2::hisG 1-24-1bis4, 15C3-1-43-1-24-
9bis16
DK20 | Aplc3/ Apic3, Apic2/ | CAl-4 Derivat, Apic3::hisG/ Aplc3::hisG, 15C3-1-42-1-24-5-16-1bis8
Aplc2 Aplc2::hisG-URAS3-hisG/ Aplc2::hisG
DK21 | Apld1/Apld1, CAl-4 Derivat, Apld1::hisG/Apld1::hisG M221-3, M221-4
Aplc1/pMET3-PLC1 | Aplc1::hisG/pMET3-PLC1
DK22 CAl-4 + pBI-1-PLC1 | CAI-4 + pBI-1-PLC1 PLC1-UE 3,9,17
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2.1.4 Plasmide
2.1.4.1 Bezogene Plasmide

Plasmidname
PGEM®- T Easy Vektor
PGEM® - T Vektor
pCR® 2.1 — TOPO
pCR® - Blunt Il - TOPO
pBluescript 1l SK +
pMB7

pBI -1

pCaDis

pIM — 17

Clp10

pMG1602 (pGFP-URA3)
pDS952

pDB104

pGEM-URA3

Hersteller/ bezogen von/ Referenz
Promega

Promega

Invitrogen

Invitrogen

Stratagene

Fonzi und Irwin 1993

Leuker et al. 1997, Stoldt et al. 1997
Care et al. 1999

Inga Melzer (Arbeitsgruppenstammsammlung)
Murad et al. 2000

Gerami-Nejad et al. 2001
Dominique Sanglard, Lausanne
Desirée Bennett, Dublin

Arbeitsgruppenstammsammlung

2.1.4.2 In dieser Arbeit erstellte Plasmide

Plasmidkarten mit einer Kurzbeschreibung der einzelnen Plasmide befinden sich im

Anhang dieser Arbeit.

Plasmidname Plasmidname Nummer in der
(kurz) (ausfuhrlich) Plasmidsammlung
pDK-1 pCR2.1-TOPO-PLC1/3-4 P120

pDK-2 pGEM-T Easy-PLC1/ 3-4 P121

pDK-3 pCR2.1-TOPO-URA (Hind I1) P131

pDK-4 pGEM-T Easy-PLC1 (3-4)-URA3 P151

pDK-5 pCR2.1-TOPO-PLC2/ D1-D2 P130

pDK-6 pGEM-T Easy- PLC2/ D1-D2 P132

pDK-7 pGEM-T Easy-PLC2/ D1-D2-Hind llI P150

pDK-8 PLC2-Disruptionskassette P158

pDK-9 pCR2.1-TOPO-DOA1/3-4 P124

pDK-10 pMB7-DOA1/3-4 P125
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pDK-11 pCR2.1-TOPO-DOA1/1b-2a P159
pDK-12 CaDOAZ1-Disruptionskassette P160
pDK-13 pBS II-SK (+)-PLC2-lang (Pfu) P161
pDK-14 pBIl-1-PLC2-lang (Pfu) P162
pDK-15 pGEM-T-PLC2-kurz P163
pDK-16 pBIl-1-PLC2-kurz P164
pDK-17 pGEM-T Easy-PLC3 P165
pDK-18 pBI-1-PLC3 P166
pDK-19 pGEM-T-PLC1 P167
pDK-20 pBl-1-PLC1 P168
pDK-21 pGEM-T Easy-DOA1 P169
pDK-22 pBl-1-DOA1 P170
pDK-23 pBIl-1-PLC1-URA3kurz P171
pDK-24 pCR-Blunt II- TOPO-DOA1-RE-Xhol P172
pDK-25 pCIP-10-DOA1-RE-Xhol P173
pDK-26 pGEM-T Easy-DOA1-KVL P174
pDK-27 pBl-1-DOA1-KVL P175

2.1.5 Oligonukleotide (Primer)

Die Oligonukleotidsequenzen wurden selbst erstellt und die Oligonukleotide von der

Firma TIP-Molbiol, Berlin, synthetisiert. Sie wurden in einer Konzentration von

10pmol/ul verwendet.

Primername Gen Sequenz (5'........... 3")
PLC-1 fwd PLC1 ATG TTG GAATCATTAAAT CGT C
PLC-2 rev PLC1 GTACAATTGATCTTG ATTCATC
PLC-3 fwd PLC1 TTT GGG ATT CAT TAG CTC AAG G
PLC-4 rev PLC1 TTG TAT CGA CAT TGC TAC TGC
AGA TCT AAT GTT GGA ATC ATT AAA
PLC1-UE1 fwd PLC1 T
PLC1-UE2 rev PLC1 AGA TCT ACT AGT TGT TAT CTT CCC
CCC GGG ACT AGT TGT TAT CTT
PLC1-UE3 rev PLC1 CCC
PLC1-UE3a rev PLC1 CCC GGG ACT AGT TGT TAT CTTC
PLC1-S3R rev PLC1 TAG TAG TGA TGA TTG AAC CAC TA
PLC-1S rev PLC1 TTG TTG AAT TAG CCA TTC TCCA
PLC-S3 fwd PLC1 TAG TGGTTC AAT CAT CAC TAC TA
PLC-S4 rev PLC1 ACT AGT TGT TAT CTT CCC CAT GA
PLC-3R rev. PLC1 CCT TGA GTT AAT GGA TCC CAA A
PLC1-D1 rev PLC1 TAA CAT TAG CAA AGCTTA TTG G
PLC1-D2 rev PLC1 TAG TAT TTG AAG ATG ACG ATG ATG
PLC1-D2 fwd. PLC1 GAT GAA TCA AGA TCA ATTGTA C
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PLC1-D3 fwd. PLC1 TGG AGA ATG GCT AAT TCA ACA A
PLC1-D4 fwd. PLC1 ACT AGC TGG TGA TAA TGG TAA TG
PLC1-D5 PLC1 CCA ATT GCA CCA ACC ACC AGT
PLC1-D6 PLC1 AGT GAC TAA TAT AGC AAT AGG G
PLC1-D7 PLC1 GCA GTA GCAATG TCG ATA CAA
PLC1-D8 PLC1 GAT ATT ACC ATC ACC AGC CGA A
PLC1-D9 PLC1 CCA AGA TTA CTT AAT TCA TTG ATG
PLC1-MET PLC1 TTCAACTTC CAAGTGTTGTCAC
C1CON-D1 fwd. PLC1-Contig |AAC GGG GTT AAC TAG AAG AAT TAT
C1CON-D2 rev. PLC1-Contig |AGC CAC ATC AAC AGC AGG AAC
piplc2-0 fwd. PLC2 CAA TCG ATT GGT TTC TAT TTC AAT
piplc2-1 fwd. PLC2/3 CAA AAC TTG GTT AAA GGA TAT TGA
piplc2-2 rev. PLC2/3 GTT CAT CTT GAA CAC CAA ATC
piplc2-3 rev. PLC2/3 ACA CAA TGA CAG TCT CCG AAG AA
piplc3-3 fwd. PLC3 CAC TGA CAT ATA ATA CAT TAATTC
piplc2-D1 fwd PLC2 ATG AAG CTC TATTACTCG CAT CTT
piplc2-D2 rev PLC2/3 TTA GTATCA ATT AAAGCT TCA GGC
piplc-invl fwd PLC2/3 GAT CGG TAC CTG ATG CTA GAG GTA
piplc-inv2 rev PLC2/3 GAT CAA GCT TGA CAG TCT CCG AAG
PLC2-UE1 fwd PLC2 AGA TCT ATG AAG CTC TAT TAC TCG
PLC2-UE2 rev PLC2 AGA TCT TGC TTA ATG CGA CAA ATA

CCC GGG TGC TTA ATG CGA CAA
PLC2-UES rev PLC2 ATA
PLC3-UE1 fwd. PLC2/3 AGA TCT ATG GTC GAC TAC AAA ACT
PLC3-UE2 rev. PLC3 AGA TCT AGT TGT CAA CTT TGA AGC
DOA1-1 fwd DOA1l CAA TGG TCT GGG GCATAG TCA
DOA1-2 rev DOA1l CGA GCT CTT CCA GAG TCG CGG
DOA1-3 fwd DOAl GTC GAC CGA GCCACC ATT GAA
DOA1-4 rev DOA1l GGT GAT TAA TTC TAG CGC TTG C
DOA1L-5 rev DOA1l GGG TGA GCT GTG AAA ACT CTG
DOA1-6 rev DOA1l TGG TAA TTT CAA TGG TGG CTC G
DOA1-7 rev. DOAl AGA CTT GGA AGG AAT CAC TTTC
DOAI-8 rev. DOAL TTC ACC CGT AGA TAC AAA CTTGC
DOA1-9 rev. DOAL TTG GCA GTG CTA TTCTGT AAC TT

AGA TCT AAATTA TCT CAG CAG CAT
DOA1-10 rev. DOA1l CAG
DOA1-1a fwd DOAl AGT TGA CACTGT ATT GTG TTC TAC
DOA1-1b fwd DOA1l CTG TTT GCA AAC TAG TTG TAT TC
DOA1-2a rev DOA1l ATC GGC ACT ACA AGT TAAATAGTG
DOA1-UE1 fwd DOA1l AGA TCT ATG TCT TAC AAA CTT AGT
DOA1-UE2 rev DOA1l AGA TCT ATT AGA GAT TCA TAA GAA
DOA1-UE3 rev DOA1l CCC GGG ATT AGA GAT TCA TAAGAA
DOA1-RE1 fwd. DOA1l AAT TTT TAG CGA TTC CAT GAG TAG
DOA1-RE2 rev. DOA1l CAG ATT CCC CATTAG AGATTC AT

CTC GAG AATTTT TAG CGATTC CAT
DOA1-RE1X fwd. DOAl GAG

CTC GAG CAG ATT CCC CAT TAG AGA
DOA1-RE2X rev. DOA1l TTC
DOA1-k-fwd. DOA1l CTG CAG GGC ACT GAC AAT AAATTATA
DOA1-k-rev. DOA1l CTG CAG AAGTGC TGG ATTTTC CACAT
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DOA1-kla-fwd DOA1 GGT ACC GGC ACT GAC AAT AAATTATA
DOA1-kla-rev DOA1 GGT ACC AAG TGC TGG ATT TTC CAC AT
GAA GCA GGA ACT CTT TAC GCA ATT
AAT GGC GAA CAACGATTC CTT GAT
ATC GCA GAA GAT TTA AAA AAT ATA
GGT GGT GGT TCT AAA GGT GAA GAA
DOA1-GFP fwd. DOA1, GFP TTA TT
GGC TCA ATATGC TCA AAA AGT ATC
TGA ATT ATA CAG ATA CGA TTA AAT
AAT ACA CGT ACATAG TAG TCT ATC
DOA1-URA rev. DOA1, URA3 [TAG AAG GAC CACCTTTGATTG
DOA1, GFP,
DOA1-LOK1 fwd. URA3 GAA GCA GGA ACT CTT TAC GCA ATT
DOA1, GFP,
DOA1-LOK2 rev. URA3 GGC TCA ATATGC TCA AAA AGT ATC
CaUBI4 fwd. UBI TCT GAC ACC ATC GAT AAC GTC
CaUBI4 rev. UBI GGT TCT GCC ATC TTC TAA TTG
CaGLE1 fwd. GLE1 GAG GAA CGC AGA CGC CAA GAA
CaGLEL1 rev. GLE1 GAT CAT TCC AAT CAC TTC AGT ACT
CalPK2 fwd. IPK2 CTC AAG TTC AAC TGC ACG ATC AA
CalPK2 rev. IPK2 CTT ATG GTC ATC AGC ATC ATT TAT
CalPK1 fwd. IPK1 AAG ATC ACT TCA CCA GAA GAT TG
GTT TAG AGA ACA AGT TCG ACA
CalPK1 rev. IPK1 GTA
GTG GTA TTA GGA TGT GAA AAG
CaPRES® fwd. PRE6 AGA
CaPRES®G rev. PRE6 TTT TAT AAC AGC ACC AGG TTT CAA
CaPRE10 fwd. PRE10 GCC GTT GAA AAT GGT ACA TCA
CaPRE10 rev. PRE10 TCT TGC AGC ATG ATT TAT TGC TTC
CAT GAA GGT GGT ATA AGA CCA
CaRPT6 fwd. RPT6 TAT
CaRPT6 rev. RPT6 AAC TGC TCT TGC CAA TAA GGT CTT
ATG TCC GAC ACT GAA AAC ACA
CaSMT3 fwd. SMT3 GGA
ACC AAT TTG TGC ACG GTG AGC
CaSMT3 rev. SMT3 TTC
ATG TCC GAA CCT TCA AAG GAA
CalPF13356 fwd. IPF13356 GAG
TAT AAG GTA CCT CAC GGC AGG
CalPF13356 rev. IPF13356 ATG
TCG TTG AGA GTC GTA CCA TCC
CalPF3262.3 fwd. IPF3262.3 |AGT
TCC TCC AGG GTA AAC ATC TTC
CalPF3262.3 rev. IPF3262.3 CCA
CaACB1lexon2 fwd. ASBlexon2 |[AGA CCA AGT GAT GAT GAA TTA TTG
CaACB1lexon2 rev. ASBlexon2 |GTA TTT ACT GAT CAA TTC AGT AGC
CCC GGG GCT GTG AAC CTG ATT
PLD1-UE3 rev PLD1 TCA
PLD1-UE2 rev PLD1 AGA TCT GCT GTG AAC CTG ATT TCA
PLD1-UE1 fwd PLD1 AGA TCT ATG CTG CCA ACA GCC GAA
HisG 1b rev HisG GGC GCG ACTTCG ACAGAAC
HisG 2b fwd HisG GTT CTG TCG AAG TCG CGC C
hisG-S1 fwd HisG ATG AAC GCA TGA GAA AGC CcCC
hisG-S2 rev HisG GTC ATT CAG GGT ATT GAA GCT
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URA1b fwd URA3 TTA GGT CCT TAT GTATGC TTAATC
URA2b rev URA3 GAT TAA GCA TAC ATA AGG ACC TAA
URA-D4 fwd. URA3 CAA TCA AAG GTG GTC CTT CTG GA
URA-D3 rev. URA3 TGT TTC CGT TTATAC CAT CCAA

GAT CAA GCT TCT AGA AGGACCACC
URA-D2 rev. URA3 TTTG

GAT CAA GCT TGG ATG GTA TAA ACG
URA-D1 fwd. URA3 GAA
Ampl fwd. bla AmpR ATG CTT AAT CAG TGA GGC ACC
Amp?2 rev. bla AmpR ACA TCG AAC TGG ATC TCA ACA
PCK-D1 fwd. PCK1-Promotor |ATA TTA CGT ATT CTC CTC CTT CTC
PCK-D2 fwd. PCK1-Promotor |GGA TCC ACT GTA TTC CAA TTT A

GAG AAG GAG GAG AAT ACG TAA
PCK-D3 rev. PCK1-Promotor |[TAT
ACT1 fwd. ACT1 ACC GAA GCT CCA ATG AAT CCA
ACT1 rev. ACT1 GGA TGG ACC AGA TTC GTC GTA
EFB1 fwd. EFB1 AGT CAT TGA ACG AAT TCT TGG CTG
EFB1 rev. EFB1 TTC TTC AAC AGC AGC TTG TAA GTC
T7 Primer T7-Promotor [TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
GFP1 fwd. GFP TCT AAA GGT GAAGAATTA TT

Primer fur die CaPLCL1 - Disruption nach Wilson et al. (1999):

plc-ura fwd. 80mer

5 — TAT TAT CTA GTT ATT CAA CTC CAT ATC GTG AAA TCA CCC AAA CCC AAA CTA
ACT ATT ATT GGA TGG TAT AAA CGG AAA CA-3

plc-urarev. 80mer

5 —GTC TTA TAA TGA ATG ATG ATG TAG AAC TAC TAT TAG ATT TAT TAT TTT CAT
TAT CTT TCT AGA AGG ACC ACC TTT GAT TG -3

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Auftrennung durch Gelelektrophorese

Unter Nutzung der negativen Ladung der Nukleinsauren koénnen sie elektro-
phoretisch aufgetrennt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Agarosegele mit
einer standardmafRigen Konzentration von 1% (w/v) Agarose in TBE-Puffer benutzt.
Fur spezielle Auftrennungsanforderungen wurde teilweise die Konzentration
entsprechend folgender Richtlinie gedndert: 0,8% (w/v) Agarose fir DNA-Fragmente
groRRer als 3kb und 2% (w/v) Agarose fir Fragmente kleiner als 0,75kb.

Die DNA-Proben wurden 1:10 mit Stopp-Puffer versetzt und nach dem Elektropho-

reselauf mit dem Interkalator Ethidiumbromid im UV-Bereich sichtbar gemacht. Dazu
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wurde das Gel kurze Zeit in einem Farbebad mit einer Konzentration von ca. 200ul
Ethidiumbromid/ 600ml dest. Wasser inkubiert. Die Konzentration der Ethidium-

bromid-Stammlésung (Sigma) betrug 10mg/ml.

1XTBE- Puffer (5 Liter) 10x Stopp- Puffer

60,5 g Tris-base 30% (wi/v) Ficoll

30,9 g Borsaure 0,25% (w/v) Bromphenolblau

3,79 EDTA 0,25% (w/v) Xylene Cyanole FF
in 0,2 M EDTA, pH 8, l6sen

2.2.1.2 DNA -Extraktion aus dem Agaroseqel

Fur einige Anwendungen, wie z.B. Ligationen, bendétigte gereinigte DNA—Banden
wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe des NucleoSpin Extract 2inl
Kit (Macherey-Nagel) extrahiert.

2.2.1.3. DNA-Spaltung durch Restriktion

Restriktionsendonukleasen des Typ Il von der Firma MBI Fermentas wurden nach
deren Beschreibung genutzt.
Ein typischer Restriktionsansatz sah folgendermafien aus:
1-5ul DNA (abhangig von der DNA-Konzentration)
0,5-1pl Restriktionsenzym (10 U/ul)
2ul 10x Restriktionspuffer
16,5-12,5ul bidest. Wasser
=20ul

2.2.1.4 Dephosphorylierung

Bei der Dephosphorylierung wird der von der T4 DNA -Ligase bengétigte endstandige
5'-Phosphatrest eines DNA-Stranges entfernt und somit eine Religation
weitestgehend verhindert. Ein Dephosphorylierungsansatz setzte sich wie folgt

zusammen:
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26,5ul DNA-L6sung
0,5ul Alkalische Phosphatase (MBI Fermentas)
3ul CIP-Puffer (10x)
= 30ul
Nach einer 1stindigen Inkubation bei 37°C wurde durch die Zugabe von EDTA
(Endkonzentration 5mM) und eine Inkubation bei 75°C fir 5min gestoppt.
AnschlieBend erfolgte eine Phenol- Chloroform- Extraktion mit anschlieRender

Ethanolfallung zur Reinigung der DNA.

2.2.1.5 Mungbohnen-Nukleasebehandlung von Restriktionsfragmenten

Mungbohnen-Nuklease ist eine spezifische DNA- und RNA-Endonuklease, die
Einzelstange am Ende eines Fragments degradiert. In dieser Arbeit wurde das
Enzym der Firma New England BioLabs nach Herstelleranweisung verwendet.

Anschliel3end wurde die DNA durch eine Ethanolfallung gereinigt und gegebenenfalls

aufkonzentriert.

2.2.1.6 Phenol- Chloroform- Extraktion

Zur Reinigung der DNA von Proteinen wurde in dieser Arbeit die DNA-L6sung mit 1
Volumen Phenol- Chloroform- Lésung (Roti®-Phenol der Firma Roth, enthalt Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol im Verhaltnis 1:1:24) versetzt, kraftig geschuttelt und zur
scharfen Phasentrennung 5min bei RT und 14000rpm (14300 x g) zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und zur
Reinigung von Phenolresten mit Chloroform wie vorher beschrieben geschuttelt und
zentrifugiert. Die DNA befindet sich dabei wieder in der oberen Phase.

2.2.1.7 Alkoholfallung von Nukleinsauren

Nukleinsauren wurden bei hohen Salzkonzentrationen in Ethanol oder Isopropanol
aus wassrigen Losungen gefallt. Daftr wurden 1/10 des Volumens der DNA-L6sung
an 3M Natriumacetatlosung (pH 4,8) zur DNA-L6sung gegeben, um die
Salzkonzentration zu erhohen. Gefallt wurde mit 2,5 Volumen absolutem Ethanol
oder 1 Volumen Isopropanol. Nach der Fallung wurde 15min bei RT und 14000rpm
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(14300 x g) zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1 Volumen 70% (v/v) Ethanol.
Das getrocknete Sediment konnte in dem gewilnschten Volumen sterilen dest.

Wassers oder TE-Puffer resuspendiert werden.

2.2.1.8 Ligation

Die Verknupfung zweier DNA-StrAdnge erfolgt mit Hilfe von DNA-Ligasen. Das
Verhaltnis zwischen Vektor und Insert hat Einfluss auf die Effektivitat der Ligation und
sollte im Ligationsansatz einer ,blunt end®- Ligation 1:3 und bei klebrigen Enden 1:2
betragen.
Ein 20 pl Ligationsansatz enthielt: 1pl T4 DNA —Ligase (MBI Fermentas)

2ul 10x Ligationspuffer

xpl Vektor (ca.100ng)

xul Insert (ca. 300ng)

xpl steriles dest. Wasser

=20pl
Der Ansatz wurde mindestens 1h bei 22°C oder tber Nacht bei 4°C inkubiert. Durch

Erhitzen des Reaktionsgemisches fur 10min auf 65°C wurde die Ligase inaktiviert.

2.2.1.9 Entsalzen eines Ligationsansatzes fir Elektroporation

Um bei der Elektroporation stérende Salze aus dem Ligationsansatz zu entfernen,
wurde wie folgt vorgegangen:

Der Ligationsansatz wurde mit Wasser auf ein Endvolumen von 50ul aufgefillt und
mit 500ul n-Butanol versetzt. Nach kréftigem Schutteln des Fallungsansatzes wurde
er 15min bei Raumtemperatur und 14000rpm (14300 x g) zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 5ul Wasser (bidest.) geldst.

Fur einen Elektroporationsansatz wurden die gesamten 5ul verwendet.

2.2.1.10 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

In dieser Arbeit wurden folgende DNA- Polymerasen mit ihren spezifischen,
mitgelieferten Puffern und unter den flr sie optimalen Reaktionsbedingungen (jeweils
laut Herstellerinformation) fir PCRs verwendet:
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T4 DNA Polymerase MBI Fermentas
Taq DNA Polymerase, recombinant Invitrogen
Pfu DNA Polymerase MBI Fermentas

Als Vorlage (Template) fur die PCR diente genomische DNA aus Candida albicans,
Plasmid-DNA aus E. coli und cDNA von C. albicans RNA. Ein typischer PCR-Ansatz
in dieser Arbeit lautete:
0,5-1pl Template-DNA
5ul 10 x PCR-Reaktionspuffer
4ul dNTP’s (8mM, d.h. jedes 2mM)
1ul vorwarts Primer
1l riickwarts Primer
0,5ul DNA- Polymerase
0,5-2ul MgCl; bzw. MgSO4
xpl Wasser bis zu einem Endvolumen von 50ul

Ein typisches PCR-Programm lautete:

Schritt 1) 95°C fiur 3min (initiale Denaturierung)

Schritt 2) 95°C fur 50s (DNA-Denaturierung in jedem Zyklus)

Schritt 3) primerspezifische Annealingtemperatur fir 50s

Schritt 4) DNA-Synthese bei 72°C fur 50s, bzw. langer in Abhangigkeit von der
Lange des zu amplifizierenden Fragments, anschlielend weiter bei Schritt 2, bis die
gewtnschte Zyklenzahl durchgelaufen war

Schritt 5) Finale Extension bei 72°C fur 10min

Schritt 6) Stoppen der Reaktionen durch Abkuhlung auf 4°C (Pause)

Die beste Annealingtemperatur fur ein Primerpaar wurde mit einer PCR im Cycler
Tgradient (Biometra) ermittelt, bei der ein Temperaturgradient fur den Schritt 3 Uber
10 verschiedene Temperaturen verwendet wurde.

Die Synthesetemperatur und —dauer wurde anhand der Herstellerinformationen
angepasst, z.B. 72°C und 2min je 1lkb fur die Pfu DNA Polymerase von MBI

Fermentas.
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2.2.1.11 Direkte Aufreinigung eines PCR-Produktes

Ein PCR-Produkt wurde fur nachfolgende Schritte aus einem Agarosegel eluiert und
somit gereinigt (s. 2.2.1.2) oder direkt aus dem PCR-Ansatz heraus mit dem gleichen
Kit NucleoSpin Extract 2in1 von Macherey-Nagel gereinigt.

2.2.1.12 Klonierunqg eines PCR-Produktes

Nachdem ein zu klonierendes PCR-Produkt mindestens durch Gelelektrophorese,
meist aber auch durch Restriktionsverdaue auf Richtigkeit nach Bandengréf3e
getestet wurde, konnte es in einen Vektor Kkloniert werden. Als kommerzielle
Klonierungssets wurden zum einen die Systeme: TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen),
pGEM® -T Vector System |, pGEM® -T Easy Vector System | (beide von Promega)
verwendet fir PCR-Produkte mit einem von der DNA- Polymerase verursachten
Adenosiniberhang an den Enden (TA- Klonierung). Andererseits wurde mit dem
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen) fiir Klonierungen von Produkten mit
glatten Enden (blunt end- Klonierungen) gearbeitet. Dabei wurde jeweils nach den
Vorschriften der Hersteller verfahren. AnschlieBend konnten durch die Primer
eingefiigte oder im Vektor befindliche Restriktionsschnittstellen fir weitere
Klonierungen genutzt werden. Sofern die Lieferung keine kompetenten E. coli Zellen
beinhaltete, wurden selbsthergestellte (s. 2.2.2.3 und 2.2.2.5) genutzt.

In einigen wenigen Fallen wurden die durch Primer eingefligten Restriktionsschnitt-
stellen direkt genutzt, indem das gereinigte PCR-Produkt mit den entsprechenden
Enzymen verdaut, nochmals gereinigt und in einen mit den gleichen Enzymen
geoffneten Zielvektor ligiert wurde. Bei blunt end PCR-Produkten wurde zum Tell
auch das gereinigte Produkt in einen mit einem glatte Enden verursachenden Enzym
(z.B. Eco RV) gedffneten Zielvektor direkt eingefugt. (s. 2.2.1.8, 2.2.2.4 und 2.2.2.6)

2.2.1.13 Expressionsanalyse mittels semiguantitativer PCR

Zum Vergleich der Expressionsstarke eines Gens wurden die Zellen unter
verschiedenen gewdahlten Bedingungen, ihre Pellets und die RNA-Isolierung
maoglichst gleich behandelt. Fir die cDNA-Synthese wurden gleiche RNA-Mengen
eingesetzt. Bei anschlielenden PCRs mit den cDNAs wurden mit Hilfe von Primern
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far ,house keeping“ Gene (CaACT1, CaEFB1), deren Expression unter den meisten
bekannten Bedingungen gleich bleibt, die Mengenverhéltnisse der cDNAs in den
PCR-Ansatzen bestimmt, bei denen die PCR gleich starke Banden ergibt. Dann
wurden mit dem Primerpaar des zu untersuchenden Gens PCR’s mit diesen cDNA-
Konzentrationen durchgefuihrt. Die Quantifizierung der Banden erfolgte
semiquantitativ nach Aufnahme der DNA-Bandenfluoreszenz der PCR-Produkte (5ul
pro Geltasche von 25ul PCR-Ansatz + 6ul Stopp-Puffer) im Gel mit dem
Alphalmager™2000 (Biozym) und dem Multilmage™Light Cabinet (Alpha Innotech
Corporation) zundchst mit bloRem Auge, fir genauere Bestimmungen wurde
teilweise aber auch die AIDA Iimage analyser 2.0 Software (Raytest
Isotopenmessgerate GmbH) benutzt. Um sicherzustellen, dass die Auswertung nicht
im gesattigten Bereich, sondern in der exponentiellen Phase der PCR-
Produktentstehung erfolgte, wurden die PCR’s mit verschiedenen Zyklenzahlen
durchgefuhrt. Die Aussage eines solchen Experimentes ist der Vergleich der
Expression eines Genes unter verschiedenen Bedingungen und gleicher

Expressionsstarke des gewdahlten ,house keeping“ Gens.

2.2.1.14 Southern-Blot

Fur diese Art der DNA-Analyse wurde das nicht radioaktive System von Roche
verwendet, das auf einer Digoxigeninmarkierung (DIG) der Sonde und spezifischen
Anti-DIG-Antikorpern beruht. Gegen letztere wurden sekundére Antikdrper mit
angekoppelter alkalischer Phosphatase verwendet. Die Detektion des Signals
erfolgte durch Chemilumineszenz.

Genomische DNA (20ug) von C. albicans wurde in einem Uber-Nacht-Verdau von
maximal 30ul Volumen mit 1,5ul eines gewlinschten Restriktionsenzyms bei dessen
empfohlener Inkubationstemperatur geschnitten.

Die nachfolgenden Schritte wurden nach der Anleitung ,The DIG System User’s
Guide for Filter Hybridization® (Roche Molecular Biochemicals, 1995) und den
Herstellerinformationen der verwendeten Produkte durchgefiihrt. Die Losungs-
rezepturen sind dort ebenfalls enthalten.

Die zur Detektion benotigte DIG markierte DNA-Sonde wurde mit dem PCR DIG
Probe Synthesis Kit der Firma Roche nach deren Durchfihrungsanleitung hergestellt.
GroRRenmarker waren GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas) fur die
Farbung mit Ethidiumbromid, sowie DIG-DNA Molecular Weight Marker Il (Roche)
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und DIG-DNA Molecular Weight Marker 11l (Roche) fur die spatere Detektion mit
Antikdrpern auf der Membran.

2.2.1.15 Sequenzierungsreaktion

Sequenzierungen von DNA-Fragmenten in Plasmiden wurden unter Verwendung des
ABI BigDye Kit (Applied Biosystems) und des Sequenzierservice des Robert Koch-
Instituts durchgefuhrt. Ein Ublicher Sequenzier-PCR Ansatz beinhaltete:

700ng Plasmid-DNA

1pl Primer (1pmol/ul Ausgangskonzentration)

2ul BigDye Premix

xpl bidest. Wasser zu einem Endvolumen von 10ul.
Der PCR-Ablauf war folgender: 96°C fur 2min zu Beginn, gefolgt von 24 Zyklen
bestehend aus 96°C fir 30s, 55°C (oder andere Primer spezifische
Annealingtemperatur) fir 10s und 60°C fur 4min zur Synthese, gestoppt wurde das
Programm bei 4°C.
Anschlie3end wurde das Reaktionsprodukt in der institutseigenen Sequenziereinheit

weiter bearbeitet.

2.2.1.16 Vorbereitung der Glasperlen fiir die RNA-Extraktion

Fur die Extraktion von RNA, aber auch zum Aufschlie3en der C. albicans-Zellen fur
andere Zwecke, z.B. zur Extraktion l6slicher Proteine, wurden vorbehandelte, sterile
Glasperlen benutzt.

Die Glasperlen (Merck, 0,25-0,3mm) wurden in einer Glasflasche mit konzentrierter
HCI Uberschichtet Uber Nacht inkubiert. Am anderen Tag wurde die S&aure vorsichtig
abpipettiert und im Gefahrstoffmill entsorgt. (Alle Arbeiten mit der Saure fanden
unter dem Abzug statt!) Die Perlen wurden anschlie3end unter flieRendem dest.
Wasser so lange gespdlt, bis das abgegossene Waschwasser den gleichen pH-
Wert hatte, wie das frische dest. Wasser. Dann wurden sie vorsichtig und langsam in
der Mikrowelle getrocknet und anschlieBend im Sterilisationsschrank trocken

sterilisiert.
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2.2.1.17 RNA-Isolierung aus Candida albicans-Zellen

Zellpellets fur die RNA-Isolierung wurden in 50ml Zentrifugenréhrchen (Merck)
abzentrifugiert (5min, 4°C, 6000 x g) und sofort nach der Uberstandabnahme in
flissigen Stickstoff Gberfuhrt. Die Lagerung erfolgte bei —70°C. Zur Isolation wurden
die entsprechenden Rohrchen wieder in flissigen Stickstoff Gberfuhrt, von wo sie erst
zum Arbeitsbeginn auf Eis gestellt wurden. Sehr ztigig wurde dann pro Rohrchen ein
Volumen von ca. 2,5ml vorbehandelten Glasperlen, 5ml Roti®-Phenol (Phenol-
Chlorofrom-Isoamylalkohol zur RNA- und DNA-Isolierung von Roth) und 5ml GTC-
Puffer dazugegeben und die Rohrchen fur 10min auf hochster Stufe gevortext
(Vortex Genie Il von PeglLab). Zur Phasentrennung wurde bei 4°C und 14000rpm
(9000 x g) fur 10min zentrifugiert. Die obere Phase wurde ohne Berthrung der
Interphase in ein neues Réhrchen pipettiert und mit 5ml Roti®-Phenol nochmals
ausgeschuttelt, auf die gleiche Weise zentrifugiert und dann erneut die obere Phase
abgenommen, jedoch auf 1,5ml Reaktionsgefal3e verteilt (ca. 600ul je GefaR). Es
wurde wieder Roti®-Phenol (400ul) dazugegeben, geschiittelt und zur
Phasentrennung zentrifugiert (10min, 4°C, 14000rpm [14300 x g]). Nachdem die
obere Phase in neue Reaktionsgefalie Uberfuhrt worden war, wurde die RNA mit 1
Volumen Isopropanol geféllt und das Pellet durch Zentrifugation erhalten (15min,
4°C, 14000rpm [14300 x g]). Die Nukleinsdure wurde in ca. 10ul autoklaviertem
Millipore®-Wasser gelst.

GTC-Puffer: 4M Guanidiniumthiocyanat (Fluka, Roth)
2% Lauroylsarconisat
25mM Tris-HCl pH 7,5
10mM EDTA

2.2.1.18 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA und DNA

Die RNA- bzw. DNA-Konzentration wurde mit dem Photometer bestimmt. Dazu
wurde ein Aliquot der zu vermessenden Nukleinsdure mit Wasser verdinnt (meist
1:100) und die Absorption bei 260nm in einer 50ul fassenden Quarzkivette
bestimmt. Wasser selbst diente als Referenz fur den Nullwert. Die Konzentration
(ug/ml) errechnete sich dann aus dem Faktor 50 im Falle von DNA und aus dem
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Faktor 40 im Falle von RNA des ermittelten Absorptionswertes. Unter
Beruicksichtigung des Verdunnungsfaktors konnte damit die Ausgangskonzentration

bestimmt werden.

2.2.1.19 RNA-Gelelektrophorese

Die Konzentration und Gute der RNA wurde auf einem denaturierenden Gel getestet.
Aufgrund des Formaldehydgehaltes wurden alle Arbeiten hierzu unter dem Abzug
durchgefuhrt. Fur ein 200ml Formaldehydgel mit 1,5% Agarose wurden 3g Agarose
mit 146ml bidest. Wasser aufgekocht und nach kurzem Abkuhlen 20ml 10 x MOPS-
Puffer und 34ml Formaldehyd dazugegeben, vermischt und das Gel gegossen. Fir
die Probe wurde die gewiinschte RNA-Menge in einem frischen Reaktionsgefal? mit
20ul oder 2-3 Volumen Ladepuffer versetzt, gemixt, fir 10min bei 65°C denaturiert
und anschlie3end kurz auf Eis gelagert bis zum Beladen des Gels. Laufpuffer war 1 x
MOPS-Puffer. Durch das Ethidiumbromid im Ladepuffer konnte die RNA im UV-Licht
unter Verwendung des Alphalmager™2000 (Biozym) und des Multilmage™Light
Cabinet (Alpha Innotech Corporation) sichtbar gemacht werden.

10 x MOPS-Puffer Ladepuffer

200mM MOPS (41,8g/l) 250ul 100% Formamid

50mM Natriumacetat 83ul 37% Formaldehyd

10mM EDTA 50ul 10 x MOPS-Puffer

pH mit 2M NaOH auf 7,0 einstellen, 50ul 100% Glycerol
autoklavieren, 10pl 2,5% Bromphenolblauldsung

vor Licht geschutzt bei 4°C aufbewahren | 57ul Wasser

1pl Ethidiumbromidlésung (10mg/ml)
(Sigma)

(immer frisch ansetzen oder kurzzeitig
bei —20°C lagern)
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2.2.1.20 Northern-Blot

Mittels Northern-Blot lassen sich spezifische mMRNA Transkripte auf Vorhandensein
und Menge uberprifen. Dazu wurde 10ug Gesamt-RNA pro Geltasche in einem
denaturierenden Gel aufgetrennt. Die RNA wurde dann aus dem Gel auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Hybond N —Nylonmembran, Roche) transferiert. Dazu
wurde das Gel erst 2 x 15min in 20 x SSC equilibriert und anschlie3end ein
Kapillarblot aufgebaut, der fur den Transfer Gber Nacht sorgte. Danach entsprach der
Ablauf des Northern-Blots dem des Southern-Blots (s. 2.2.1.14), ebenso die DNA-
Sondenherstellung. Nach der Fixierung der RNA an die Membran ist eine Lagerung
der eingeschweil3ten Membran bei 2-8°C moglich, ebenso nach der Detektion. Sollte
eine Membran mit verschiedenen Sonden nacheinander getestet werden, konnte die
vorhergehende Sonde durch mehrmaliges spilen der Membran mit kochender 0,1%
SDS Ldsung entfernt werden. Anschlie3end wurde mit dem Prahybridisierungsschritt

fortgefahren.

2.2.1.21 cDNA-Synthese

Hierfir wurde nur RNA verwendet, deren Konzentration und Gite sowohl
photometrisch, als auch auf einem denaturierenden RNA-Gel (s. 2.2.1.19) getestet
wurde. Die cDNA-Synthese beinhaltet zwei Reaktionen, den DNase-Verdau, um die
RNA von der mitisolierten genomischen DNA zu befreien, und die reverse
Transkription der RNA in cDNA. Um den vollstdndigen Verdau der in der RNA
enthaltenen DNA zu ermdglichen, wurde versucht, durch Lithiumchloridfallung (s.
2.2.1.13) die RNA von grol3en Mengen DNA zu reinigen, bevor mit der cDNA-
Synthese begonnen wurde. Zudem wurden mehrere Kontrollen durchgefuhrt. So
wurde der DNase-Verdau mindestens als doppelter Ansatz ausgefihrt, um davon 2
Anséatze fur die reverse Transkription, einen mit und einen ohne reverse
Transkiptase, pipettieren zu kdnnen. Bei spateren PCRs sollten aus letzterem Ansatz
nie Banden entstehen. Desweiteren wurde auch mit 1pl des DNase-Verdaus eine
PCR-Reaktion mit Primern fur CaEFB1 oder CaACT1 und vielen Zyklen
durchgefuhrt. Dabei auftretende Produkte zeigen ebenfalls noch vorhandene DNA
an. Die Primer fur das ,house keeping“ Gen CaEFB1 waren zusatzlich so gewahlt,
dass sie rechts und links des Introns lagen und folglich von genomischer DNA ein
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grolReres Produkt ergaben als von cDNA. Nur bei ausgeschlossener Verunreinigung
mit genomischer DNA konnte mit der cDNA die Expression eines Gens und deren

Starke nachgewiesen werden.

Schritt 1) DNase-Verdau

Der doppelte Reaktionsansatz wurde in 250ul-Reaktionsgefal3e pipettiert fir 1h bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion durch Zugabe von 1ul STOP-Puffer
(mit DNase mitgeliefert) je 10ul Reaktion und eine Inkubation bei 65°C fir 15min

gestoppt.
Einfacher Reaktionsansatz: X Ul RNA (1-2u9)
y Ml bidest. Wasser
1ul RQ1 RNase-Free DNase (Promega)
1pl 10 x RQ1 DNase-Puffer (Promega)
1pl RNase OUT (Invitrogen) RNase Inhibitor
= 10ul Endvolumen

Schritt 2) Reverse Transkription
11ul DNase behandelte RNA wurde mit 1pl Oligo (dT)i2.18 Primer (500ug/ml von

Invitrogen) in ein 250pul-Reaktionsgefald gegeben und fir 10min bei 70°C denaturiert.
Auf Eis bzw. bei 4°C wurden dann folgende Substanzen dazupipettiert:

4ul 5 x Erst-Strang-Puffer (Invitrogen)

2ul 0,1M Dithiotreitol (DTT von Invitrogen)

1pl 20mM dNTP’s (MBI Fermentas)

1ul RNase OUT (40U/ul von Invitrogen)

Nach einer 2mindtigen Inkubation bei 42°C wurde die Superscript Il Reverse
Transkriptase (1pl mit 20U/ul von Invitrogen) in den Reaktionsansatz gegeben,
wonach die Reaktion 1h bei 42°C ablief. Gestoppt wurde diese Reaktion durch
Erhitzen des Ansatzes auf 70°C fur 15min. Die Lagerung der cDNA erfolgte fur
kirzere Zeitraume bei 4°C, fur langere bei —20°C.

34



Material und Methoden

2.2.1.22 Microarray

Die im Zuge dieser Arbeit durchgefiuihrten Microarrays verglichen die mRNA zweier
Bedingungen, nachdem davon cDNA synthetisiert worden war und diese mit jeweils
einem anderen Farbstoff markiert wurde. Verwendet wurden die Arrays der Firma
Eurogentec mit ca. 300bp von 6039 ORF des Candida albicans Stammes SC5314 in

Duplikaten darauf.

1) Lithiumchloridfallung der RNA
Nach dem oben bereits erwahnten Protokoll (s. 2.2.1.17) wurde totale RNA isoliert,

die noch durch mitgefallte DNA verunreinigt war und mittels nachfolgender Fallung
davon groldtenteils befreit werden sollte. Die geldste RNA wurde mit autoklaviertem
bidest. Wasser auf ein Volumen von 500ul aufgefillt und mit 500l
Lithiumchloridpuffer versetzt, gemischt und dber Nacht zur Fallung der RNA bei
minus 20°C gelagert. Am anderen Tag wurde die RNA durch Zentrifugation bei 4°C
und 14000rpm (21000 x g) fur 45min pelletiert und das Pellet 2mal mit 70°C Ethanol
und nur 10min Zentrifugation gewaschen. Der Uberstand wurde restlos abgenommen
und die RNA in autoklaviertem bidest. Wasser (ca. 30ul) geldst. Vor weiteren
Schritten wurde von der so erhaltenen RNA die Konzentration photometrisch und auf

einem denaturierenden Gel bestimmt.
Lithiumchloridpuffer: 20ml 4M Lithiumchlorid
+ 4pl 1M Tris-HCI-Puffer pH 7,4

+ 4pul 0,5M EDTA

2) Praparation und Reinigung von markierter cDNA

Zu 20-50pg RNA (max. 20ul) wurden in einem 250ul Reaktionsgefald 2ug Oligo
(dT)12.18 Primer (= 4ul von 500ug/ml, Invitrogen) pipettiert und das Volumen
gegebenenfalls mit bidest. Wasser auf 24ul aufgefillt. Bei 70°C erfolgte fir 10min die
Denaturierung, wonach das Gefald sofort auf Eis gestellt wurde. Dann wurden 30ul
des Markierungsmixes und 1pl RNase OUT (40U/ul von Invitrogen) dazupipettiert,
sowie in eine der zu vergleichenden Proben 3ul Cy3 dUTP (Amersham), in die
andere 3ul Cy5 dUTP (Amersham) und am Ende wieder in beide 2ul Superscript II
Reverse Transkriptase (Invitrogen) gegeben. Von diesem Zeitpunkt an mussten die
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Reaktionsgefalle wegen der Lichtempfindlichkeit der Cy-Farbstoffe verdunkelt
transportiert und benutzt werden. Nachdem die Komponenten gemischt und durch
kurzes Abzentrifugieren wieder auf dem Gefallboden gesammelt worden waren,
wurden sie 2h bei 42°C inkubiert flr die Reaktion der reversen Transkriptase. Nach
1h dieser Reaktionszeit wurde nochmals je 1ul Superscript Il Reverse Transkriptase
zugefigt. Die Zugabe von 3pl 20mM EDTA stoppte die Reaktion und mit 3pl 500mM
NaOH und einer Inkubation bei 70°C fir 10min wurde die RNA degradiert. 3l
500mM HCI neutralisierten den Reaktionsansatz wieder. Mit Hilfe der PCR-Produkt-
Reinigungsfunktion des NucleoSpin Extract 2inl Kit von Macherey-Nagel wurden die
Proben durch Elution mit 2 x 50l sterilem bidest. Wasser von Enzymen und Salzen
gereinigt. 6ul jeder Probe wurden auf ein 1%iges TBE-Agarosegel aufgetragen und
nach Elektrophorese mit einem Phospho Imager (Amersham Bioscience) bei 633nm
die Cy5-markierte Probe sichtbar gemacht. Sie sollte dabei einen Schmier der cDNA
von ca. 5kb bis 100bp zeigen. Zum Schluss wurden die beiden Proben
zusammengegeben und mit Microcon-S&ulchen (Millipore) auf ein Volumen von 27pl
eingeengt, sofort weiterbenutzt zur Hybridisierung des Microarrays oder in flissigem
Stickstoff schockgefroren, bei —70°C gelagert.

Fur 300ul Markierungsmix 110,4pl steriles bidest. Wasser, 120ul 5 x Erst-Strang-

Puffer der reversen Transkriptase (Invitrogen), 60ul 5mM DTT (Invitrogen), 3pl von je
100mM dATP, dCTP, dGTP und 0,6upl 100mM dTTP (alle von MBI Fermentas)
zusammenpipettieren, mischen und bei —20°C lagern.

3) Hybridisierung des Microarray- Glasobjekttragers

Zur Vorbereitung wurde der Glasobjekttrdger 45min bei 42°C in einem Gefald
stehend mit Prahybridisierungsmix inkubiert, 5mal kraftig in frischen bidest. Wasser
und einmal in Isopropanol gespult. Mit Druckluft wurde er getrocknet. 27ul
Hybridisierungsmix und 27ul Cy-markierter cDNA-Mix wurden vermischt und 3min
bei 95°C denaturiert. Zum Sammeln der Mischung wurde kurz abzentrifugiert im
Anschluss. Auf den Glasobjekttrager wurde ein 22mm x 50mm Deckglaschen tber
den ,bedruckten” Bereich gelegt, unter das langsam von einer Ecke die denaturierte
Probe mit Hilfe einer Pipette gegeben wurde. Das ganze wurde dann in eine
Microarrayhybridisierungskammer gelegt und im 42°C warmen Wasserbad Uber
Nacht (16h) zur Hybridisierung inkubiert. Am anderen Tag wurde der Objekttrager
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unter leichter Bewegung bei RT 15minin 2 x SSC+ 1% SDS, 8minin 1 x SSC + 0,2%
SDS und 5min in 0,1 x SSC + 0,2% SDS gewaschen. Abschliel3end wurde er in
bidest. Wasser gespdult und in einem 50ml Zentrifugenréhrchen (Merck) 5min bei RT
und 1500rpm (960 x g) zum Entfernen der restlichen Flussigkeit zentrifugiert. Darauf
wurde er mit dem Axon 4000B Scanner eingelesen. Zur Auswertung wurde folgende

Software genutzt: GeneSpring® 6.0, GenePix 4.1.

Prahybridisierungsmix Hybridisierungsmix
5x SSC 50% Formamid
0,1% SDS 10 x SSC

1% (w/v) BSA (Sigma) 0,2% SDS

2.2.2 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden (E. coli)
2.2.2.1 Medien fir die Anzucht von E. coli

Medium Zusammensetzung Komponente bezogen von
LB (flussig) LB Broth, Fertigmedium BD
LB (fest) LB Agar, Fertigmedium BD
SOC (flussig) 950ml Wasser
+ 20g Trypton BD
+5g Hefe-Extrakt BD
0,5g NaCl Roth

I6sen und anschlieRend
+ 10ml 250mM KCI-Lésung Merck
mit 5N NaOH pH 7,0 Merck
einstellen und nach dem
Autoklavieren + 5ml 2M Merck
MgCl; - Losung und 20ml 1M

Glukoseldsung (sterilfiltriert) | Merck

2.2.2.2 Die Selektion der Bakterien mittels Antibiotika

Abhangig vom Resistenzgen des entsprechenden Plasmides wurden die
transformierten Bakterien im Rahmen dieser Arbeit mit 3 verschiedenen, im

folgenden aufgelisteten Antibiotika selektiert und im Falle eines positiven Klones
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standig unter diesem Selektionsdruck kultiviert, um gegebenenfalls den Verlust des

Plasmides zu bemerken.

Name Stoffklasse | Wirkung Stammldsung Endkonzen-
(Firma) in 50% Ethanol tration
Ampicillin Penicillin Hemmung der bakt. 100mg/mi 100 mg/l
(Sigma) Zellwandbiosynthese

Kanamycin Amino- Bindung ans Ribosom 50 mg/ml 50 mg/l
(Sigma) glykosid

Tetracyclin Tetracyclin Hemmung der 30S 10 mg/ml 10 mg/l
(Sigma) ribosomalen UE

2.2.2.3 Herstellen kompetenter Zellen von E. coli fiur die

Hitzeschocktransformation
(nach Hanahan, 1985)

Eine 3ml Uber-Nacht-Kultur in LB-Medium (bei 37°C schiittelnd) von einer E. coli
Einzelkolonie wurde 1:100 in ca. 300ml LB-Medium angeimpft und 2-3h bei 37°C
schittelnd (160U/min) kultiviert bis zu einer ODgoo von 0,4 — 0,5. Alle folgenden
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis: Die Bakterien wurden mittels Zentrifugation bei
4000rpm (4080 x g) fur 5min bei 4°C pelletiert. Die gleiche Zentrifugation wiederholte
sich nach der Resuspension des Pellets in /10 Ausgangsvolumen in eiskaltem Puffer
TFB |. Es folgte die Resuspension des Pellets in nur noch %y des
Ausgangsvolumens mit eiskaltem Puffer TFB Il und die Aliquotierung zu 100ul in
Reaktionsgefal3e auf einem Ethanol-Trockeneis-Bad. Lagerung bei -70°C.

TFB | TFB I

30mM Kaliumacetat 10mM MOPS

50mM MnCl;, x 2 H,0O 75mM CaCl,

100mM RbCI 10mM RbCI

10mM CacCl, 15% Glycerol

15% Glycerol Der pH- Wert des Puffers wurde mit KOH auf
Der pH- Wert des Puffers wurde mit 7 eingestellt.

verdiinnter Essigsaure auf 5,8 eingestellt.
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2.2.2.4 Hitzeschocktransformation von E. coli
(nach Hanahan, 1983)

Zu den aufgetauten 100l kompetenten Zellen wurden 10ng bis 1pg Plasmid-DNA
oder bis zu max. 10upl eines Ligationsansatzes gegeben und durch leichtes
Schwenken vermischt. Nach einer 30min Inkubation auf Eis erfolgte ein 30s langer
Hitzeschock bei 42°C in einem Wasserbad. 1-2min kiihlten die Zellen dann wiederum
auf Eis ab, bevor 1ml LB-Medium hinzupipettiert wurde und sie sich fir 1h im 37°C
warmen Schiuttler (180rpm) regenerierten und wachsen konnten. Anschlie3end
wurden etwa 50pul der Kultur auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausplattiert und tber

Nacht bei 37°C zum Heranwachsen von Einzelkolonien inkubiert.

2.2.2.5 Herstellen kompetenter Zellen fiir die Elektroporation

(nach dem Handbuch des verwendeten Elektroporators, GenePulserSystem EquiBio
von BIORAD)

Von einer nicht stationaren E. coli — Kultur wurden 4ml in 200ml frisches LB-Medium
Uberfiuihrt wurden. Bei 37°C wurde die neue Kultur schittelnd kultiviert bis zu einer
ODsoo von 0,6. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Die Bakteriensuspension
wurde auf 50ml Zentrifugenréhrchen (Greiner) verteilt und 5min bei 4°C und 4000
rpm (4080 x g) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 25ml sterilem, eiskaltem Millipore®-
Wasser resuspendiert und fir 10min bei 4°C und 5000rpm (5100 x g) zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt. Das so entstandene Pellet wurde in 400pl
steriler 10%iger Glycerinldsung (aus 100%igem, nicht 87%igem, Glycerin in
Millipore®-Wasser) resuspendiert, sofort verwendet oder in 100p! Aliquots sehr ziigig
in flissigem N, eingefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei —70 °C gelagert.

2.2.2.6 Transformation von E. coli durch Elektroporation

(nach dem Handbuch des verwendeten Elektroporators, GenePulserSystem EquiBio
von BIORAD)

Zu 40ul kompetenter Zellen auf Eis wurden 1-5ul DNA (entsalzter Ligationsansatz)
gegeben. Bei der verwendeten 2 mm Elektroporationskivette lauteten die Werte des
verwendeten Programms folgendermal3en: Spannung 2500V, Elektrodenkapazitat
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25uF und Ableitungswiderstand 201R. Die Zell- DNA- Mischung wurde in die
vorgekuhlte Elektroporationskivette pipettiert und der Stromimpuls ausgeldst. Nun
wurde sofort 1ml SOC-Medium in die Kivette pipettiert, die so aufgenommenen
Zellen in 1,5ml ReaktionsgefalR3e Uberfuhrt und 1h bei 37°C schittelnd inkubiert.
Danach wurden etwa 50ul Aliquots des Transformationsansatzes auf
antibiotikahaltigen LB-Platten ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C bis zur

Entstehung von Bakterienkolonien inkubiert.

2.2.2.7 Minipraparation von Plasmid- DNA aus E. coli
(nach Sambrook et al. 1989)

Aus einer gepickten Einzelkolonie wurde eine 3-4ml Uber-Nacht-Kultur bei 37°C
herangezogen. 1,5ml dieser Kultur, Gberfihrt in ein Reaktionsgefald, wurde bei RT
10s bei 14000rpm (14300 x g) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 100ul eiskaltem Mix | resuspendiert und 5min bei RT inkubiert. Nach der
Zugabe von 200ul von Mix Il und 150ul Mix Il wurde ebenfalls 5 min inkubiert. Zur
Trennung des Niederschlags vom Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde 10min bei
14000rpm (14300 x g) und RT zentrifugiert. Aus dem in ein neues Reaktionsgefald
pipettierten Uberstand wurden die Nukleinsauren mit 1 Volumen (500ul) Isopropanol
(5min, RT) und einer 15min- Zentrifugation bei 14000rpm (14300 x g) und 4°C gefallt.
Das Pellet wurde mit 80%igem Ethanol gewaschen. Dann wurde nochmals
zentrifugiert (5min, 14000rpm, RT) und der Uberstand vorsichtig entfernt. Das Pellet
in 50ul TE-Puffer + 1pul RNAase A-LOsung resuspendiert.

RNAase A:
0,01M Natriumacetat (pH 5,2) gel6st und die Lésung 15min bei 100°C erhitzt, um eventuelle

Fir eine Stamml6sung der Ribonuklease A (Sigma) wurden 10mg/ml in

Verunreinigungen mit DNAasen zu zerstéren. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur
wurde der pH-Wert mit 0,1 Volumen 1M Tris-HCI-Puffer (pH 7,4) eingestellt. Aliquots wurden
bei —20 °C gelagert. > RNAase fallt in konzentrierten Loésungen aus, wenn sie bei neutralem
pH-Wert auf 100 °C erhitzt wird. (Sambrook et al. 1989)

Mix | Mix I Mix Il TE-Puffer
25 mM Tris-HCI- 0,2 N NaOH 5 M Kaliumacetat 10 mM Tris-HCI-
Puffer, pH 8 1% SDS mit Eisessig auf pH Puffer, pH 8

10 mM EDTA, pH 8
50 mM Glukose

4.8 einstellen

1 mM EDTA, pH 8
endgultiger pH 8
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2.2.2.8 Maxipraparation von Plasmid- DNA aus E. coli

Das NUCLEOBOND® AX 100 oder 500 Kit von Macherey-Nagel wurde verwendet,
um grofBere Mengen Plasmid- DNA aus E. coli mit entsprechend gréf3eren
Ausgangskulturen zu isolieren. Das Prinzip und der Ablauf entsprechen annahernd
dem bei der Minipraparation von Plasmid- DNA aus E. coli. Die Praparation wurde

nach der Herstellerbeschreibung durchgefinhrt.

2.2.2.9 Koloniehybridisierung

Um nach der Transformation von E. coli mit einem neu konstruierten Plasmid mehr
Klone auf das richtige Plasmid testen zu kénnen als mit der Minipraparation von
Plasmid- DNA, wurde die Koloniehybridisierung verwendet. Sie entspricht in groben
Zugen einer Southern-Blot Analyse, nur geht man hierbei nicht von isolierter DNA
aus, sondern von ganzen Zellen, deren Inhalt inkl. DNA nach Plasmolyse auf einer
Membran fixiert und fur die Sonde zuganglich gemacht wird.

Dazu wurden Bakterienplatten mit nicht zu dicht gewachsenen Kolonien oder in
Ausstrichen vereinzelte Kolonien verwendet. Positiv geladene Nylonmembranen
(Roche) in der GroRe der verwendeten Petrischalen wurden markiert, um die Lage
auf der Platte und die DNA-Seite spater nachvollziehen zu kénnen. Die Membranen
wurden auf die bewachsenen Platten gelegt. Danach wurden die Membranen mit den
anheftenden Kolonien nach oben auf eine frische Platte gelegt und sowohl die
bewachsenen Originalplatten, als auch die ,Membran“-Platten bei 37°C inkubiert,
erstere bis die E. coli wieder gut gewachsen waren und letztere ca. 1 % -3h. Nach
der Inkubation bei 37°C wurden die Membranen nacheinander mit der Bakterien-
bzw. DNA-Seite nach oben jeweils 10min auf mit Denaturierungslésung,
Neutralisierungslosung bzw. 2 x SSC befeuchtetes Whatman 3MM-Papier gelegt. Die
DNA wurde mit der Autocrosslinker-Funktion des 1200mJ Stratalinker (Stratagene)
auf den nur leicht feuchten Membranen fixiert. Danach wurde dem Southern-Blot
Protokoll der Anleitung ,The DIG System User's Guide for Filter Hybridization*
(Roche Molecular Biochemicals, 1995) (s. 2.2.1.14) gefolgt, beginnend mit der
Prahybridisierung. Wéahrend der u. a. die Bakterienzellreste und Proteine abgespuilt
werden, wodurch sich der in Koloniehybridisierungen tbliche Schritt des Proteinase
K - Verdaus erubrigt. Teilweise wurde die Detektion der mit DIG markierter Sonde

hybridisierten Klone nicht mit Chemilumineszenz sondern colorimetrisch mit einer
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Farbreaktion mit NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid, Roche) und BCIP 5-Brom-4-chlor-
3-indolyl-phosphat, 4-Toluidin-Salz, Roche) vorgenommen. Die Verwendung erfolgte
nach Produktbeilage.

Als positiv detektierte Klone wurden dann weiteren Tests unterzogen, z.B. der
Minipraparation von Plasmid- DNA aus E. coli und der nédheren Untersuchung des

Plasmids.

2.2.2.10 Glycerolstocks

Zur Lagerung sowohl von Bakterien, als auch von C. albicans flir einen l&angeren
Zeitraum wurden diese folgendermalRen eingefroren. Die so genannten
»Glycerolstocks® wurden aus Flussigkulturen (2-3ml) hergestellt. 1,5ml der jeweiligen
Kultur wurden abzentrifugiert (Bakterien: 10s bei 14000rpm/ 14300 x g, C. albicans:
5min bei 5000rpm/ 5100 x g) und die Zellen in 1ml einer 1:1 Lésung aus Glycerol
(87%iges) und dem jeweiligen Anzuchtmedium resuspendiert. Vor der Lagerung bei
—20 oder —80°C wurden die Glycerolstocks ca. 1h auf Eis inkubiert.

2.2.3 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden (C. albicans)

2.2.3.1 Anzucht und Bestimmung der Zellzahl von Candida albicans

Die Anzucht von Candida albicans Kulturen erfolgte bei 37°C oder 30°C, was jeweils
bei den entsprechenden Experimenten angegeben wurde, ebenso wie
Stresstemperaturen. Verwendete Medien fur die Flissig- und Plattenkultur werden im
folgenden Abschnitt beschrieben und sind ebenfalls bei jedem Experiment
angegeben. Flussigkulturen wurden bei 160rpm im Inkubator geschittelt. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot einer Flussigkultur 1:10 in Wasser
verdinnt und unter dem Mikroskop in der Fuchs-Rosenthal Kammer (Hamocytometer
von Roth) nach deren Bedienungsanleitung ausgezahlt und die Zellzahl/ml unter

Beachtung der Verdinnung berechnet.
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2.2.3.2 Medien fir die Anzucht und die Phanotypisierung von Candida albicans

Medium Zusammensetzung Komponente bezogen von
YPD 2% (w/v) Glukose Merck
(Vollmedium) 1% (w/v) BactoPepton BD (Difco)
1% (w/v) Hefe-Extrakt BD (Difco)
2% (w/v) Agar BD (Difco)
(Flissigmedium ohne Agar)
SD 2% (w/v) Glukose Merck
(Minimalmedium) 1,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
(Yeast Nitrogen Base)
5g/l (NH,4),SO, Roth
2% (w/v) Select-Agar BD
(Flissigmedium ohne Agar)
2% Sabouraud-Glukose- 1% (w/v) BactoPepton BD
Medium 2% (w/v) Glukose Merck
Sabouraud-Medium 10g/l Neopepton BD
409/l Glukose Merck
58,449/l NaCl Roth
0,749/l CaCl, Merck
pH 6,5
(159/1 Agar fur Festmedium) |BD
Sabouraud-Eigelb-Agar 100ml steriles Eigelb
(Eier 3h in 70% Ethanol
legen, Eigelb mit 200ml 0,9%
(w/v) NaCl und bei 50°C in 1l
(Price et al. 1982) Sabouraud-Medium rihren)
Spider- Medium 1% (w/v) Mannitol Merck
1% (w/v) nutrient broth BD
0,2% (w/v) K;HPO, Merck
1,35% (w/v) Agar BD
(Flissigmedium ohne Agar)
SLAD-Medium 6,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
0,05mM (NH,4).SO4 Roth
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Glycerol-Acetat-Medium 2% (w/v) Kaliumacetat Merck
(SGlycAc) 3% (v/v) Glycerol Roth
1,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
5g/l (NH,4),SO, Roth
2% (w/v) Agar BD
(Flissigmedium ohne Agar)
Glycerol-Medium 2% (w/v) Glycerol Roth
(SGlyc) 1,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
5g/l (NH,),SO, Roth
M199-Medium pH 6,8 Sigma

(Staab et al. 1999)

Ansetzen nach Beipackzettel

Lee’'s Medium

(Lee et al. 1975)

definiertes, synthetisches
Medium mit pH 4,5 zum
Wachstum in Hefeform oder

pH 6,5 zur Hypheninduktion

Komponenten von Merck und
Roth

5% FCS-Medium

5% (viv) FCS
fotales Kalbsserum
fur Festmedium
2% (w/v) Agar

(Flissigmedium ohne Agar)

Sigma

BD

YCB-BSA-Medium

1,17% YCB (= yeast carbon
base) (enthalt 1% Glukose)
1% Glukose ( Endkonz. 2%)
beides autoklavieren
anschlieffend 0,5% BSA
(hitzeempfindlich) von einer
10%igen sterilfiltrierten

Stammldsung dazugeben

BD

Merck

Sigma

Blut-Agar

1000ml Bouillon

15g Agar

autoklavieren und bei 55°C
50ml Schittelblut vom Schaf
dazugeben

fur 51 Bouillon:

15g NacCl

BD

Roth
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15g Na,HPO, * H,O Merck
50g Pepton Merck
70g Lab-Lemco Puder Oxoid
(Fleischextrakt)
pH 7,3
CAA-Medium 1,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
5g/l (NH,),SO, Roth
(Leuker et al. 1997; Stoldt et | 2% (w/v) Select-Agar BD
al. 1997) 2% (w/v) Casaminoacids BD
B-Medium 1,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
5g/l (NH,),SO, Roth
(Leuker et al. 1997; Stoldt et | 2% (w/v) Select-Agar BD
al. 1997) 2% (w/v) Natriumsuccinat Sigma
ArgD-Medium 2% (w/v) Glukose Merck
1,79/l YNB ohne Amino- BD
sauren und Ammonium-sulfat
1g/l Arginin Roth
(Bechet et al. 1970) 2% (w/v) Select-Agar BD

Die Inhibition der Transkription Gber den MET3 —Promotor erfolgte durch Einsatz von
2,5mM Methionin (Merck) und 2,5mM Cystein (Merck) im entsprechenden Medium.

Fur die Hypheninduktion wurde Spider-Medium und M199-Medium verwendet oder
die Induktion durch Zugabe von fotalem Kalbsserum (FCS) zu YPD-Medium bzw.
Wasser genutzt. Mit dem Lee’s Medium erfolgte die Hypheninduktion durch pH- und

Temperaturwechsel (Lee et al. 1975).

2.2.3.3 Auszahlen von Hyphen- und Hefezellen unter dem Mikroskop

Das mikroskopische Auszahlen der Candida-Zellen erfolgte meist bei 40facher
VergroR3erung. Zum Vereinzeln von verklumpten Hyphenzellen wurde die Kultur oder
ein Aliquot dieser abzentrifugiert bei RT und 5000rpm (5100 x g) fur 5min und in
einer Losung von 10% SDS und 10% Formaldehyd resuspendiert, danach im
Ultraschallbad behandelt bis die Klumpen verschwanden.
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Zu Beachten ist dabei, dass im Falle von Pseudomycel die abzweigenden
Seitenzellen ebenfalls abgetrennt werden kénnen und den Hefeanteil in der Kultur
verfalschen. Als Hefezellen wurden einzelne Hefezellen. In kleinen Gruppen
aneinanderheftende Hefezellen wurden alle einzeln gezahlt, sofern die Tochter-
zellen mindestens halb so gro3 waren wie die Mutterzelle. Hyphen und
Pseudohyphen wurden als solche gezahlt, unabhangig von der Lange und der
Anzahl der Verzweigungen. Die am Beginn einer langgestreckten Mycelzelle
sitzende Hefezelle wurde dabei nicht einzeln als Hefezelle mitgezahlt.

Jeder Wert wurde durch dreifache Wiederholung des Experimentes bzw. durch drei
Zahlproben abgesichert.

2.2.3.4 Gezielte Mutagenese von Candida albicans

Es gibt mittlerweile mehrere Moglichkeiten, C. albicans genetisch zu manipulieren
und ein Gen auszuschalten. Fur die hier beschriebenen Disruptionsmutanten wurde
das Markergen CaURA3 in der mehrmals nutzbaren Disruptionskassette in pMB7
verwendet (Fonzi und Irwin 1993). Transformiert wurde der URA3-auxotrophe
Candida Stamm CAI-4, der anschlieRend auf SD-Medium selektiert wird. Von diesen
heterozygoten Mutanten werden durch die FOA-Behandlung Klone selektiert, die
durch intrachromosomale Rekombination der beiden hisG Sequenzen das URA3
Gen verloren haben. Alle Schritte wurden mittels PCR und Southern-Blot auf
Richtigkeit Gberpruft. Neben einer solchen genspezifischen Disruptionskassette in
einem Plasmid wurde auch die Methode von Wilson et al. 1999 angewandt. Dabei
wird die Disruptionskassette wahrend einer PCR regeneriert und amplifiziert. Sie ist
nicht wieder verwertbar. Nahere Informationen und weitere Strategien fir Mutationen
in C. albicans sind z. B. beschrieben und zusammengefasst bei De Backer et al.
(2000) und Berman et al. (2002).

2.2.3.5 Transformation von Candida albicans

In dieser Arbeit wurden nachfolgende Transformationsprotokolle genutzt. Dabel
handelt es sich um zwei Varianten der Transformation nach Lithiumacetatbehandlung
und um ein Elektroporationsprotokoll.
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1) Transformation durch Lithiumacetatbehandlung |

(nach Sanglard et al. 1996)

Von einer Uber-Nacht-Kultur in YPD-Medium wurde 1:100 eine frische 50ml YPD-
Flassigkultur angeimpft und schittelnd bei 37°C bis zu einer ODgy von 0,8-0,9

kultiviert. Die Zellen wurde abzentrifugiert (5min, 4°C, 5300 x g) und 2mal mit 10ml
TE-Puffer gewaschen bei gleicher Zentrifugation, anschlieend 1mal mit 10ml TE-
LiAc und danach in nur 200ul TE-LiAc resuspendiert, sowie kurz auf Eis gelagert.
Aus den 200ul wurden Aliquots von 50ul in Reaktionsgefal3e pipettiert und jeweils
300ul PLATE-Puffer, 5pl Yeast Maker Carrier DNA (Clontech) und max. 10ul mit ca.
4ug DNA (linearisiertes Disruptionsfragment oder Plasmid) dazugegeben. Der
durchmischte Ansatz wurde zuerst 30min bei 30°C und dann 20min bei 42°C
inkubiert. Vor dem Ausplattieren auf SD-Platten wurden die Zellen durch
Zentrifugation bei RT und 600 x g fur 5min sedimentiert und in 200ul TE-Puffer
resuspendiert. Die Platten wurden 3-4d bei 30°C kultiviert.

TE-Puffer TE-LIiAC PLATE-Puffer

10mM Tris-HCI-Puffer TE-Puffer pH 7,5 mit 0,1M | TE-LIAc mit 40% (w/v)
1mM EDTA Lithiumacetat PEG 4000

pH 7,5

2) Transformation durch Lithiumacetatbehandlung Il

(in Abwandlung nach Sanglard, persdnliche Kommunikation)

Hierbei wurden 200ul Zellen aus der stationdren Phase verwendet, d.h. aus einer 1-
5d alten Flussigkultur, und abzentrifugiert (5min, RT, 5000rpm/ 5100 x g). Sie wurden
in 100ul OSB-Mix resuspendiert und die Disruptionskassetten-DNA (ca. 4uQ)
dazupipettiert. Nach dem Mischen des ganzen Ansatzes erfolgte eine Inkubation bei
43,5°C fur 30-60min, wonach die Zellen sofort auf SD-Platten ausplattiert und wie
oben erwéhnt bei 30°C inkubiert wurden.

OSB-Mix: 0,2ml 1M Lithiumacetat
0,8ml 50% (w/v) PEG 8000
15mg Dithiotreitol (DTT) (z.B. 25 von 4M Stockldsung)
25ul Yeast Maker Carrier DNA (10mg/ml von Clontech)

Den Mix frisch vor der Transformation zubereiten.
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3) Transformation durch Elektroporation
(nach De Backer et al. 1999)
Von einer Vorkultur in YPD wurde 1:1000 eine 100ml YPD-Kultur neu angeimpft und

uber Nacht bei 30°C schuttelnd inkubiert. Am nachsten Tag wurde sie bei einer
ODsggp von ca. 1,3 (max. 1,6-2,2) abzentrifugiert (10min, RT, 3500rpm/ 3600 x g) und
in 25ml TE-Puffer pH 7,5 mit 100mM Lithiumacetat und 10mM Dithiotreitol (DTT)
resuspendiert. Nach einer Inkubation bei 30°C fur 1h wurden die Zellen wiederum
abzentrifugiert (5min, 4°C, 3500rpm/ 3600 x g), in 25ml eiskaltem, sterilem, bidest.
Wasser resuspendiert, auf die gleiche Weise zentrifugiert und in 10ml 1M eiskaltem
Sorbitol resuspendiert. Nach einer erneuten Zentrifugatiion wurde das Pellet in nur
100pl 1M eiskaltem Sorbitol aufgenommen und bis zur Elektroporation auf Eis
gelassen. Fur die Transformation wurden 40ul Zellen mit 1ug fur die Elektroporation
gereinigte DNA (max. 2ul und entsalzt wie s. 2.2.1.9) in eine vorgekuhlte 0,2cm
Elektroporationskuvette (Biozym) gegeben. Der Elektropuls wurde am verwendeten
EquiBio Elektroporator bei folgenden Einstellungen gegeben: 1,5kV Spannung, 25uF
Elektrodenkapazitat, 201Q Ableitungswiderstand und 1 Puls. AnschlieRend wurden
die Zellen sofort in 1ml eiskaltem 1M Sorbitol aufgenommen, auf SD-Platten mit 1M
Sorbitol ausplattiert und bei 30°C flur 3-5d inkubiert.

2.2.3.6 FOA-Behandlung von Candida albicans Transformanden

Bei dieser Behandlung werden Klone selektiert, die durch cis- Rekombination der
beiden hisG Gene der Disruptionskassette das URA3 Gen und eine hisG Kopie
verloren haben, weil URA3" Klone auf Medium mit 5-Fluor-orotsdure (FOA) ein
giftiges Intermediat bilden. Fir die Transformation der so erhaltenen URA3" Klone
konnte wiederum das URA3 Gen als Selektionsmarker verwendet werden.
Vorgehensweise:

Die positiv getesteten URA3" Klone wurden so auf SD-Platten ausgestrichen, dass
Einzelkolonien wuchsen. Eine einzelne Kolonie wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze gepickt und in 1ml sterilem Wasser resuspendiert. 10ul dieser
Zellsuspension wurden mit 90ul sterilem Wasser verdunnt und auf einer SD-FOA-
Uridin-Platte ausplattiert. Die nach einer Inkubation von 3-4 Tagen bei 30°C
gewachsenen Kolonien wurden einzeln auf YPD-Platten ausgestrichen und ihre
genomische DNA im Southern-Blot analysiert.
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Herstellung von ca. 5 SD-FOA-Uridine-Platten:

1) 0,1g FOA und 2g Glukose wurden in 50ml Wasser auf etwa 55°C erwarmt
zum L6sen und dann sterilfiltriert.

2) 0,67g YNB (ohne Aminosauren) und 2g Agar wurden mit 50ml Wasser
autoklaviert.

3) Bei ca. 60°C wurden die Ansétze aus 1) und 2) zusammengegeben, 168ul der
Uridin-Stockldsung dazupipettiert und die Platten gegossen.

Die Uridin-Stockldsung enthielt 15mg/ ml in Wasser und ist bei 4°C lagerbar.

2.2.3.7 Minipraparation genomischer DNA aus Candida albicans

Der gewiinschte Klon wird von einer Einzelkolonie in einer 2-3ml Uber-Nacht-Kultur
bei 37°C in YPD-Medium angezogen. Am anderen Tag werden 1,5ml in ein
Reaktionsgefald tberfihrt und die Zellen abzentrifugiert (5min, RT, 5000rpm/ 5100 x
g). Das Zellpellet wird in 200ul Losung 1 resuspendiert und 30-90min bei 37°C
inkubiert, um durch enzymatischen Zellwandabbau Protoplasten zu generieren.
Diese werden ebenfalls durch Zentrifugation sedimentiert (5min, RT, 5000rpm/ 5100
x g) und dann in 250ul Losung 2 resuspendiert. Die Inkubation erfolgte nun bei 70°C
fur 30-90min, um die Protoplasten aufzuschliel3en. Anschlie3end wurden mit 50ul 5M
Kaliumacetat die Proteine gefallt und bei 13000rpm (13400 x g) und RT fur 10min
pelletiert. Aus dem Uberstand wurde mit 1 Volumen Isopropanol die Nukleinsauren
gefallt. Die Zentrifugation dazu erfolgte ftr 15min bei 4°C und 13000rpm (13400 x g).
Es folgte noch ein Waschschritt des Nukleinsaurepellets mit 70% Ethanol bevor das
Pellet mdglichst trocken pipettiert in 50ul TE-Puffer +1pl RNase geldst wurde. Fir
grolRere benttigte Mengen genomischer DNA wurde die Ausbeute mehrerer

Minipraparationen zusammengefuhrt.

Losung 1 Lésung 2 TE-Puffer RNAase -Ldsung
0,9M Sorbitol 50mM EDTA S.2.22.7 S.2.2.2.7
0,1M EDTA 80mM Trisbase

winzige Spatelspitze | 0,4% (w/v) SDS
Lyticase (Sigma)
2ug/ml frisch dazu
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2.2.3.8 Phanotypscreen bei Candida albicans

Das Screening nach Phanotypen der Mutanten von C. albicans im Vergleich zum
Wildtyp wurde in Form eines seriellen Verdinnungstropftests durchgefuhrt.

Dazu wurden die entsprechenden Klone in SD-Medium mehrmals (mindestens 2mal)
Uber Nacht in Flussigkultur angezogen und am Tage in gleicher Weise verdunnt (z.B.
1:100), um stabile, anndhernd synchrone Kulturen fur den Tropftest zu erhalten. Die
Temperatur der Vorkulturen unterschied sich bei den zu testenden Mutanten.
Standard war eine Temperatur von 37°C, jedoch bei Versuchen mit der CaDOA1-
Mutante betrug sie 30°C. Am Tag des Tropftests wurde die Zellkonzentration der
Kulturen durch Zahlen in der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer (Roth) bestimmt.
AnschlieRend wurde von jeder Kultur 1ml mit einer Konzentration von 10’ Zellen/ ml
hergestellt. Von dieser Konzentration wurden in 1:10 Verdunnungsschritten alle
weiteren Konzentrationen bis hin zu 10° oder gegebenenfalls 10° Zellen/ ml erzielt.
Die Verdinnungen wurden jeweils mit steriler 0,9% NaCl-Lésung vorgenommen.
Beim Tropftest wurden jeweils 5ul der Verdiunnungen einer Kultur in einer
absteigenden Konzentrationsreihe nebeneinander auf das Testmedium getropft.
Wichtig ist das Vortexen der Reaktionsgefal3e vor jedem Verdinnungs- oder
Tropfschritt, damit immer eine gleichmalige Zellverteilung in der LOsung
gewabhrleistet ist. Als Kontrolle fir richtiges Verdinnen und gleichmaldiges Tropfen
wurden bei jedem Test jeweils Platten mit SD- bzw. YPD-Medium, auf denen keine
Wachstumsunterschiede der hier getesteten Mutanten zum Wildtyp vorhanden
waren, mitgefuhrt. Als ,Wildtyp“-Vergleich wurde sehr oft der C. albicans Stamm
CAF2-1 mit noch einem funktionsfahigem URAS3-Allel verwendet, da die Mutanten
auch nur ein funktionelles URA3 Gen hatten, wenn auch nicht am naturlichen

Genlokus.

2.2.3.9 Zusatzstoffe im Medium beim Phanotypscreen

Substanz Wirkung Verwendete Bemerkungen/
Endkonzentration | Stockldsungen

Amorolfin Hemmung der 3pg/ml 1,5mg/ml DMSO

Ergosterolsynthese

Amphothericin B bindet Ergosterol in der 0,2pg/mi 0,25mg/ml DMSO
Zellmembran
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Benomyl unterbricht Mikrotubuli 100pg/ml und 10mg/ml| 0,01g/ml DMSO

Butanol PLD-Inhibitor 0,5% - 5% direkt ins Medium

Calciumchlorid Interaktion mit 300mM 6M
Signaltransduktion

Calcofluor Hemmung der 800pg/ml 80mg/ml (Wasser
Mikrofibrillenbildung bei mit 1M NaOH 10:1)
Chitinbildung

Cadmiumsulfat Schwermetall, in Proteinen 15uM — 100uM 30mM
Zinksubstituent

Ciclopirox Antimykotikum, Eisenchelator 2ug/ml 2mg/ml DMSO

Coffein hemmt cAMP- 10mM und 20mM 0,5M in heilem
Phosphodiesterase Wasser

Congo Red stort Zellwandfunktionalitat 100mg/ml 0,1g/ml DMSO

Cycloheximid hemmt Proteinsynthese 1pg/mi 1mg/ml 50%

Ethanol

Cyclosporin A

Calcineurin A Hemmer

50pg/ml und 100pg/ml

10mg/ml Ethanol

2,2’ - Dipyridyl Eisenchelator 100uM
EDTA Chelator fiir: Mn*", Ca’*, Mg™, 1mM und 10mM 0,1M
Ni**, Zn**
Galaktose andere Kohlenhydratquelle, 2% direkt ins Medium
.Glukoseersatz®, osmotischer 5% eingewogen
Stress bei hdheren
Konzentrationen
5-Flucytosin stort Nukleotidsynthese 0,01pg/mi 0,01mg/ml (Ancotil-
Antimykotikum Infusionslésung)
Hygromycin B Hemmung d. Proteinsynthese 400pg/ml 25mg/mi
durch Stérung der ribosoma-
len Translokation u.
Aminoacyl-tRNA-Erkennung
Inositol Ausgangssubstanz fur 75uM 300mM
Phosphoinositide (in
Anlehnung an Fankhauser et
al. 1995)
Isofluran Flichtiges Anéasthetikum 100-500pl flissige Form
Itraconazol Hemmung der lpg/ml 2mg/ml
Ergosterolsynthese
Lithiumchlorid lonenstress, Interaktion mit 240mM und 300mM 6M

Signaltransduktion und

aktiven Zentren
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Manganchlorid lonenstress, Interaktion mit 10mM M
Signaltransduktion und
aktiven Zentren
Natriumchlorid Osmotischer Stress 0,5M - 1,25M direkt ins Medium
eingewogen
Nocodazol M-Phasenerhalt, Hemmung d. 4ug/ml 4mg/ml DMSO
Mikrotubuli u. Chromosomen-
segregation (hemmt Mitose)
Propranolol PLD-Hemmung 50puM - 500puM 1mM
SDS Test auf Zellmembran- 0,001%-0,01% 20%
integritat
Sorbitol Osmotischer Stress 6% und 7% direkt ins Medium
eingewogen
Saccharose andere Kohlenhydratquelle, 2% direkt ins Medium
(Sucrose) ~Glukoseersatz”, osmotischer eingewogen
Stress bei hdheren
Konzentrationen
Tetracyclin Komplexbildung mit 10ug/ml 10mg/ml
mehrwertigen Metallionen, in
Bakterien: Proteinbiosynthe-
sehemmung durch Hemmung
der 30S ribosomalen UE
Wasserstoffperoxid | Oxidativer Stress 0,88mM 30%ige Losung =
0,44mM 8,8M (Sigma)

Die Konzentration von Isofluran kann aufgrund des experimentellen Aufbaus nur als
Volumen angegeben werden, das in eine im Medium steckende Pipettenspitze
pipettiert wurde. Wahrend des Versuchs verflichtigte es sich in dem fest

verschlossenen Schraubglas, das als Kulturgefal? verwendet wurde.

2.2.3.10 Platten mit verschiedenen pH-Werten fiir den Phanotypscreen

Um den Einfluss verschiedener pH-Werte auf die Mutanten zu untersuchen, wurden
Platten mit SD-Medium in unterschiedlichen pH-Werten mit Hilfe von 0,1M
Kaliumphosphatpuffer hergestellt. Dazu wurde je eine 0,2M Ldsung Kalium-
dihydrogenphosphat und di-Kaliumhydrogenphosphat angesetzt und wie In
nachstehender Tabelle fir die entsprechenden pH-Werte zu einem Gesamtvolumen
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von 50ml gemischt. Diese 50ml wurden mit 50ml doppelt konzentriertem, ca. 65°C

warmem SD-Medium vermengt und sofort die Platten gegossen.

pH | ml 0,2M KH,PO, | ml 0,2M K,HPO,
5,7 46,75 3,25

6,0 43,85 6,15

6,5 34,25 15,75

7,0 19,5 30,5

7,5 8 42

8,0 2,65 47,35

Fur 500ml doppelt konzentriertes SD-Medium wurden 20g Glukose und 20g Select-
Agar in 400ml dest. Wasser autoklaviert und in noch heil3em Zustand mit 1,7g YNB
(ohne Aminosauren und Ammoniumsulfat) und 5g (NH4).SO4, die in 100ml dest.

Wasser sterilfiltriert worden waren, zusammengegossen.

2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Assay zur Bestimmung der freien Fettsauren

Dieser Assay wurde mit Hilfe des NEFA C Kit der Firma WAKO durchgefuhrt und
diente der Bestimmung der entstandenen freien Fettsauren durch
Phospholipaseaktivitdt verschiedener Extrakte nach Zugabe von Phosphatidylcholin
(PC) oder Lysophosphatidylcholin (LPC) als Substrate. Es wurde so die
Phospholipaseaktivitat in Kulturiberstdnden aus verschiedenen Medien und von den
I6slichen Proteinen der Zellaufschlisse dieser Kulturen untersucht. Durch 2
verwendete pH-Werte (pH 6,0 und 7,5), sowie das Vorhandensein oder Fehlen von
zusétzlichem Calcium wahrend der Reaktion wurde noch eine hoéhere Assay-

variabilitat im Hinblick auf mdgliche Enzymspezifitaten erreicht.

2.2.4.1.1 Herstellen der Proben fiir den Assay

Als Proben wurden Kulturiiberstdnde oder Zelllysate verwendet, die wie folgt
gewonnen wurden: Von einer 10ml Uber-Nacht-Kultur in SD-Medium bei 30°C der
entsprechenden Candida-Stamme ( z. B. CAF2-1 als Wildtypkontrolle und isogene
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CaDOA1-Mutanten) wurden neue Uber-Nacht-Kulturen in Lee’s Medium (pH 4,5)
1:200 angeimpft und bei 25°C schuttelnd inkubiert. Am anderen Tag wurde die
Zellzahl in der Z&hlkammer ( Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer) bestimmt und 10ml
Kulturen in den frischen, gewiinschten Medien mit einer Zelldichte von 10° Zellen/ml
angeimpft und bei den entsprechenden Temperaturen fur 15h geschuttelt. Pro Kultur
wurde 1ml verwendet, um sofort oder spater (nach zwischenzeitlichem Einfrieren)
eine mikroskopische Charakterisierung (Hefe/ Hyphen) vorzunehmen. 1 weiterer mi
wurde 5min bei 14000rpm (14300 x g), RT, zentrifugiert und 800ul des Uberstandes
in ein neues Reaktionsgefald tuberfihrt. Von diesem wurden dann Aliquots fur den
Enzymassay und die Proteinbestimmung benutzt (Kulturiberstand). Die restlichen
ca. 200ul Uberstand wurden vorsichtig abgenommen und verworfen, wahrend zum
Zellpellet 1ml Tris-HCI-Puffer (40mM, pH 7,5) und Glasperlen gegeben wurden. Fir
die Extraktion der l6slichen intrazellularen Proteine wurden die Pellets dann 40min
gevortext und die Zelltrimmer durch Zentrifugation (15min, 14000rpm (14300 x g),
RT) abgetrennt. Danach wurden abermals 800ul des Uberstandes in ein neues
Reaktionsgefald gegeben und davon Aliquots fiur die Proteinbestimmung und den
Enzymassay verwendet (im Folgenden bezeichnet als l0slicher Zellextrakt bzw.
Zelllysat).

2.2.4.1.2 Bestimmung der freien Fettsauren
(in Anlehnung an die Arbeitsanleitung des NEFA C Kit)

25ul der Probenlosung wurden mit 25ul 2 x Phospholipidmix in einer 96er
Mikrotiterplatte zusammengegeben und bei 37°C sacht schittelnd (100rpm)
inkubiert. Die Platten wurden dazu mit einer Klebefolie (SealPlate™ von EXCEL
Scientific) verschlossen, um das Vermischen von Kondenswasser unterschiedlicher
Ansatze zu vermeiden. Als Nullkontrollen wurden fur diese Reaktion und die spéatere
Fettsaurebestimmung 25ul des Mediums im Falle von Kulturiiberstdnden und 25l
40mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,5) im Falle von Zelllysaten verwendet. Zu den
gewulnschten Zeitpunkten wurde die Enzymreaktion unterbrochen und entweder der
ganze Ansatz bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert oder 10ul der
Reaktion in eine neue Mikrotiterplatte Gberfuhrt und diese weggefroren, wahrend der
restliche Ansatz weiter inkubiert wurde. Nach dem Auftauen zum Fortsetzen des

Assays wurden in jede Mikrotiterplatte ebenfalls je 10ul von einer Standardreihe mit
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Olsaure (Konzentrationen OmM, 0,2mM, 0,4mM und 1mM) pipettiert, 2mal zur
Doppelwertbestimmung.

Fur die eigentliche Farbreaktion wurden die 10ul der Standardreihe bzw. der
Enzymreaktion mit 50ul Losung A versetzt und 15min bei RT schuttelnd (100rpm)
inkubiert. Danach wurden 100ul Losung B dazupipettiert, gefolgt von einer erneuten
Inkubation bei RT fur 15min und 100rpm. Die Absorption wurde bei 550nm im
TECAN SPEKTRA Fluor Elisa Reader vermessen und die Konzentration der freien
Fettsduren anhand der doppelten Standardreihe auf jeder Mikrotiterplatte mit der
Software easyWING6.1 (TECAN) berechnet.

2 x Phospholipidmix enthielt 13,4mM PC oder LPC (polar lipids von Avanti) in 40mM
Tris-HCI-Puffer (pH 7,5) oder in 0,1M Zitronenséaurepuffer (pH 6,0), 6mM Natriumazid
und 1% (v/v) Triton X-100, gegebenenfalls 8mM CaCl, (Endkonzentration 4mM in der
Enzymreaktion). Zum LOsen der Phospholipide wurde die Losung gevortext, 10min
bei RT stehen gelassen und mindestens 15min bei 37°C geschittelt. Zum Schluss
wurde sie 3 x 15s bei Zyklus 4 und 65% Intensitat mit Ultraschall behandelt (Gerat
UW2070 von BANDELIN electronic).

Olsaure und die Zutaten fir Losung A und B sind im Kit vorhanden und wurden nach
Kit-Anleitung préapariert.

2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinmenge in den Extrakten, die eingesetzt wurden beim
Fettsdure-Assay wurde das BCA Protein Assay Reagent Kit der Firma PIERCE
verwendet. Hierbei wird das bei der Biuret-Reaktion entstehende, reduzierte Kupfer
(Cu’) mit einem Reagenz, das Bicinchoninsaure enthalt, colorimetrisch
nachgewiesen. Es wurde die in der Anleitung des Kits beschriebene Mikrotiter-
plattenprozedur gewéhlt und befolgt. In einer 96-Kammer-Platte wurden 25ul der
Probe (Kulturtiberstand bzw. l6slicher Zellaufschluss) und 200l Reagenz vermischt
und die Platte fur die Reaktion 30min bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde bei
550nm im Elisa-Reader TECAN SPEKTRA Flour (TECAN) vermessen. Fiur den
Nullabgleich wurde bei den Proben aus den Kulturiiberschiilssen Wasser verwendet,
da die Absorption der Medien bei einigen Medien allein héher war als die des
Kulturiberstandes durch die Stoffwechselvorgange wahrend der Kultur. Bei den
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Zellpelletextrakten wurde dafir Tris-HCI-Puffer verwendet. Fur die Berechnung der
Proteinmengen wurde eine Standardkurve aus Verdinnungen einer 2mg/ml BSA-
Stammlosung mit den Konzentrationsstufen 0 mg/ml, 0,0625mg/ml, 0,125 mg/ml,
0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml auf jeder Mikrotiterplatte vermessen.
Jeder Wert wurde in Dreifachbestimmung ermittelt und daraus anschlieRend der
Mittelwert gebildet.

2.2.5 Mikroskopische Farbemethoden

2.2.5.1 Quinacrine-Farbung
Augsten et al. 2002 und Harrison et al. 2002

Quinacrine ist eine fluoreszierende schwache Base, die in Abhangigkeit vom pH-
Wert des Mediums in der Vakuole der Zelle akkumuliert und in der sauren Umgebung
protoniert wird. Fur die Substanzaufnahme ist ein pH Gradient nétig und je niedriger
der pH-Wert des Mediums oder Puffers ist, umso geringer ist die Aufnahme.

In Anlehnung an o. g. Referenzen wurden 500ul einer Uber-Nacht-Kultur in YPD-
oder SD-Medium abzentrifugiert (RT, 5min, 3800 x g) und in YPD mit dem pH 7,6
resuspendiert, wozu 2,5ul Quinacrineldsung (20mg/ml, Sigma) pipettiert wurden.
Nach 5minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen auf die gleiche
Weise abzentrifugiert und in YPD resuspendiert. Die Zellen wurden unter dem
Mikroskop (Fotomikroskop 1l und cLSM510, beide Carl Zeiss) mit den
entsprechenden  Filtereinstellungen  betrachtet (Anregungsfilter  450-490nm,
Emissionsfilter 515-565nm).

2.2.5.2 Farbung lebender Zellen (viability stain)

Fir diese Farbung wurde das LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit von Molecular Probes
nach der Bedienungsanleitung verwendet. Dazu wurden zu 50ul einer Zellkultur in
der spaten exponentiellen Phase und der Farbstoff FUN1 des Kits verwendet. Die
Betrachtung am Mikroskop erfolgte bei Fluorescein Filtereinstellungen (Anregung um
480nm und Emission bei = 530nm). FUN1 farbt Nukleinsduren und erzeugt eine
diffuse Grin- bis Grungelb-Farbung des Zytoplasmas lebender Zellen und toter
Zellen mit unvollstandiger Zellmembranstruktur. Metabolisch aktive Zellen
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produzieren orangerote CIVS (cylindrische intravakuolédre Strukturen), die sich
innerhalb der Vakuole bewegend unter dem Mikroskop darstellen.

2.2.5.3 Calcofluor-Farbung

Calcofluor ist ein ultraviolett anregbarer, blau fluoreszierender Farbstoff, der die
Pilzzellwand markiert. Im Falle von Hyphenbildung lassen sich mit seiner Hilfe
Pseudohyphen und echte Hyphen leichter unterscheiden, da er die Septen im
Hyphenschlauch ebenfalls deutlich anfarbt und sowohl ihre Lage, als auch Anzahl
erkennbar werden. In dieser Arbeit wurden zwei Moéglichkeiten der Farbung genutzt:
a) in Anlehnung an Botstein Lab PROTOCOLS

http:// genome-www.stanford.edu/group/botlab/protocols.html

Die zu farbenden Zellen wurden in diesem Falle vor dem Farben fixiert. Zu dem
Zellkulturaliquot wurde Formaldehyd in einer Endkonzentration von 4% gegeben und
die Zellen 10min inkubiert, anschlie3end abzentrifugiert (5min, RT, 5000rpm). In PBS
mit 4% Formaldehyd wurden die Zellen resuspendiert und 1h bei RT fixiert. Es folgte
ein wiederholter Wasch- und Zentrifugierschritt mit PBS nach dem die Zellen im
gewunschten Endvolumen PBS aufgenommen wurden und Calcofluor White
(Fluorescent Brightener 28 von Sigma) in einer Endkonzentration von 20ug/ml
hinzugeflgt wurde. Nach einer Inkubation von 1h bei RT wurden die Zellen 5mal mit
PBS gewaschen (Zentrifugation wie oben) und unter dem Mikroskop betrachtet.

10 x PBS: 8g NaCl

0,2g KClI

2,68g NazHPO, * 7H,0

0,249 KH2PO4
in 80ml bidest. Wasser l6sen und den pH-Wert mit HCI auf 7,4 einstellen, dann das
Volumen auf 100ml auffullen, den Puffer autoklavieren und bei RT lagern.

Calcofluor White Losung: 160mg wurden in 1,8ml Wasser und 0,2ml 1N NaOH
gelost und bei 4°C gelagert (= 80mg/ml). Daraus wurde mit Wasser eine
Stammlosung von einer Konzentration von 1mg/ml hergestellt und fur die Farbung

eingesetzt.
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b) unter Verwendung des LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit von Molecular Probes

Mit der in dem bereits oben erwahnten Kit enthaltenen Calcofluor White M2R-L6sung
wurden ebenfalls Zellwande angefarbt, entweder von Zellen direkt aus der
Flassigkultur oder von vorher wie unter a) beschrieben fixierten Zellen. Dazu wurde
zu dem entsprechenden Zellvolumen Calcofluor in einer Endkonzentration von 25uM
gegeben und die Probe 30min bis 1h im Dunkeln inkubiert.
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3 ERGEBNISSE

Innerhalb dieser Arbeit wurden 4 Gene, CaPLC1, CaPLC2, CaPLC3 und CaDOA1,
von Candida albicans untersucht, um Aufschlisse Uber ihre Funktion innerhalb der
Zelle zu bekommen.

Die Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten Gene begann immer mit
einer Untersuchung der Gen- bzw. abgeleiteten Proteinsequenz mittels Sequenz-
vergleichen und Motivsuchen, um erste Hinweise auf mogliche Funktionen und die
Lokalisation der Proteine innerhalb der Zelle zu bekommen. Es schloss sich dann
das Ausschalten des Gens und eine phénotypische Untersuchung der entstandenen
Mutante an.

3.1 Die Phospholipasen der Klasse C

3.1.1 Eine putative Kernlokalisierungssequenz im CaPLC1 Gen

Das Phospholipase C1 Gen von Candida albicans wurde 1998 von Bennett et al.
beschrieben (Bennett et al. 1998). Der offene Leserahmen von CaPLC1 ist 3297bp
lang, befindet sich auf Chromosom 7 und kodiert fur ein Protein mit einem
errechneten Molekulargewicht von 124,6 kDa. Aufgrund von Sequenzhomologien mit
dem PLC1 Genprodukt von Saccharomyces cerevisiae (Yoko-o et al. 1993; Flick et
al. 1993; Payne et al. 1993), aber auch durch das Vorhandensein typischer
Sequenzstrukturen, wie einer X- (Aminosaure 565-727) und einer Y-Doméne
(Aminosaure 795-912) (Rhee 2001; Okada et al. 2002; Ochocka et al. 2003) kann
gefolgert werden, dass CaPLCL1 fir eine Pl-spezifische Phospholipase C des Typ d
kodiert. Eine Sequenzanalyse des abgeleiteten Proteins ergab weder Hinweise auf
ein N-terminales Signalpeptid, noch andere Hinweise darauf, dass das Protein den
sekretorischen Weg durchlauft bzw. in den Mitochondrien lokalisiert sein kénnte.
Auch genomweite Ansatze zur Suche von Zellwandproteinen (Monteoliva et al. 2002)
identifizierten das CaPLC1 Genprodukt nicht als Zellwandprotein. Dagegen gibt es
Hinweise auf eine mdgliche Kernlokalisation von CaPlcl. Okada et al. (2002) zeigten
beim Saugerprotein PLC d;, dass eine Kernlokalisierungssequenz (NLS) aus positiv
geladenen Aminosauren am C-Terminus der X-Domé&ne und der Verbindungs-
sequenz zwischen den beiden Doménen essentiell fir den Proteinimport in den
Zellkern ist. Eine ahnliche Sequenz ist auch in CaPlcl vorhanden. Zwischen der X

und Y-Domane (Aminosauren 718-790) treten wiederholt Arginin und Lysin auf. Das
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Motiv ist zweiteilig, wie es in Proteinen verschiedenster Spezies (Huhn, Drosophila,
Mensch, Maus, Kaninchen, Pute, Hefe, Frosch) vorkommt (Dingwall und Laskey,
1991). Obwohl keine klare Konsensussequenz zwischen den Kernlokalisations-
sequenzen existiert, ist doch eine deutliche Ahnlichkeit der analogen Sequenz von
CaPlIcl zu den Regionen in anderen Phospholipasen C vorhanden. (s. Abbildung
3.1.1-1).

Abbildung 3.1.1-1: Putative Kernlokalisierungssequenz (NLS) in CaPlcl von C. albicans (in
Anlehnung an Okada et al. 2002). Der C-Terminus der X-Domane und die XY-Verbindung
verschiedener PI-PLC Sequenzen mit NLS-Charakter im Vergleich mit CaPIcl. Die entsprechenden
Aminosduren Arginin (R) und Lysin (K) sind fett und kursiv markiert. Ratte - PLC-d,
Schizosaccharomyces pombe - SpPIcl, T. cruzi - TzPIc1; Dictyostelium discoideum — DdPLC

CaPlcl “®KHKFIIKVKK (42) K (14) KNKSPKIINE™*

PLC-d; ***KGKILLKGKK (38) KPKEDKLK*®’

SpPlcl °°LNKILLKVK (38) RKGKRRMK (7)°%%

TzPlcl ***KRKILVKSKR (49) KKKEEKKKEKKKKIK*®
DAPLC *’KYKILLKG (61) KKKKITKIK (7)>*

3.1.2 Versuche zur Disruption des CaPLC1 Gens

Bereits vor dieser Arbeit wurde in zwei Arbeitsgruppen (Universitat Dublin, Universitat
Hamburg) versucht, eine CaPLC1-Disruptionsmutante herzustellen. Dazu wurde eine
Disruptionskassette verwendet, die in das Plasmid pDB104 integriert war (hergestellt
von Desiree Bennett, Universitat Dublin). Diese Disruptionskassette besteht aus den
Regionen 1043 bp bis 1759 bp und 2668 bp bis 3445 bp nach dem ATG Startcodon
des CaPLC1 Gens, die durch PCR generiert und vor bzw. nach der hisG-URA3-hisG
Kassette in das Plasmid pMB7 (Fonzi und Irwin, 1993) ligiert wurden. Zur
Transformation und Genomintegration wurde das Plasmid mit Pvull linearisiert. Nach
Integration am CaPLC1 Lokus wurden somit innerhalb des Gens ca. 900 bp deletiert.
Eine heterozygote Caplcl/CaPLC1 Mutante konnte problemlos mit pDB104
hergestellt werden. Fur die Disruption des zweiten Allels wurde die URA3-negative
heterozygote Mutante erneut transformiert und 190 Transformanden dieser zweiten
Runde isoliert und untersucht. In allen untersuchten Transformanden war das zweite
Allel nicht disruptiert.

Da die Disruption des zweiten Allels in den bisherigen Ansatzen erfolglos blieb,
wurden im Rahmen dieser Arbeit beim Versuch, eine homozygote Caplcl/Caplcl
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Mutante herzustellen, 3 weitere Kassetten verwendet. Eine Kassette, integriert in
Plasmid pDS952, wurde von der Arbeitsgruppe von Dominique Sanglard (Lausanne)
zur Verfugung gestellt (Anmerkung: Auch in dieser Arbeitsgruppe blieben Versuche,
eine homozygote Caplcl/Caplcl Mutante herzustellen, erfolglos (Sanglard,
personliche Mitteilung)). Die Plasmidkarte inklusive Beschreibung befindet sich im
Anhang. Homologe Regionen dieser Kassette waren etwa je 500 bp flankierend zum
Gen.

Ohne das vorherige Klonieren einer Disruptionskassette kommt die Methode von
Wilson et al. (1999) aus (s. 2.2.3.4). Mit den Primern plc-ura fwd. und plc-ura rev., bei
denen 58 bzw. 57 Nukleotide identisch zu CaPLC1 wund 22 bzw. 23 Nukleotide
identisch zu dem URA3 Gen waren, wurde mit pGEM-URA3 als Template die
Kassette wahrend einer PCR amplifiziert. Fur die Transformation wurde das PCR-
Produkt als Disruptionskassette verwendet.

Bei allen vorherigen Mdglichkeiten zur Disruption wurden Kassetten verwendet, die
theoretisch sowohl in das bereits disruptierte als auch in das intakte Allel integrieren
konnten, vorausgesetzt, dass beide Allele identisch sind. Allerdings ist bekannt, dass
durch Heterozygositat von Allelen eines Gens die Integration einer bestimmten
Kassette auch allelspezifisch erfolgen kann (Yesland und Fonzi, 2000). Aus diesem
Grund wurde eine zusatzliche, allelspezifische Kassette kloniert.

Die allelspezifische Kassette wurde in Plasmid pDK-4 (Plasmidkarte und
Beschreibung siehe Anhang) integriert. Plasmid pDK-4 wurde aus einem PCR-
Produkt des nicht disruptierten Allels in der heterozygoten Mutante erstellt. In dieses
Fragment wurde anschlielRend das CaURA3 Gen ligiert. Eine genomische Integration
dieser Kassette in den CaPLCl Lokus hatte folglich keinen Verlust von
Gensequenzen zur Folge, sondern wirde das CaPLCl Gen lediglich durch
Unterbrechung mit dem CaURA3 Markergen inaktivieren.

Abbildung 3.1.2-2 zeigt eine graphische Darstellung der Lage der identischen
Regionen in den verschiedenen Disruptionskassetten zueinander und zum CaPLC1
Gen.

Auch unter Verwendung dieser drei weiteren Disruptionskassetten wurde, trotz
gleichzeitiger Optimierung der Transformationsprotokolle keine Disruption des
zweiten CaPLC1 Allels erreicht.

Insgesamt wurden zusatzlich weitere 500 Klone getestet, die aus mehr als 28
Transformationsereignissen hervorgingen. Am haufigsten erfolgte die Integration in
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das erste, bereits disruptierte Allel. Aber auch zuféllige Integrationen im Genom
wurden, insbesondere nach Einsatz der allelspezifischen Kassette, in Southern-Blot
Analysen gezeigt. Bei sieben Klonen erfolgte die Integration der Kassette zwar in das
zweite Allel, doch wurden hier im Southern-Blot zusatzliche DNA-Fragmente
nachgewiesen, die ein nicht disruptiertes CaPLC1 Allel enthielten. Das lasst
vermuten, dass vor der Integration der Disruptionskassette in das zweite Allel eine

Duplikation der Region erfolgte, so dass eine dritte CaPLC1 Kopie entstanden ist.

’—‘ ___PLC1 | ~ —
A) [0l his GIURAS [ HisG,_lnmymni] ;
B) | [ hisc/ [ PRA3 [ ihisG\ |
C) (- [ URAZ [N i
D) B URAZ [

Abbildung 3.1.2-2: Die Lage der identischen Regionen der CaPLC1-Disruptionskassetten
zueinander.

A) Bennett-Kassette: bp 1043 bis 1759 und bp 2668 bis 3445 (bereits 145 bp nach dem STOP-Codon)
B) Sanglard-Kassette: 495 bp vor ATG und 501 bp nach dem STOP-Codon

C) Allelspezifische Kassette: bp 1459 bis 2776

D) Oligomertransformation: bp 1639-1696 und bp 2290-2346

3.1.3 Herstellung einer konditionellen CaPLC1-Mutante mit dem MET3-

Promotor

Da alle Versuche zur Herstellung einer homozygoten knock out-Mutante erfolglos
verliefen und eine Disruption des zweiten Allels von CaPLC1 nur méglich war, wenn
gleichzeitig eine Duplikation der Region stattfand, musste davon ausgegangen
werden, dass CaPLC1 ein essentielles Gen ist. Um dies experimentell zu zeigen,
wurde daher eine konditionelle Mutante hergestellt. Dazu wurde der regulierbare
MET3 Promotor von C. albicans vor das CaPLC1 Gen des nicht disruptierten Allels
integriert. Bisherige, in der Literatur beschriebene Versuche, zeigten, dass der MET3
Promotor durch Zugabe von je 2,5 mM Methionin und Cystein nahezu komplett
blockiert wird (Care et al. 1999). Dementsprechend wurde der MET3 Promotor

bereits mehrmals fur die Untersuchung und den Nachweis essentieller Gene
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verwendet (Roig und Gozalbo, 2002; Nishikawa et al. 2002; Sousa et al. 2002). Fur
die Klonierung und Transformation wurde die Vorgehensweise von Care et al. (1999)
und das Plasmid pCaDis gewéahlt. Ein 1350 bp grol3es CaPLC1-Fragment beginnend
mit dem ATG-Codon wurde durch PCR amplifiziert und die Gber Primer eingeflgten
Schnittstellen BamHI und Pstl genutzt, um es in den Vektor pCaDis einzufligen. Das
so erhaltene Plasmid pIM-17 und die Mutante ACaplc1/pMET3-CaPLC1 (M226)
wurde bereits vor Beginn dieser Arbeit von Inga Melzer in der Arbeitsgruppe
hergestellt. Nach Transformation der heterozygoten CaPLC7-Mutante wurde die
Integration von pIM-17 mittels Southern-Blot und PCR uUberpriuft. Detaillierte
Untersuchungen der Mutante fanden im Rahmen dieser Arbeit statt.

3.1.4 Die konditionelle CaPLC1-Mutante im ACapld1/ACapld1 Hintergrund

Das intrazellulare Signalmolekil Diacylglycerol (DAG) entsteht als Produkt der
Aktivitat von Phospholipase C, als auch von Phospholipase D. CaPLD1 ist nicht
essentiell (Hube et al. 2001). Durch Disruption von CaPLC1, bzw. durch eine
Reduktion der CaPLC1 Transkripte in der Capld1/Capld1 Mutante sollte eine
maogliche Verbindung der Funktionen der Enzyme CaPlcl und CaPld1l untersucht
werden. Deshalb wurde in der CaPLD1-Mutante ein Allel von CaPLC1 disruptiert
(ACapld1/ACapld1 CaPLC1/ACaplc1;, M220 und M221) und das zweite Allel
ebenfalls unter die Kontrolle des regulierbaren MET3-Promotors gestellt. Dazu wurde
analog, wie bei der Herstellung der konditionellen CaPLC1-Mutante
(ACaplc1/pMET3-CaPLC1), nach Care et al. (1999) unter Verwendung von Plasmid
pIM-17 vorgegangen.

3.1.5 Uberpriifung der Regulation des MET3-Promotors

Obwohl alle oben aufgefiihrten Experimente nahe legten, dass CaPLC17 ein
essentielles Gen ist, war das Wachstum der konditionellen Mutante
(ACaplc1/pMET3-CaPLC1) auch bei Anwesenheit von je 2,5 mM Methionin und
Cystein ungehemmt. Um die Regulation des MET3-Promotors unter den gewéahlten
Bedingungen zu untersuchen, wurde die Expression von CaPLC1 Transkripten in der
ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Mutante mittels semiquantitativer RT-PCR analysiert. Von
einer Vorkultur mit der ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Mutante in SD-Medium bei 37°C
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wurden 120 ml frisches SD-Medium mit 10® Zellen/ml angeimpft und mit oder ohne
Zusatz von Methionin und Cystein (je 2,5 mM) kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei
30°C oder 37°C. Proben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten genommen. Fir die
semiquantitative RT-PCR wurde das Gen CaEFB1 als Standard verwendet und
jeweils verschiedene PCR Zyklenzahlen durchgefuhrt. Abbildung 3.1.5-1 zeigt das
Ergebnis dieser Untersuchung.

Trotz Repression des MET3 Promotors waren unter den gewéhlten Bedingungen
noch CaPLC1-Transkripte detektierbar. Da das Transkriptionsniveau von CaPLC1
ohnehin viel geringer war als das von Vergleichsgenen wie CaACT1 oder CaEFB1
(vergleiche Zyklenzahl in der RT-PCR), reichte wahrscheinlich die nochmals
reduzierte Transkriptmenge nach Repression des MET3-Promotors immer noch aus,
um das Uberleben der Mutanten zu sichern.

-Met / -Cys +Met / +Cys
370¢ %1 2 4 28|~ 1 2 4 23n

CaEFB1- 20 Zyklen

CaEFB1- 25 Zyklen

CaPLC1- 30 Zyklen

CaPLC1- 40 Zyklen

CaEFB1- 20 Zyklen

CaPLC1- 30 Zyklen

CaPLC1- 35 Zyklen

Abbildung 3.1.5-1: Uberpriifung der Regulation des MET3-Promotors mit semiquantitativer RT-PCR.
Durch die Zugabe von Methionin und Cystein wurde die CaPLC1-Transkriptmenge deutlich reduziert,

jedoch wurde die Transkription nicht komplett blockiert.
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3.1.6 Phanotyp der konditionellen CaPLC1-Mutante (ACaplc1/pMET3-CaPLC1)

Obwohl bei Repression des MET3 Promotors in der ACaplc1/pMET3-CaPLC1
Mutante noch CaPLC17-Transkripte nachweisbar waren, war doch die
Transkriptmenge deutlich reduziert. Um den moglichen Einfluss der reduzierten
Transkriptmenge auf das Wachstum der konditionellen CaPLC171-Mutante zu
untersuchen, wurden mit der konditionellen Mutante Tropftests mit serieller
Verdinnung zu Phanotypuntersuchungen durchgefiihrt. Die getesteten Bedingungen
orientierten sich an den bei S. cerevisiae beobachteten Phanotypen der ScPLC1-
Mutante von Yoko-o et al. (1993), Payne et al. (1993) und Flick et al. (1993). Ahnlich
wie in S. cerevisiae wurde bei der konditionellen CaPLC7-Mutante eine
Temperatursensitivitat bei 18°C und 42°C beobachtet. Abgeschwéchter, jedoch
ebenfalls nachweisbar, war eine erh6hte Osmosensitivitat bei 5% Sorbitol bzw. 1 M
NaCl gegenuber der nicht reprimierten Kontrolle, sowie eine Wachstumshemmung
mit Galaktose anstelle von Glukose als Kohlenhydratquelle. Odom et al. (2000)
zeigten, dass in S. cerevisiae eine Plcl-Aktivitat fur die Transkriptionskontrolle des
auf Arginin reagierenden ArgR-Mcm1 Komplexes auf Medium mit Arginin als alleinige
Stickstoffquelle notwendig ist. (Anmerkung nach Odom et al. (2000): Der ArgR-Mcm1
Komplex besteht in S. cerevisiae aus 4 Proteinen (ScArg80, ScArg81, ScArg82 und
ScMcml), die alle fur die vollstandige Transkriptionskontrolle notwendig sind.
ScArg80 und ScArg81 sind Arginin-spezifische Transkriptionsfaktoren und ScArg82
und ScMcm1 pleiotrope Regulatoren.)

Ein Medium mit Arginin als alleinige Stickstoffquelle (ArgD-Medium) verursachte
auch bei der ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Mutante einen Wachstumsdefekt.

Beispiele der veranderten Phanotypen bei reduzierter Expression von CaPLC1 sind
in Abbildung 3.1.6-1 dargestellt.
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-Met/ -Cyst +Met/ +Cyst
5x10* 5x10° 5x10° 5x10' 5 5x10* 5x10° 5x10° 5x10° 5
SGal 37°C, 6d

@ .‘;Q. LN

SD 43°C, 6d

SD 18°C, 6d

SD +5% Sorbitol
37°C, 3d

SD +1M NaCl
37°C, 5d

SD 37°C, 3d

SD + Nocodazol
(20pg/ml)37°C, 3d

ArgD 37°C, 2d

® 5x10' 5 5x10° 5x10° 5

Abbildung 3.1.6-1: Verénderte Phénotypen der konditionellen Mutante (ACaplcl/ pMET3-CaPLC1)
bei Blockierung des MET3 Promotors. Die obere Reihe jedes Paares zeigt den Wildtyp (CAF2-1), die
untere die Mutante. Zur Anzucht wurden die Zellen 1 Tag in SD Flussigmedium mit Methionin und
Cystein (je 2,5 mM) kultiviert. Nach dem Z&ahlen und Verdinnen wurden abnehmend von links nach
rechts 5 pl mit 5x10*, 5x10°, 5x10°%, 50 und 5 Zellen auf Medien mit und ohne Methionin und Cystein
getropft.
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3.1.7 Phéanotyp der ACapld1/ACapld1 ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Doppelmutante

Die ACapld1/ACapld1 ACaplc1/opMET3-CaPLC1 Mutante wurde der gleichen
Phénotypsuche unterzogen und auf den gleichen Medien untersucht wie bei den
Untersuchungen der konditionellen CaPLC1-Mutante (ACaplc1/pMET3-CaPLC1) und
zeigte die gleichen Phénotypen. Allein eine erhéhte Osmosensitivitat bei 1 N NaCl
und 5% Sorbitol wurde zuséatzlich gefunden. Sie ist auf die Disruption von CaPLD1
und CaPLC1 zuruckzufuhren (Abbildung 3.1.7-1).

- Met / -Cys +Met / +Cys

CAF2-1

ACapld1

ACaplc1/pMET3-CaPLC1

ACapld1/ ACaplc1/oMET3-CaPLC1

ACaplc1/pMET3-CaPLC1

ACapld1/ ACaplc1/pMET3-CaPLC1

SD + 5% Sorbitol 37°C 3d

Abbildung 3.1.7-1: Phanotyp der konditionellen CaPLC1-Mutante im Capld1/Capld1 Hintergrund.
Lediglich die Osmosensitivitdt bei Zugabe von Sorbitol und NaCl war bei der Capld1/Capld1
ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Doppelmutante bei Blockierung des MET3 Promotors weiter verstarkt.
Technische Durchfihrung und Beschriftung wie in Abb. 3.1.6-1.
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3.1.8 Phanotypische Analyse der heterozygoten CaPLC1-Mutante
(ACaplc1/CaPLC1)

Da sich das phanotypische Verhalten der konditionellen CaPLC7-Mutante
(ACaplc1/pMET3-CaPLC1) trotz nachweislich vorhandener, CaPLC1-Transkripte
anderte (s. 3.1.5), wurde ein Gendosiseffekt angenommen. Demnach wurde
postuliert, dass die reduzierte Menge an CaPLC1 Transkripten bereits zellulare
Veranderungen hervorruft. Daraus konnte gefolgert werden, dass auch die
heterozygote ACaplc1/ CaPLC1 Mutante auf Grund eines fehlenden Allels bereits
phanotypische Unterschiede aufweisen kdnnte, die gegebenenfalls Riickschlisse auf
die Funktion von CaPlcl zulassen kénnte. Untersuchungen der ACaplc1/ CaPLC1
Mutante hatten dartber hinaus den Vorteil, dass auch Bedingungen untersucht
werden konnten, bei denen der Zusatz von Methionin oder Cystein stérend waren.
Dazu gehoéren auch hypheninduzierende Bedingungen.

Wie auch die konditionelle Mutante zeigte die heterozygote eine
Temperatursensitivitat bei 43°C. Des Weiteren wurde sie bei 30°C und 37°C durch
Nocodazol (20 pg/ml), Itraconazol (1 pg/ml) und Wasserstoffperoxid (880 uM)
gehemmt. Auf Medien mit Glycerol und Acetat als einzige Kohlenstoffquelle wuchs
die ACaplc1/CaPLC1 Mutante schlechter. Die Hyphenbildung war bei 37°C auf
Blutagar, Serumagar und Spider-Medium im Vergleich zum Kontrollstamm CAF2-1
verlangsamt. Die Hyphen und der typische weil3e Hof um die Kolonien bei Wachstum
auf YCB-BSA Medium (Protein als einzige Stickstoffquelle) waren ebenfalls im
Vergleich zur Kontrolle verzogert. Abbildung 3.1.8-1 zeigt einige Beispiele der
beeintrachtigten Hyphenbildung.
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30°C 37°C

Blutagar

5x10°  5x10! 5 5x10°  5x10! 5

Abbildung 3.1.8-1: Phéanotypen der heterozygoten ACaplcl/CaPLC1 Mutante unter
hypheninduzierenden Bedingungen. Gezeigt ist das Ergebnis eines Tropftests mit serieller
Verdiinnung einer SD Uber-Nacht-Fliissigkultur (5x10°, 5x10" und 5 Zellen/ Tropfen). Die obere Reihe
des Paares zeigt zum Vergleich den Wildtyp (CAF2-1), die untere die ACaplc1/CaPLC1 Mutante. Die
Inkubation erfolgte auf SD und YPD bei 30°C und 37°C fir 2 Tage, auf YCB-BSA bei 30°C fur 8 und
fur 4 Tage bei 37°C, auf Spider-Medium bei beiden Temperaturen fiir 5 Tage, sowie 8 Tage lang auf
Blutagar.
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3.1.9 Expression von CaPLC1 unter ausgewahlten in vitro Bedingungen

Die in dieser Arbeit beobachteten modifizierten Phanotypen bei reduzierter CaPLC1
Transkriptmenge bestehen oft in einer erhdhten Sensitivitat bei verschiedenen
Umweltbedingungen. Um zu untersuchen, ob im Wildtyp unter solchen Bedingungen
normalerweise eine erhohte CaPLC1l Transkriptmenge vorliegt, wurde die
Transkription von CaPLC1 unter einigen Stressbedingungen mit semiquantitativer
RT-PCR untersucht. Einige Phénotypen in C. albicans waren mit den Phanotypen
der PLC1-Mutante von S. cerevisiae vergleichbar, z. B. die Thermosensitivitat bei
42°C. Bei S. cerevisiae konnte weiterhin gezeigt worden, dass die Genprodukte von
ScGLE1, ScIPK1, ScIPK2 (= ARG82), und ScPLC1 beim nukledren mRNA Export
involviert sind (York et al. 1999 und 2001). Um mogliche Parallelen in C. albicans zu
untersuchen, wurden die entsprechenden homologen Gene von C. albicans ebenfalls
mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht. Fur jedes dieser Gene wurde bei C.
albicans ein orthologes Gen gefunden: CaGLE1l = CA2378, CalPK1 = IPF10566 =
CA0280, CalPK2 = IPF16498 = CA2312. Als Wachstumsbedingungen zur RNA-
Isolierung wurde ein Hitzeschock bei 42°C in SD-Medium, Wachstum in SGlyc-
Medium (Glycerol als einzige Kohlenstoffquelle), sowie Wachstum in Gegenwart von
Cadmiumionen bei 37°C gewadahlt. Das SGlyc-Medium wurde gewahlt, da die
Caplcl/CaPLC1 heterozygote Mutante auf diesem Medium schlechter wuchs. Der
Zusatz von Cadmiumionen wurde gewahlt, da Cadmium mit den Thiolgruppen von
Proteinen reagiert und Zinkionen ersetzt. Dadurch werden nicht mehr
funktionstichtige Proteine abgebaut und missen neu synthetisiert werden, was die
gesamte Transkiptionsmaschinerie benotigt. Da die oben genannten Gene an dem
nukledren mRNA Export beteiligt sind, wurde angenommen, dass diese Gene bei
Zusatz von Cadmiumionen starker exprimiert werden.

Keines der untersuchten Gene zeigte jedoch eine erwartete deutliche Regulation
unter den gewdhlten Bedingungen. Wahrend des Hitzeschocks war CalPK1 nicht
nennenswert heraufreguliert und nur das CaPLC1-Transkript war im Cadmium-
Medium leicht herunterreguliert. Die Abbildung 3.1.9-1 zeigt die PCR-Ergebnisse im

Agarosegel.
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Abbildung 3.1.9-1: Expressionsprofile von CaPLC1 und anderen Genen, die moglicherweise mit
nukledren mRNA Export assoziiert sind, mittels RT-PCR. Die Bedingungen wurden gewahlt um zu
untersuchen, ob CaPLC1 &hnliche Funktionen hat, wie PLC1 von S. cerevisiae. CaACT1 wurde als
interner Standard zur Kontrolle der Verwendung gleicher cDNA Mengen genutzt. Verschiedene
Zyklenzahlen wurden wie angegeben durchgefuhrt. Bedingungen: G= SGlyc Medium bei 37°C, Cd=
SD+ Cadmium bei 37°C, 37= SD bei 37°C, 42= SD bei 42°C.

3.1.10 Genomweite Expressionsanalyse der ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Mutante

im Microarray-Experiment

Fur eine genomweite Untersuchung des Transkriptionsprofils von Mutanten mit
CaPLC1 Deletionen wurde die konditionelle Mutante (ACaplc1/pMET3-CaPLC1) in
einer Microarray-Analyse untersucht. Dabei wurden Wachstumsbedingungen mit
Hitzeschock gewahlt, weil die konditionelle Mutante bei Promotorrepression unter
diesen Bedingungen die deutlichsten ph&notypischen Veranderungen im Vergleich
zum Wildtyp zeigte. Als Vorkulturen wurden der Wildtyp CAF2-1 und die Mutante
Uber Nacht in SD-Medium bei 37°C angezogen. Am néchsten Tag wurden die Zellen
in SD-Medium, versetzt mit je 2,5 mM Methionin und Cystein, in einer Zelldichte von
1x10” Zellen/ml Gberfiihrt und fiir 3 h bei 43°C inkubiert, anschlieBend fiir die RNA-
Extraktion genutzt.

45 Gene wurden als unterschiedlich exprimiert gefunden. Davon waren nur 4 Gene
herunterreguliert (CaGDH3, CaMET18, IPF12399, CaCDC46). Sie gehoren alle zu
verschiedenen funktionellen Gruppen. Eingeteilt in Gruppen mit &hnlicher Funktion
fallen bei den hochregulierten Genen 8 Gene ohne Funktion auf. Immerhin 7 Gene
kodieren fir bekannte und vermutete Transporter (CaCTR1, CaCDR1, CaHOL4,
CaGAP6, CaGAP7, CaCOX19, IPF8642). Die relativ weit gefasste funktionelle
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Gruppe mit Verbindung zu Inositol, Phospholipiden, Glycerol, Vakuolen und
Membranen beinhaltet 5 Gene (CaRTA2, CaGUT2, CaMSS4, IPF14981, IPF10262).
In der Gruppe der Transkriptionsregulatoren/DNA-Bindeproteine mit 7 Genen ist
CaNRG1 besonders stark hochreguliert. Weiterhin umfasst die Gruppe der
Oxidoreduktasen und Reduktasen 7 Gene. Das am starksten regulierte Gen ist
CaDDRA48, das ein potentiell hyphenassoziiertes Stressprotein ist. Bei keinem der
Gene, von denen in S. cerevisiae eine Beteiligung an der Hitzeschockregulation
bekannt war (GLE1, IPK1, IPK2), wurde in diesem Experiment eine starkere
Expression gemessen (Tabelle 3.1.10-T1 und 3.1.10-T2).

Tabelle 3.1.10-T1: Die differenziell regulierten Gene in der konditionellen Mutante (ACaplc1/pMET3-
CaPLC1) bei 43°C in Anwesenheit von 2,5 mM Methionin und Cystein im Vergleich zum Wildtyp unter
diesen Bedingungen. Normalisierte Werte Uber 1 geben die —fache Hochregulation wieder. Werte
unter 1 bedeuten eine reduzierte Expression.

Systemat. t-test
Allg. Name Name Normalisiert P-Wert Bekannte oder vermutete Funktion
SFT1 CA5433 1,89 0,100 VSNARE-Aktivitat (Homologie)
CTR1 CA1496 1,63 0,099 Kupfertransporter
IPF12399 CA0648 0,31 0,098 Unbekannt
IPF15013 CA2761 1,52 0,097 Pyruvatdecarboxylaseregulator (Homologie)
IPF5830 CA4855 1,54 0,095 Unbekannt
DNA-Bindung-Transkriptionsregulation
NBN1 CA4688 1,72 0,094 (Homologie)
NRG1 CA5289 1,71 0,094 Transkriptionsrepressor
GUT2 CA3566 1,79 0,086 Glycerol-3-phosphatdehydrogenase (Homologie)
IPF10564 CA3328 1,55 0,086 Oxidoreduktase, Disulfid-Oxidoreduktase
IPF17676 CA0411 1,70 0,084 ahnlich ScCst13, Chromosomenstabilitat
RTA2 CA3607 2,45 0,077 Phospholipidtranslozierende ATPase Aktivitat
IPF3092 CA4658 1,55 0,077 Unbekannt
CRH11 CA0375 2,17 0,076 Endopeptidase, Hydrolase (Homologie)
GAP7 CAO0757 1,52 0,072 generelle Aminosdurepermease
CDR1 CA6066 1,78 0,072 ABC-Transporter
CDC46 CA2324 0,48 0,069 DNA-Bindung, ATP-Bindung
1-Phophatidylinositol-4-phosphat-5-Kinase
MSS4 CA0623 1,91 0,068 (Homologie)
MET18 CA1560 0,47 0,068 RNA Polymerase |l Transkriptionsfaktor
IFM3 CA3742 1,98 0,066 Oxidoreduktase
GDH3 CA1579 0,46 0,062 Oxidoreduktase, Glutamat-Dehydrogenase
SCcwi CA0156 1,53 0,061 Glucanase (Homologie)
(repressed by TUP1 protein 2)
RBT2 CA3957 1,92 0,059 Eisenreduktase (Homologie)
Transporter (multidrug resistance protein, major
HOL4 CA4204 1,68 0,058 facilitator) (Homologie)
ECM331 CA2181 2,23 0,056 beteiligt an Zellwandbiogenese (Homologie)
IPF11167 CAO0759 1,57 0,054 Oxysterol-Bindung
FRE7 CA5621 2,42 0,048 Oxidoreduktase, Eisenchelatreduktase (Homologie)
IPF4999 CA2874 2,23 0,046 DNA-Bindung, 2-Komponenten-Response-Regulator
Metallionentransporter, Cytochrom c Oxidase
COX19 CA0768 1,53 0,043 (Homologie)
IPF630 CA6016 1,75 0,041 Nukleinsaurebindung, Chaperon
Strukturbestandteil von Ribosomen
RPL28 CA1662 2,26 0,040 (Proteinbiosynthese)
IPF19688 CA0301 2,11 0,039 Unbekannt
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Oxidoreduktase, A-12 Fettsauredesaturase
IPF12942 CA3604 1,51 0,038 (Homologie)
IPF19968 CA3030 1,66 0,037 Zellwandstrukturbestandteil
MXR1 CA0123 1,58 0,032 Methionin-Sulfoxid-Reduktase
GAP6 CA4265 1,55 0,030 generelle Aminosaurepermease (Homologie)
IPF8336 CA2839 1,62 0,030 Unbekannt
IPF407 CA5848 2,10 0,027 Unbekannt
IPF19977 CA3211 1,69 0,025 Unbekannt
Ribosomenbestandteil, Rezeptor, Transporter
RPL18 CA6079 ,56 0,025 (Homologie)
IFA14 CA5961 1,59 0,024 Unbekannt
Prozess: PE-Biosynthese, Vakuolenorganisation,
IPF10262 CA1160 1,65 0,023 Actincytoskelettorganisation
IPF14981 CA2896 1,59 0,023 Glycerophosphodiesterase-Phosphodiesterase
IPF8642 CA1308 2,88 0,022 ABC-Transporter, ATP-Bindung, ATPase Aktivitat
IPF3912 CA4960 2,69 0,002 Transkriptionsfaktor
DDR48 CA4336 4,50 0,001 Stressprotein (Homologie)

Tabelle 3.1.10-T2: Die Gene aus Tabelle 3.1.10-T1 in funktionelle Gruppen zusammengefasst.

Transporter (7)

Phospholipide/
Glycerol/ Inositol

Oxidoreduktase/
Reduktase (7)

Transkriptionsregulation
DNA-Bindung (7)

Vakuolen/ Membran

()

CTR1, GAP6, CDR1,
HOL4, GAP7,
IPF8642, COX19

MXR1,IPF12942,
FRE7, GDH3, IFM3,
IPF10564, RBT2

NBN1, IPF3912, MET18,
CDC46, NRG1, IPF4999,
IPF630,

RTA2, GUT2, MSS4,
IPF14981, IPF10262

Ribosomen (2)

Funktionen ohne
Gruppierung (9)

Unbekannte Funktion (8)

RPL28, RPL18

SCW1, SFT1,
IPF15013, IPF17676,
CRH11, ECM331,
IPF11167, IPF19968,
DDRA48

IFA14, IPF19977, IPF407,
IPF8336, IPF19688,
IPF3092, IPF5830,
IPF12399
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3.1.11 Weitere Phospholipase C Gene in Candida albicans - CaPLC2 und
CaPLC3

Zusatzlich zu dem von Bennett et al. (1998) beschriebenen CaPLC1 Gen haben
Andaluz et al. (2001) noch ein Phospholipase C Gen (CaPI-PLC) und ein um 145bp
verkirztes homologes Gen in C. albicans beschrieben. Auch diese Gene waren
hinsichtlich mdglicher Uberlappender und/oder unterschiedlicher Funktionen
innerhalb der Zelle Gegenstand dieser Arbeit.

In der vorliegenden Arbeit werden die Gene im Folgenden mit CaPLC2 (Stanford-
ORF 6.6631, Contig 6-2467) und mit CaPLC3 (Stanford-ORF 6.5334, Contig 6-2402)
bezeichnet. [Assembly 6 des Stanford Genome Technology Center (http://www-
sequence.Stanford.edu/group/candida)] Im Assembly 19 der CandidaDB
(http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB) entspricht dies CA4152/ORF19.5797 und
CA3159/0RF19.1586.

Die Sequenzierung dieser beiden Gene fiur diese Arbeit ergab keinen
Langenunterschied. In der Sequenz von Andaluz et al. (2001) ist in Position 111 ein
zusatzliches Adenosin im Unterschied zur Sequenz dieser Arbeit, in der dadurch ein
STOP-Codon bei 140 bp entsteht. Die eigentliche Gensequenz beginnt am folgenden
ATG-Codon in einem anderen Leserahmen. Beide Gene sind 888 bp lang.

Die Sequenzdaten der vorliegenden Arbeit stimmen mit denen der C. albicans
Genomsequenz  des European Consortium Galar Fungail Uberein
(http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB). Beide abgeleiteten Plc Proteine sind gleich
grol3 und unterscheiden sich nur in 2 Aminoséauren, in Position 91 und 93, der 295
Aminosauren langen Proteine. In den 3 und 5 untranslatierten Regionen
unterscheiden sich die Gene jedoch sehr.

Die Sequenzen von CaPIc2 und CaPIc3 unterscheiden sich sehr von der CaPlIcl und
besitzen stattdessen mehr Ahnlichkeit mit bakteriellen Pl-spezifischen
Phospholipasen (Andaluz et al. 2001; Knechtle et al. 2005). Sie bestehen nur aus der
X-Domane, wahrend CaPIcl, wie fur Phospholipasen der Klasse C bei Eukaryoten
typisch, eine X- und eine Y- Domane aufweist. Ein Sequenzvergleich zwischen der
CaPlcl- X-Domane und CaPlc2 oder CaPlIc3 ergibt jedoch ebenso wie ein Vergleich
mit der gesamten CaPlcl nur eine ldentitat von 8,5%. (Abbildung 3.1.11-1) Es gibt
kein vergleichbares Gen in S. cerevisiae.
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a)

ATG AAG CTC CAT TAC TCG CAT GIT GAA TTT CAT TTC TAT ATA TAC TTT CGT

TTA ATT CTT CAA AAT
TTT TAT CAT CGA TTG
TAC AAA ACT TGG TTA AAG GAT

CaPLC1- x-

Bt PLC
LnPLC- A
CaPLC3
CaPLCl- x-

Bt PLC
LnPLC- A
CaPLC3
CaPLC1- x-

Bt PLC
LnPLC- A
CaPLC3
CaPLCl- x-

Bt PLC
LnPLC- A
CaPLC2
CaPLCl- x-

TTT ATC TTT TCT TTC TTC ATT CCT TCT TTT
T TCA ATT ATT TGT TAA AT ATG GIC GAC

A
ATT GAC

CIT T
GIT T

............... MBNKKLI LKLFI CSTI FI TFVFALHDKRVVAASS. . . VNELENWS
.............. MYKNYLQRTLVLVLCFI LCFFTFPLGGKAYSLNNWAKPI KNSVTTK
....................................................... MVDYK
M. LNKEL LAGDNGNVDGNEVDI RKSHKHVREFLSFNDI LKYSKRLNI NVN. . TNHLQQ F

KWVQPI PDNI PLARI S| PGTHDSGTFKLQN. . Pl KQUAGMTQEYDFRYQVDHG . . ARI F
QWBAL PDTTSLAALSI PGTHDTMSYNGDMIMWIL TKPLAQTQTVBEL YQQLEAG . . | RYI
TW.KDI DNNTRI SKLS| PGTHNSAACH. . . . . . TALPSVQOQGASVTEQLEHG . . VRFL

DQVLLL SSATTEKPVSTPLFEKGLNFEQFK. QFVSI LKDRKDL QEl WDSLAQGKEVLQFD

DI RG ... RLTDDNTI VLHHG. . . . PLYLYVTLHEFI NEAKQFLKDNPSETI | MSLKKEY
DIRA ....... KDNLKI YHG. . . . PI FLNASLSGVLETI TQFLKKNPKETI | MRLKDE.

DI RVGKLFVGNDVKDL QVI HGKFPVKI PFPLKLNDSL EEVYKFLAHNSSETVI VSI KQEG
El KN. . FI I NI QKENFSDDDD. . . . NSTI NLI FQKYCSNDNGANKESLNEYLLSSYSTPY

. EDMKGAEGSFSSTFEK. . . NYFVDPI FLK. . . .. TEGNI KLGDARKKI VLLKR. . . . ..
... . QNSNDSFDYRI QP. LI NI YKDYFYTTPRTDTSNKI PTLKDVR&KI LLLS. . . .. ..
SDDWDNSQDEFGKLI WDRYVNPNKDRWYLN. . . . . . TDI PKLGDARCGKAI LFRR. . . . ..

..... RQVAGDSSVEGY! RTLQRGCRCVE

............... YSGSNESGGYNNFYWPDN. ETFTTTVNQN. . . .o oo
................... ENHTKKPL. . VI NS. HKFGMQFGAS. . . .. oo e
............... FGVQDEQL KKQFGFSASS. WI'YNTTNDDR.
| DI WNGDSNTTTTTVI GTKDDDDKNEYEPI VNHGRTFTKPI SFANVI RAI KKFAFI VSPW

REI TQTQTNYYDYPLNEYFI SSSHNTYLTG.

. VANVTVQDKYKVNYDEKVKS. . . . | KDTMDETMN. NSEDLNHLYI NFTSLSSG. . GTAVWN
. NQVI QDDYNGPSVKTKEF. . . . . .. KEI VQTAYQ ASKADNKLFLNHI SATS. . .. LTFT
. GQFVWQDFCEVNTADDL PKKI DYVKDL AKRAQDYTSKGDDKVFLNFTSASN. . . . F. FD
PLI LSLEI HCSPECQ KVWN. . . | LKDI LGENM | API DI DSVI LPSPAELKHKFI | KVK

SPYYYASYI NPEI AN. . DI KQKNPTRVGAWI (DY NEKWSPLLYQEVI RANKSLI KE.
PRQYAAALNNKVEQFVLNLTSEKVRGLA LI MDFPEKQ . . . TI KNI I KNNKFN. . . .
QSCWPQPI AEAM KG. . NI QETFHKGVA | VLDYAETDN. . WKLPEALI DTNF. . . . .
KTTSFONLI ETENGSFTTSTTTTTTTTTTTTTATSLSEDNENNKSNSSSTSSFI | RRR

Abbildung 3.1.11-1:

a)

b)

Die Gene CaPLC2 und CaPLC3 sind, anders als in der Literatur beschrieben, gleich lang.
Dargestellt ist die 5
Sequenzierung dieser Arbeit im Vergleich zu PI-PLC nach PubMed AJ277538 sind wie folgt

untranslatierte Region von CaPLC2. Anderungen nach der

markiert: dinn und unterstrichen sind 3 unterschiedlich sequenzierte Basen, fett und
unterstrichen ist ein CAT Codon, dass in der Literatur als CAAT angegeben wurde. Letzterer
Unterschied fuihrte zu einer Verschiebung des Leserahmens (frame shift) und zu einem STOP
codon (TAA), dadurch ist das ATG von CaPLC2 erst an Position 145.

Proteinsequenzvergleich abgeleiteter bakterieller PLC-Gene (BtPLC Bacillus thuringiensis-
Accession: P08954, LmPLC-A Listeria monocytogenes- Accession: AAA69526) mit Plc2 von
C. albicans und dem X-Domanenteil (Aminosaure 386 bis 785) des Genprodukts von
CaPLC1. Kursiv = konserviert in mind. 3 Sequenzen, fett und unterstrichen = konserviert in
allen 4 Sequenzen, mit * markiert sind die Positionen der beiden Aminosauren, in denen sich

CaPlc2 und CaPlc3 unterscheiden.
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3.1.12 Nachweis des CaPLC2/3 Gens in anderen Candida - Arten

In der nicht pathogenen Hefe S. cerevisiae ist kein Gen des prokaryotischen PLC-
Typs von PLC2/ 3 aus C. albicans vorhanden. Damit kdnnten CaPlc2 und 3 eine
Rolle bei der Virulenz von C. albicans spielen. Deshalb wurde mittels Southern-Blot
zunachst untersucht, ob ahnliche Proteine in anderen pathogenen Candida — Arten
auftreten.

Genomische DNA von 6 verschiedenen Candida — Arten wurde in drei verschiedenen
Weisen verdaut: mit EcoRI, BamHI oder Sall. Die Hybridisierungsprobe entsprach
dem ganzen Gen CaPLC2/3. Es trat kein Signal bei der DNA von C. krusei und C.
glabrata auf. Bei der DNA von C. parapsilosis und C. tropicalis waren sehr schwache
Banden zu beobachten. Jeweils zwei Banden in allen Restriktionen erschienen bei
der genomischen DNA von C. albicans und C. dublinensis. Somit haben nur
genetisch nah mit C. albicans verwandte Candida — Arten ein oder mehrere ahnliche
Gene fur Proteine dieses prokaryotischen Phospholipasetyps . In Abbildung 3.1.12
sind die Signale im Southern-Blot fur C. albicans und C. dublinensis anhand von 2
Beispielen gezeigt.

BamHlI Sall
d a d a
L
-
-
awe
-

Abbildung 3.1.12: CaPLC2/3 homologe Gene treten auch in anderen Candida-Arten auf. 20 ug
genomische DNA von C. dublinensis (d) und C. albicans (a) wurden mit BamHI oder Sall verdaut. Fur
diesen Southern-Blot wurde ein Sondengemisch aus den PCR-Produkten mit den Primerpaaren
piplc2-1/ piplc2-3 und piplc2-1/piplc2-D2 verwendet. Beide Male zeigen die Proben 2 Banden, jedoch
mit unterschiedlichen GréRen. Fur C. albicans entsprechen die Banden jeweils CaPLC2 und CaPLC3.
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3.1.13 Die in vitro Expression von CaPLC2 und CaPLC3 ist dhnlich

Gene mit hoher Sequenzahnlichkeit und &hnlicher Funktion kénnen dennoch sehr
unterschiedlich exprimiert werden. Beispiele solcher unterschiedlich exprimierten
Gene innerhalb von Genfamilien gibt es bereits fur C. albicans (Hube et al. 2000;
d’Enfert et al. 2005). Da CaPLC2 und CaPLC3 sehr é&hnlich sind, die
Promotorregionen jedoch sehr unterschiedlich sind, war eine unterschiedliche
Expression denkbar und wurde untersucht. Dazu wurden mehrere in vitro
Bedingungen fur Hefe oder Myzelwachstum gewahlt, in denen der Stamm SC5314
angezogen wurde (SD, YPD, YPD+5% FCS, SLAD und Sabouraud Glukose
Medium). RNA wurde aus Proben von unterschiedlichen Zeitpunkten bzw. optischen
Dichten der Kulturen isoliert und die Expression von CaPLC2 und CaPLC3 mittels
RT-PCR untersucht. Durch die Wahl von 5’-Primern vor dem ATG (36 bzw. 37bp
davor) und nur eines Primers in umgekehrter Richtung fir beide Gene entstanden
genspezifische PCR-Produkte.

Beide Gene wurden unter allen gewahlten Bedingungen exprimiert, wobei die
Expressionsstarke von CaPLC2 immer hoher erschien. CaPLC3 zeigte bei gleicher
PCR-Zyklenzahl und gleicher Annealing-Temperatur schwachere Signale. Zwischen
den verschiedenen Kulturmedien stieg die Expression in folgender Weise: YPD+5%
FCS< YPD< SLAD < Sabouraud Glukose Medium. Im Unterschied dazu wurde bei
sonst gleichem Expressionsmuster fir CaPLC3 das starkste Signal in SLAD Medium
gemessen. Das SLAD Festmedium ist ein Hyphen induzierendes Medium, doch bei
den hier verwendeten Proben aus Flussigkultur lagen nur Hefezellen vor. Diese RT-
PCR Ergebnisse sind in Abbildung 3.1.13-1 dargestellt.

Nicht dargestellt ist das Ergebnis der Expression in Lee’s Medium bei pH 4,5
(Hefewachstum) oder 6,5 (Hyphenwachstum). Auch hier war das Signal von CaPLC2
starker als von CaPLC3 und bei beiden war die Expression in der Hefeform hoher als
in der Hyphenform.
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YPD1-SD1-SG1 YPD1-SD1-SG1

CaEFB1
CaPLC2/CaPLC3
CaPLC2
CaPLC3

-

SLAD YSer YPD SG SLAD YSer YPD SG
2h 4,25h|0,5h 1h 3,5h|1h 2h |1h 2h 2h 4,25h| 0,5h 1h 3,5h | 1h 2h|1h 2h

Abbildung 3.1.13-1:

Transkriptionsprofii von CaPLC2 und CaPLC3 im Stamm SC5314 bei verschiedenen
Wachstumsbedingungen untersucht durch semiquantitative RT-PCR. Das Wachstum der Kulturen
erfolgte in SD, YPD, SLAD, SG (Sabouraud Glukose), YSer (YPD + 5% Serum). Proben wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (untere Abbildung, Angaben in h) oder unterschiedlichen optischen
Dichten (ODggo bei YPD: 1 =10,8;2=1,7, bei SD: 1 =0,7; 2 =1,4; SG: 1 = 1,0; 2 = 1,6) genommen.
Die Wahl der Primer ermdglichte die Detektion von Transkripten beider Gene (2/3) oder jeweils eines
Gens (C2=CaPLC2, C3=CaPLC3). Primer fiir Transkripte von CaEFB1 und CaACT1 (A) wurden als
interne Kontrollen in den Zyklenzahlen 20 und 25 verwendet. Die anderen Reaktionen wurden fiir 30
(links) und 35 (rechts) Zyklen durchgefuhrt.

3.1.14 Die Disruption von CaPLC2 und CaPLC3 in einer Doppelmutante

Fur eine spatere phanotypische Analyse, die eventuell Rulckschlisse auf die
Funktion der Proteine zulassen kénnte, wurden die Gene ausgeschaltet.

Klonierung einer CaPLC?2 und CaPLC3 Disruptionskassette

Als ersten Schritt zur Herstellung einer CaPLC2/3-Disruptionskassette wurde ein mit
den Primern piplc2-D1 (fwd.) und piplc2-D2 (rev.) generiertes PCR-Fragment in das
Plasmid pGEM-T Easy ligiert. Dadurch entstand das Plasmid pDK-6 mit einem 1025

bp grol3en Insert. Als Template wurde genomische DNA von SC5314 verwendet.
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Anschlie3end wurde im Plasmid pDK-6 die Hindlll Restriktionsschnittstelle am Ende
des Inserts durch eine Mungbohnen-Nuklease-Behandlung des Hindlll gedffneten
Plasmids deletiert und das Plasmid religiert. Das so veranderte Plasmid wurde pDK-7
genannt.

Das Plasmid pDK-7 wurde mit den Primern piplc-invl (fwd.) und piplc-inv2 (rev.)
mittels inverser PCR so amplifiziert, dass eine 135 bp grol3e Region innerhalb des
CaPLC2-Inserts nicht erfasst wurde. Durch die Verwendung oben genannter Primer
wurden entsprechend die Schnittstellen Kpnl und Hindlll an die Enden des PCR-
Produktes angeftigt. Nach der PCR wurde das Produkt mit diesen Enzymen verdaut
und das hisG-URA3-hisG-Fragment, das mit denselben Enzymen aus pMB7 (Fonzi
und Irwin, 1993) herausgeschnitten worden war, unter Ringschluss in das Plasmid
ligiert. Dadurch ist Plasmid pDK-8 entstanden, das die Disruptionskassette enthalt
(Plasmidkarten s. Anhang).

Die gezielte Mutation der CaPLC2/CaPLC3 - Genloci
Plasmid pDK-8 wurde fur die gezielte Mutation der Gene CaPLC2 und CaPLC3-
eingesetzt. Fur die Transformation wurde pDK-8 mit Notl verdaut, um die

Disruptionskassette (5 kb) freizugeben. Ausgangsstamm fir die Disruption war der
Stamm CAI-4. Nach erfolgter Disruption waren 135 bp von CaPLC2 oder CaPLC3 in
einem Allel deletiert und durch das hisG-URA3-hisG Fragment ersetzt worden. Mit
der gleichen Kassette wurden dann, jeweils nach erfolgreicher FOA-Behandlung, alle
weiteren 3 Allele schrittweise disruptiert. Alle Teilschritte wurden mittels Southern-
Blot Uberprift; ein Beispiel ist in Abbildung 3.1.14-1 dargestellt. Bei den
Transformanden zeigte sich, dass alle moglichen Kombinationen von disruptierten
und nicht disruptierten Allelen wéhrend dieser Prozedur entstanden sind. Wahrend
der Generation der Doppelmutante wurden daher auch Einzelmutanten von CaPLC2
bzw. CaPLC3 hergestellt und isoliert. Fir die anschlielBenden Experimente wurden
unabh&ngige, isogene Mutanten verwendet.
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Abbildung 3.1.14-1:

Southern-Blot Analyse der Disruption von CaPLC2 und CaPLC3.

C = CAIl-4, 1T = erste Transformation mit der Disruptionskassette, 1F = erste FOA-Behandlung, 2T =
zweite Transformation, 2F = zweite FOA-Behandlung usw...

Es wurden je 20 ug DNA der Transformanden mit EcoRI verdaut und aufgetragen. Als Sonde wurde
ein PCR-Fragment verwendet, das mit den Primern piplc2-1 und piplc2-3 amplifiziert wurde. Beidseitig
wurde der DIG-Marker Il aufgetragen.

DNA des Wildtyps zeigte 2 Banden mit CaPLC2 (4249 bp) und mit CaPLC3 (1544 bp).

Durch Integration der Kassette mit hisG-URA-hisG entstanden Banden der Grol3e 3284 bp (CaPLC?2)
und 2813 bp (CaPLC3). Daraus entstehen nach FOA-Behandlung hisG enthaltende Fragmente einer
GrofRRe von 5275 bp (CaPLC?2) und 2570 bp (CaPLC3).

3.1.15 Phanotypische Analyse der CaPLC2/3 - Doppelmutante

Die entstandenen Einzel- und Doppelmutanten wurden zu ihrer Charakterisierung
weiteren Tests unterzogen. Weder bei den Einzelmutanten, noch der Doppelmutante
zeigten sich Wachstumsdefizite in Minimal- und Vollmedien im Vergleich zu dem
parentalen Stamm. Weder CaPLC2, noch CaPLC3 sind folglich essentiell fir das in
vitro Wachstum.

Mit den Mutanten wurde eine breite Phanotypsuche in Form eines Tropftests mit
serieller Verdinnung durchgefuhrt. Zum Vergleich wurden der parentale Stamm
CAF2-1 und die Einzelmutanten von CaPLC2 und CaPLC3 aufgetragen. Viele
getestete Bedingungen ergaben keine Veranderungen im Phanotyp durch die
Gendisruption. So zeigten die Mutanten keinen modifizierten Phanotyp bei
verschiedenen Kulturtemperaturen (25°C, 30°C, 37°C und 43°C), verschiedenen
Kohlenhydratquellen (Glukose, Galaktose, Sucrose, Succinat, CAA-Medium), unter
anaerobischen Bedingungen, bei osmotischem Stress, verursacht durch hohe NaCl-
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oder Kohlenhydratkonzentrationen und bei verschiedenen pH-Werten (pH5,7 - 8,0).
Daruber hinaus wurde SD-Medium mit verschiedenen Chemikalien versetzt, die
unterschiedlichste  Auswirkungen auf die Zelle haben, um mdgliche
Wachstumsunterschiede der Mutante im Vergleich mit dem Wildtyp zu finden. Diese
Verbindungen waren beispielsweise: Benomyl, Calcofluor, Congo Red, Nocodazol,
Hygromycin B, Cycloheximid, EDTA, 5-Flucytosin, Tetracyclin, Amorolfin, SDS,
Butanol und Isofluran, Ciclopirox, Amphothericin B, Cyclosporin A, CaCl,, MnSQg,,
LiCl, 2,2-Bipyridyl. Die verwendeten Konzentrationen sind unter 2.2.3.9 angegeben.
Auch in diesen Tropftests wurden keine modifizierten Phanotypen gefunden. Medien
zum Testen von extrazellularer lipolytischer und proteolytischer Aktivitat wie Blutagar
und Eigelbagar zeigten ebenfalls keinen Unterschied zwischen Wildtyp und
Mutanten. Das galt auch fiur die Fahigkeit der Hyphenbildung auf festen Medien mit
5% und 10% FCS (fotalem Kéalberserum).

Dennoch wurden wenige, zwar  schwache, doch reproduzierbare
Phéanotypveranderungen gefunden. Bei 30°C wurde die Doppelmutante durch 20mM
Coffein starker inhibiert als der Wildtyp (CAF2-1) und bildete verzdgert Hyphen auf
CAA-Medium. Eine Wachstumsinhibition der Doppelmutante wurde ebenfalls bei
37°C durch lItraconazol (1pg/ml) und schwach durch Wasserstoffperoxid (80uM)
beobachtet. Auf M199 Medium wurden bei 37°C weniger Hyphen gebildet und auf
Spider-Medium erfolgte die Hyphenbildung verzégert. Auf YCB-BSA Platten waren
die weilRen Hofe um die gewachsenen Kolonien und die Hyphen bei der
Doppelmutante spater sichtbar. Beispiele der Phanotypcharkterisierung sind in
Abbildung 3.1.15-1A gezeigt. Keiner dieser veranderten Phanotypen war bei den
Einzelmutanten sichtbar.

Da pathogene Prokaryoten Phospholipasen als Virulenzfaktoren besitzen, die
homolog zu CaPlc2 und CaPIc3 sind und C. albicans im Unterschied zu der
apathogenen Hefe S. cerevisiae, die keine CaPIc2 oder CaPIc3-ahnlichen Proteine
besitzt, wurde die CaPLC2/3 Doppelmutante im Mausmodell fir systemische
Infektionen getestet. Diese Experimente wurden vom Labor von Frank C. Odds
(Universitat Aberdeen) durchgefuhrt. Als Vergleichsstamm diente CAF2-1. Sowohl in
der Uberlebensrate der Mause, als auch im Befall von Niere und Gehirn wurden

keine Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante gemessen.
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A)
30°C SD Coffein
CAF2-1
Aplc2/ Aplc3
37°C SD ltraconazol
B)

CAF2-1 A plc2/ Aplc3 Aplc2/ Aplc3 +pBI-1  Aplc2/ Aplc3
+pBI-1-PLC2

Abbildung 3.1.15-1:

A) Phénotypen der Doppelmutante (ACaplc2/ACaplc3 ).

B) Die verzdgerte Hyphenbildung der Mutante (Aplc2/Aplc3=ACaplc2/ACaplc3) kann durch ein
extrachromosomales CaPLC2 Gen in pBI-1 (PCK1-Promotor) aufgehoben werden.

Zellen einer Uber-Nacht-Kultur wurden gezahlt, verdiinnt und in den Konzentrationen von 5x10°,
5x10" and 5 Zellen pro Tropfen aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug fiir M199, CAA und Spider
Medium 6 d und 3 d fir die anderen Medien. Vom Spider und CAA Medium wurde der Kolonierand

der Kolonie mit der héchsten Inokulationskonzentration unter dem Mikroskop fotografiert.

3.1.16 Aufhebung der Phadnotypen durch ein extrachromosomal exprimiertes
CaPLC?2 Gen

Zur Erfullung der Koch’'schen Postulate wurde der Phanotyp der CaPLC2/3
Doppelmutante in einer konditionell retransformierten Mutante wieder aufgehoben.
CaPLC2 und CaPLC3 wurden fir mogliche Uberexpressionsversuche in das Plasmid
pBI-1 (Stoldt et al. 1997 und Leuker et al. 1997) hinter den CaPCK1-Promotor ligiert
(pDK-14, pDK-16, pDK-18, Plasmidkarten s. Anhang). Das Plasmid pDK-16 wurde
auBerdem zur Aufhebung des Phéanotyps in die CaPLC2/3 - Doppelmutante
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transformiert. Transformanden wurden mittels Southern-Blot Analyse Uberpriift,
indem unverdaute und verdaute genomische DNA aufgetrennt wurde und Sonden fur
CaPLC2 und CaPLC3, das Ampicillinresistenzgen und den CaPCK1-Promotor fur
aufeinander folgende Hybridisierungen verwendet wurden. Die so entstandenen
konditionell retransformierten Mutanten zeigten bei 30°C auf CAA-Medium die
gleiche Hyphenbildungsfrequenz wie der Wildtyp. In Abbildung 3.1.15-1B ist ein
Tropftest gezeigt.

3.2 Das CaDOA1-Gen

Neben dem ersten grofen Teil dieser Arbeit zu den Phospholipase C - Genen
beschaftigte sich der zweite groRe Abschnitt mit einem Gen, dessen, anhand von
Sequenzvergleichen, vermutete Funktion nur in Zusammenhang mit Phospholipasen
stand, selbst aber keine Phospholipase war. Fir das Protein des mit CaDOALl
bezeichneten Gens war eine Funktion als Phospholipase A, aktivierendes Protein
moglich. Da fur C. albicans zwar eine Phospholipase A, — Aktivitdt beschrieben
wurde (Price und Cawson 1977; Mago und Khuller 1990), jedoch noch kein
Phospholipase A Gen bekannt ist, sollten die Experimente dieser Arbeit diese
Moglichkeit der vermuteten CaDoal-Funktion ndher untersuchen. Die
Herangehensweise war wie bei den Genen im ersten Teil der Arbeit die
Sequenzanalyse, das Ausschalten des Gens und die Untersuchung der Mutante
hinsichtlich des Phénotyps, des Expressionsprofils und der Enzymaktivitat.

3.2.1 Analyse der Sequenzdaten von CaDOA1l (IPF4477: ORF 6.7382: ORF
19.4829)

Bei der genomweiten Suche nach Genen, die im Zusammenhang mit der Aktivitat
von Phospholipasen stehen, fiel das noch mit IPF 4477 bezeichnete Gen auf.
IPF4477 (ORF 6.7382 auf Contig 6.2491) der C. albicans Genomsequenz (Assembly
6) des Stanford Genome Technology Center (http://www-
sequence.Stanford.edu/group/candida) entspricht CA4750 und ORF 19.4829 des
Assembly 19 der CandidaDB (http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB) und umfasst
2268 Basenpaare, die fur 762 Aminosauren kodieren. Beim Vergleich der
Proteinsequenz mit anderen Proteinsequenzen durch die BLAST Funktion des NCBI
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zeigte sich eine groRe Ahnlichkeit zu dem Phospholipase A, aktivierenden Protein
(PLAP) bei Saugern, wie z. B. der Maus (Gl 2507097/ P 27612) und der Ratte (Gl
2007098/ P 54319). Die C. albicans Proteinsequenz ist zu 29% identisch mit der
Sequenz des Saugerproteins PLAP und zu 35,5% mit der von ScDoal (=Zzz4=Ufd3)
aus S. cerevisiae (Tzermia et al. 1994). Aus diesem Grunde wurde IPF4477 in

CaDOA1 umbenannt und wurden weitere Sequenzanalysen vorgenommen:

WD repeats

Die groRe Ahnlichkeit zu ScDoal und PLAP basiert auf sogenannten WD
Wiederholungen (WD repeats) in diesen Proteinen. Sie bestehen aus sich
wiederholenden Aminosauresequenzen mit konservierten Positionen fur GH (Gly-
His) und WD (Trp-Asp). Die Konsensussequenz solcher Wiederholungen lautet {Xe.
04-[GH-X23.41-WD]}V*® nach Neer et al. (1994), wobei mit X die variablen Regionen
bezeichnet sind. PLAP besitzt nach einer kurzen N-terminalen Sequenz 4 solcher
WD Wiederholungen, an die eine langere funktionale Sequenz am C-Terminus
anschlief3t (s. Abb. 3.2.1-1-A). Unter Nutzung der Motivsuche von Pfam-site/ InterPro
(Falguet et al. 2002) wurden bei CaDoal 7 WD Wiederholungen gefunden. Sie
beginnen direkt am N-Terminus und erstrecken sich Uber das erste Drittel des
Proteins. Die einzelnen Wiederholungen befinden sich an folgenden Positionen in
der Sequenz:

1) Aminosaure 3 bis 40, 2) 49-84, 3) 87-123, 4) 127-164, 5)166-204, 6) 208-245, 7)
249-286. Dabei ist die zweite und siebte WD Sequenzwiederholung weniger deutlich

wegen schlechterer Sequenzhomologien mit der Konsensussequenz.

Mellitindhnliche Sequenz

Die Phospholipase A, Aktivierung durch PLAP wird durch eine mellitindhnliche,
funktionale Sequenz am C-Terminus bewirkt (Clark et al. 1991). Ein Vergleich zweier
Mellitinsequenzen aus der NCBI Sequenzdatenbank mit der mellitindhnlichen
Sequenz von PLAP bei Clark et al. (1991) ergab, dass zwischen diesen drei
Sequenzen ein zentrales Element mit den Aminoséduren KVL und mit nur wenigen
gemeinsamen Aminosauren beiderseits davon konserviert ist. Sowohl CaDoal, als
auch ScDoal besitzen jeweils einmal die Aminosaurenabfolge KVL, wobei nur die
Sequenz von CaDoal aus C. albicans noch weitere gemeinsame Aminosauren mit
Mellitin aufweist (Abbildung 3.2.1-1-B). Das bedeutet, dass CaDoal ebenfalls C-
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terminal eine mellitindhnliche Sequenz besitzt, die eine PLA, aktivierende Wirkung
haben konnte. Innerhalb des CaDoal Proteins liegt diese Sequenz auch weiter am
C-terminalen Ende des Proteins als das KVL Motiv bei ScDoal aus S. cerevisiae.
Beim Alignment der gesamten Doal Proteinsequenzen von C. albicans und S.
cerevisiae werden diese Sequenzabschnitte auch nicht zueinander ausgerichtet, da
die umgebenden Aminosauren mit jeweils anderen Sequenzabschnitten ahnlicher

sind und zu einer anderen Anordnung der Sequenzen zueinander fiihren.

A)
1

B) 1 33
Mel 1itin-x G GAI LKVLS. . TGLPALI SW KRKRGE. . . . .
Mel litin-y G GAVLKVLT. . TGLPALI SW KRKRQQ . . . .
Maus- PLAP-TEI L ESPLI AKVLT..T.EPPI I TPVRR. . . ... ...
CaDoal- TEI L . LMM LKVLNNLVGTTLFVQLYI DPCGT. . . . .
ScDoal- TEI L . KTSVMKVLP. . VKQYLI MENYNPDTI FNG VK

Abbildung 3.2.1-1:

A) Schematische Darstellung der Proteinstruktur des Saugerproteins PLAP (oben) und CaDoal
(unten). PLAP besteht aus einer kurzen N-terminalen Sequenz, gefolgt von 4 WD Wiederholungen
und einer Mellitinsequenz am C-Terminus (Peitsch et al. 1993). CaDoal besitzt dagegen beginnend
am N-Terminus 7 WD Wiederholungen und am C-Terminus eine mellitindhnliche Sequenz. WD
Wiederholung 2 und 7 besitzen eine geringere Sequenzéhnlichkeit mit dem Konsensusschema.

B) Alignment zweier Mellitinsequenzen (x - PubMed Accession P01502 [Apis dorsata] und y - nach
Clark et al. 1991) mit mellitin&hnlichen Sequenzabschnitten der Proteine PLAP aus der Maus (nach
Clark et al. 1991), Doal aus C. albicans (CaDoal) und Doal aus S. cerevisiae (ScDoal) (Blau: in

allen 5 Sequenzen vorhanden, Rot: in 3 der Sequenzen)

Lokalisation in der Zelle
Nach der TargetP V1.0 Lokalisationsvorhersage (Emanuelsson et al. 2000) ist
CaDoal ein cytosolisches Protein.
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Mdogliche O-Glycosylierungen
Mit NetOGlyc 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-2.0) wurden 3 mdgliche O-
Glycosylierungsstellen, namentlich Threonin in Position 50 und 576 und Serin in

Position 661 ermittelt.

Magliche Phosphorylierungen

Mit Hilfe von NetPHos 2.0 (www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos) konnten 47 mogliche
Posphorylierungsstellen in der Proteinsequenz gefunden werden. Dazu gehdren 27
Serinreste in den Positionen 31, 40, 55, 83, 114, 134, 234, 309, 314, 356, 369, 370,
372, 417, 424, 441, 445, 495, 505, 506, 509, 514, 526, 707, 708, 709, 734, sowie
12 Tyrosinreste in den Positionen 43, 91, 131, 151, 326, 409, 461, 465, 491, 621,
632, 743 und 8 Threoninreste in den Positionen 22, 35, 45, 207, 286, 569, 574, 732.

Motiv fur die Interaktion mit Kernrezeptoren

Mitglieder der WD repeat Proteinfamilie WIPI (WD-repeat protein Interacting with
Phospho-Inositides) besitzen das Motiv LXXLL in der Proteinsequenz zur Interaktion
mit nuklearen Rezeptoren (Proikas-Cezanne et al. 2004). Dieses Motiv ist in der

Proteinsequenz von CaDoal nicht vorhanden.

PFU-Sequenz
Zu der von Mullally et al. (2006) in ScDoal beschriebenen Ubiquitin-Bindedoméne
(PFU) ist eine ahnliche Sequenz in CaDoal zu finden. Sie befindet sich im

Bereich von Aminosaure 354 bis 448.

Die Promotorregion

Gene, die bei Stickstoffmangel verstarkt transkribiert und beim Stickstoffkatabolismus
reprimiert werden, haben mindestens zwei UASNtr Sequenzen vor (upstream) der
TATA-Box, deren Kernsequenz in S. cerevisiae GATAA ist (Watt und Piper 1997). In
den 999 Nukleotiden vor dem ATG Codon von CaDOAL ist die Sequenz GATAA
dreimal vorhanden: bei -507, -561 und bei -991 bp.

Die Bindung des HAP2/3/4 Komplexes an einen Promotor fuhrt in S. cerevisiae zur
Derepression des Kohlenstoffkatabolismus (Roig und Gozalbo 2002). Eine solche
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Bindesequenz, z.B. ACCAATCA (Watt und Piper 1997), ist in der CaDOAl
Promotorregion als ACCAATTTA bei bp -78 zum ATG nicht vollstandig identisch
vorhanden. Sie enthélt aber die CCAATT Box, an die der entsprechende Faktor auch
bindet. Nach Roig et al. (2002) lautet die HAP2/3/4 Konsensusbindesequenz
TN*/cTTGGT. Dieser Sequenz ist die bei CaDOA1 bei -885 bp zum ATG zu findende
Sequenz TGGTTACT am ahnlichsten. Aber auch die oben erwdhnte Sequenzfolge

bei -78 bp ist dieser Konsensussequenz sehr ahnlich.

Hitzeschock Gene werden Uber das dem Stress-Antwort-Element (stress response
element —STRE) a&hnlichen Promotorelement aktiviert. Die Konsensussequenz
AGGGG oder CCCCT reagiert dabei nicht nur auf die geringe cAMP — Proteinkinase
Aktivitat, sondern auch auf osmotischen Stress, oxidativen Stress und
Stickstoffmangel. Abwandlungen, z.B. das AGGGA Element beim ScSSA3 Gen,
geben nur eine Antwort auf die sinkende cAMP Konzentration und nicht auf die
anderen genannten Stressformen (Watt et al. 1997; Roig et al. 2002). Alle drei
genannten Konsensussequenzen sind in der Region bis -999 bp vom ATG aus beim
CaDOA1 Gen nicht vorhanden.

Der Transkriptionsfaktor Efgl bindet an die E-Box in der Promotorregion von Genen
(Leng et al. 2001; Sohn et al. 2003), deren Motiv mit CANNTG beschrieben wird. Bei
-170, -639, -889 und -918 bp befinden sich mit den Basenfolgen CATTTG, CATATG,
CAGGTG und CAAATG dazu passende Sequenzen im CaDOAL Promotor.

Die Bindesequenz fir den Transkriptionsfaktor Migl lautet G/C C/T G G G/A G
(Murad et al. 2001) und kommt bei -481 bp zum ATG mit der Folge GTGGAG im
Promotor von CaDOAL vor. Die fur eine Regulation Gber den Repressor Nrgl nicht
zwingend erforderliche NRE-Sequenz (Nrgl-responsive element: A/IC A/IC/G C C C
T) ist nicht in den 999 bp vor dem ATG von CaDOAL vorhanden.

Bei -207 bp vom ATG Codon von CaDOAL aus befindet sich eine TATA Sequenz.
Die hefetypischen Transkriptionssequenzen TCAA und TTATT sind vorhanden und
befinden sich stromaufwéarts vom ATG an folgenden Stellen:

TCAA bei -5, -19 und -179 bp; TTATT bei -72 und -143 bp. In der Position -3 zum
ATG befindet sich ein Adenin (A), wie es bei den meisten Hefegenen vorhanden ist.
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An sechster Stelle ist ein Thymin (T) zu finden, wie es in stark exprimierten
Hefegenen konserviert ist.

Terminationssequenzen
Von den Prototypsequenzen zur Termination der Transkription sind TATGT bei +19

bp (stromabwaérts) nach dem STOP - Codon und TAGT bei +180 bp zu nennen.

3.2.2 Untersuchung der in vitro Transkription von CaDOA1

Die Analyse der Sequenzdaten von CaDOAL (s. 3.2.1) lassen eine starke Expression
des Gens vermuten. Weitere Experimente sollten das Expressionsmuster von
CaDOA1 naher charakterisieren. Mittels semiquantitativer PCR wurde die in vitro
Expression des Gens CaDOAl in Medien fur die Hefeform (YPD, Sabouraud
Glukose, Lee’s pH 4,5) und fur die Hypheninduktion (SLAD, YPD + 5% FCS, Lee’s
pH 6,5) untersucht. Als Wildtypstamm diente hierbei SC5314. Dabei wurden in jedem
Medium mehrere Proben genommen, um eine mogliche Anderung der Expression im
Wachstumsverlauf detektieren zu konnen. Eine Vorkultur in Lee’s Medium pH 4,5 bei
25°C wurde fiir eine Hypheninduktion in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in Lee’s
Medium pH 6,5 angeimpft und bei 37°C inkubiert. Die Probennahme erfolgte nach 1,
2 und 3 Stunden. Die mikroskopische Auszahlung ergab eine Zunahme der Hyphen
mit einem Maximum (99%) bei 3 h. Aus der gleichen Vorkultur wurde in frisches
Medium (Lee’s pH 4,5 bei 25°C) eine Hefezellkultur mit einer Anfangsdichte ODsggo
von 0,1 angeimpft. Die Proben fir die RNA-Isolierung wurden nach 7, 10 und 13
Stunden genommen. Zu diesen Zeitpunkten hatten die Kulturen eine Zelldichte mit
ODggo-Werten von 0,5; 1,0 und 1,7 und befanden sich in einer exponentiellen
Wachstumsphase. In beiden Lee’s Medien war ein Anstieg der CaDOA1-
Transkriptmenge nachzuweisen. Fur die anderen Medien wurden Zellen einer
Vorkultur mit SD-Medium bei 30°C verwendet und 1:100 in YPD bzw. 1:1000 in
Sabouraud Glukose Medium verdinnt angeimpft. Die Proben wurden jeweils an 2
Zeitpunkten bei fortgeschrittener exponentieller Phase entnommen. Zur
Hypheninduktion wurden 2 x 10’ Zellen/ml der Vorkultur in SLAD Medium und YPD
mit 5% FCS angeimpft. Nach 2 und 3 Stunden erfolgte die Probennahme beim SLAD
Medium und nach %2, 1 und 3% Stunden bei YPD mit 5% FCS. Auch unter diesen

Bedingungen wurde CaDOAL1l stets exprimiert, allerdings anndhernd gleichmalig
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stark, verglichen mit den Banden des Kontroligens CaACT1, das als unverandert
exprimiert gilt. Damit ist CaDOA1 unter den gewéhlten Konditionen in vitro konstitutiv
exprimiert und wird nur unter wenigen Bedingungen (Lee’s Medium, YPD + 5%FCS)
reguliert. Die Banden der PCR-Produkte verschiedener Zyklenzahlen sind in
Abbildung 3.2.2-1 gezeigt.

SLAD YPD +5% FCS YPD Sab.

20 Zyklen CaACT1
25 Zyklen

30 Zyklen CaDOA1
35 Zyklen

2h 3h *h 1h 3%h 08 17 10 16
Zeitpunkte ODesoo

Lee‘'s Medium
pH 4,5 (Hefe) pH 6,5 (Hyphen)

20 Zyklen CaEFB1
25 Zyklen

30 Zyklen CaDOAl

35 Zyklen
7 10 13% 1 2 3 Zeitpunkte (h)
0,5-1,0-1,7 - -- - ODggy

- - - 32 86 99 Hyphenanteil

Abbildung 3.2.2-1: Die Darstellung zeigt Banden zweier Zyklenzahlen der semiquantitativen PCR mit
cDNA von RNA - Proben aus verschiedenen Medien fur die Hefe- und Hyphenform.

Fir die Untersuchungen wurde der Stamm SC 5314 verwendet. Als Kontrolle wurde die Expression
von CaEFB1 bzw. CaACT1 gemessen. CaDOA1 wird unter allen Bedingungen gleichmaRig stark
exprimiert und nur im Lee's Medium reguliert. (Sab. = Sabouraud Glukose).
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3.2.3 Disruption des CaDOA1 Gens

In einem néachsten Schritt sollte das Gen ausgeschaltet werden, um eventuell nach
weiteren Untersuchungen der Mutante Rickschlisse auf Funktion von CaDoal
ziehen zu kénnen.

A) Klonierung der Disruptionskassette

Die Disruptionskassette wurde in 4 Schritten kloniert. Zuerst wurde mit den Primern
DOA1-3 (fwd.) und DOA1-4 (rev.) ein 433 bp grol3es Fragment (+1181 bis +1614
zum ATG) aus genomischer DNA von SC5314 amplifiziert und in den Vektor
pCR®2.1-TOPO ligiert. Dabei wurde mit dem forward Primer eine Sall Schnittstelle fiir
weitere Klonierungen eingefligt. Aus dem so entstandenen Plasmid pDK-9 wurde
dann das CaDOAl-Fragment mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Sall
herausgeschnitten und in den mit diesen Enzymen gedffneten Vektor pMB7
stromabwaérts von der hisG-URA3-hisG Kassette ligiert, um Plasmid pDK-10 zu
erhalten. AnschlieBend wurde mit den Primern DOA1-1b (fwd.) und DOA1-2a (rev.)
aus genomischer DNA von SC5314 ein 745 bp grof3es Fragment von -274 bp bis
+471 bp zum ATG amplifiziert und in pCR®2.1-TOPO kloniert. In dieses Plasmid,
pDK-11, wurde nach dem Offnen das Hindlll und Kpnl- Fragment aus pDK-10
kloniert, um die Disruptionskassette in Plasmid pDK-12 zu generieren. Alle
Klonierungsschritte wurden jeweils durch mehrere Restriktionen kontrolliert, die u.a.

in den Plasmidkarten im Anhang angegeben sind.

B) Die gezielte Mutation des CaDOA1-Genlocus’

Fur die Transformation von C. albicans wurde pDK-12 mit Hindlll und Xhol verdaut,
um die Disruptionskassette als lineares Fragment zu erhalten. Der Stamm CAI-4 war
Ausgangsstamm fur die Mutation von CaDOA1. Nach erfolgter Disruption sind in dem
entsprechenden CaDOA1-Allel 710 bp (von bp +472 bis +1180 zum ATG) in der
ersten Halfte des Gens deletiert. Nach einer FOA-Behandlung wurde mit der gleichen
Kassette das zweite Allel disruptiert. Alle Schritte wurden mittels Southern-Blot
Uberpruft, ein Beispiel zeigt Abb. 3.2.3-1. Mehrere unabh&ngige isogene Mutanten
wurden hergestellt und in den anschlie3enden Experimenten verwendet.

Als Vergleichsstamm zur Mutante wurde in den Experimenten der Wildtypstamm
CAF2-1 allein oder mit Stamm SC5314 herangezogen.
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9416bp —T”

6557bp —p - -

4361bp —}>

2322bp —{y -

Abbildung 3.2.3-1: Southern-Blot Analyse der einzelnen Disruptionsschritte zur CaDOA1-Mutante.
Aufgetragen wurde der Hindlll Verdau der genomischen DNA, die Sonde wurde mit den Primern
DOA1-1a und DOA1-2a generiert. Spur 1: Wildtyp (SC5314) 2923 bp, Spur 2: 1. Transformation -
heterozygote Mutante mit URA3 (2923 bp + 6891 bp), Spur 3: 1. FOA - heterozygote Mutante ohne
URA3 (2923 bp + 4077 bp), Spur 4 — 2. Transformation - homozygote Mutante mit URA3 (4077 bp +
6891 bp), Spur 5: 2. FOA-Behandlung - homozygote Mutante ohne URA3 (4077 bp), Spur M: DNA-
Molekulargewicht-Marker Il (Roche).

3.2.4 Wachstumsvergleich von Wildtyp und CaDOA1-Mutante in Flissigkultur

Zunachst wurde das Wachstumsverhalten der CaDOA1- Mutante im Vergleich zum
Stamm CAF2-1 in Flussigkultur untersucht, da bereits mit blolem Auge
Wachstumsunterschiede in der Kultur sichtbar wurden. Dazu wurde der Wildtyp und
isogene Mutanten in einer Vorkultur in SD-Medium bei 30°C tber Nacht angezogen
und anschlieBend in einer Dichte von 10° Zellen/ ml in SD- und YPD-Medium
angeimpft und bei 37°C kultiviert. Das Wachstum der Kulturen wurde durch
Bestimmung der Streuung bei 600 nm (ODggo) beobachtet. Abb. 3.2.4-1A zeigt einen
typischen Verlauf der ODgyy Werte. Die Zunahme der optischen Dichte der
Mutantenkulturen war deutlich geringer als die der Wildtypkulturen im jeweiligen
Medium. Beim Zahlen der Zellen der Vorkultur (30°C, SD) fur die Experimente fielen
Unterschiede in der Zahl granularer Strukturen innerhalb des Cytoplasmas auf. Die
CaDOA1-Mutante enthalt mehr granulare Strukturen unterschiedlicher GroRRe als
CAF2-1, wie in Abb. 3.2.4-1B zu sehen ist. Zur Abklarung der Art dieser Strukturen
wurden die Zellen gefarbt und mikroskopiert. Unter Verwendung des LIVE/DEAD®
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Yeast Viability Kit von Molecular Probes wurde so ausgeschlossen, dass es sich bei
den in der Mutante vermehrt auftretenden Granula weder um Vakuolen, noch um
Zellkerne  handelt. Abb. 3.2.4-1C zeigt eine Auftragung der unter
Phasenkontrasteinstellungen am confocalen Lasermikroskop gezahlten Zellen, die
nach der Anzahl der Granula eingeteilt wurden.

An drei Zeitpunkten der oben genannten Wachstumskurve (2, 4 und 6 h) wurden
Proben zur Mikroskopie genommen. Die mikroskopischen Bilder vom Wachstum in
SD-Medium bei 37°C zeigen, dass der Wildtyp vor allem in der Hefeform wuchs,
wéahrend die Mutante Filamente ausbildete (Abb. 3.2.4-2). Dadurch konnte der
geringere Anstieg der ODggo-Werte bei der Mutante im Vergleich zum Wildtyp erklart
werden, da die gebildeten Filamente Aggregate bildeten. In der YPD-Kultur bei 37°C
sah es ahnlich aus (nicht dargestellt). Zum Zeitpunkt von 4 h wurden in den Proben
aus SD-Medium beim Wildtyp 98% Hefezellen gezéahlt, wahrend die Mutante zu 92%
in Filamentform vorlag. In der YPD-Kultur lagen 96% Hefezellen beim Wildtyp vor
und 48% Filamente bei der Mutante. Die von der Mutante in nicht induzierenden
Medien gebildeten Filamente waren ein Gemisch aus Pseudomycel und echten
Hyphen. Das zeigten sowohl ungefarbte, als auch mit Calcofluor gefarbte Proben, in
denen die Lage der Septen zur Differenzierung der Filamentformen noch besser zu
erkennen war (Abb. 3.2.4-3).
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A) Wachstumskurve

ORw

Zeitin h

—+—SD37°CCAF2-1  —*— SD37°CdeltaDOAL
~A YPDB7°CCAF2-1 - YPD37°Cde

C) Zellemit2odermehgrardare
Strukten

70
60-
50
404
30+
20+
10+

Zellanzahl

CAR-1 deltaDOA1

Stanm

Abbildung 3.2.4-1:

A)

B)

©)

Darstellung typischer Wachstumskurvenverlaufe von Kulturen der CaDOA1-Mutante und
Wildtypstdammen in den Medien SD und YPD (Zunahme der ODgo Werte). Zum Zeitpunkt 0

h- waren 10° Zellen/ml in der Kultur.

Lichtmikroskopische Aufnahmen von Zellen des Wildtyps und der CaDOA1-Mutante aus einer
Uber-Nacht-Kultur in SD-Medium bei 30°C (Vorkultur zu allen Experimenten zur CaDOA1-
Mutante) bei 1,25 x 100facher VergroRerung. Die optische Dichte bei 600 nm (ODsq,) betrug
jeweils 2,3. Deutlich zu erkennen ist die unterschiedliche Anzahl granulérer Strukturen.
Graphische Darstellung der Anzahl der Zellen mit mindestens 2 granuldren Strukturen/Zelle

bei 100 zuféllig ausgewahlten Zellen beim Wildtyp und der Mutante in Vorkulturen wie in B).
Die Standardabweichung betragt in beiden Fallen 1. Der Unterschied ist nicht signifikant.
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CAF2-1 (wt) delta-CaDOA1

2h

4h

6h

Abbildung 3.2.4-2: Mikroskopische Aufnahmen von Zellen des Wildtyps und der CaDOA1-Mutante
aus SD-FlUssigkulturen bei 37°C zu den Zeitpunkten 2 h, 4 h und 6 h. Die Mutante bildete Filamente,
deren Anzahl und Lange zunahmen.
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CAF2-1 (wt) delta-CaDOA1

Abbildung 3.2.4-3:

1,5 x 60fache VergroRerung von Zellen des Wildtyps und der CaDOA1-Mutante nach Calcofluor-
Férbung. Die Zellen wurden einer SD-Flussigkultur nach 7 h Inkubation bei 37°C entnommen (Start
mit 10° Zellen/ ml). Der Wildtyp (CAF2-1) (linke Spalte) lag vor allem in der Hefeform vor und bildete
vereinzelt Pseudomycel. Mutante (rechte Spalte) bildete verstéarkt filamenttse Zellen (echte Hyphen
oder Pseudomycel).
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3.2.5 Weitere phénotypische Analysen der CaDOA1-Mutante

Weitere phanotypische Analysen der CaDOA1-Mutante wurden mit Tropftests
serieller Verdinnungen der Kulturen auf unterschiedlichen Medien durchgefihrt. Um
eine moglichst gleiche Ausgangssituation der Zellen von Wildtyp und Mutante zu
haben, wurde eine mehrtagige, taglich gleichartig in frisches Medium tberimpfte
Vorkultur in SD-Medium bei 30°C als Ausgang fur die Tropftests verwendet. Zur
Absicherung der Ergebnisse der Tropftests wurden diese mindestens zweimal mit 2
isogenen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (CAF2-1) und zur heterozygoten
Mutante durchgefuhrt. Tabelle 3.2.5-T1 listet alle getesteten Medien und
Bedingungen auf und bezeichnet ebenfalls das phé&notypische Ergebnis. Die
auffalligste phanotypische Veradnderung im Vergleich zum Wildtyp war die
Hyperfilamentation unter nicht induzierenden Bedingungen. Die Hyperfilamentierung
ging, soweit untersucht, immer mit einer veradnderten, unebenen Oberflache der
Tropfkolonie einher, wobei nicht in allen Fallen einer veranderten Oberflache
makroskopisch auch Filamente zu sehen waren. Aufgrund von mikroskopischen
Stichproben und da das entstandene Unebenheitsmuster auf verschiedensten
Medien immer wieder gleich aussah, kann eine solche Korrelation allgemein
angenommen werden.

Auf YPD-Medium bei 30°C bildete zwar auch der Wildtyp nach einigen Tagen
Filamente, jedoch weniger und nur im Festmedium, nicht jedoch innerhalb der
oberflachlichen Kolonien, wie Abbildung 3.2.5-1A zeigt. Beim Abkratzen der
getropften Kolonien zeigte sich auch ein Unterschied in der Konsistenz. Der Wildtyp
hatte eine weiche, feine Konsistenz, wohingegen die gesamte Mutantenkolonie als
feste Masse abgenommen werden konnte. Dieses Phanomen rihrte offensichtlich
von den unterschiedlichen Zellformen her, aus denen die auf der Medienoberflache
gewachsenen Kolonien bestanden. In Abb. 3.2.5-1A ist zu sehen, dass CAF2-1 nur
aus Hefezellen bestand und die Mutante aus einem Gemisch von zum Teil sehr
langen Filamenten und Hefezellen. Unter Bedingungen, bei denen auch der Wildtyp
filamentdés auf den Kulturplatten wuchs, bildete die CaDOALl-Mutante schneller,
mehr und meist langere Hyphen als der Wildtyp.

Die Medien SD und YPD wurden zusétzlich zu den Angaben in Tab. 3.2.5-T1 auch
bei den Temperaturen 25°C und 40°C verwendet. Unter diesen Temperaturen
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zeigten die Stdmme das gleiche Wachstumsverhalten und den gleichen Phanotyp
wie bei 30°C bzw. 37°C.

Dennoch war fiir die beobachteten Anderungen der Phanotypen eine deutliche
Temperaturabhéngigkeit zu erkennen. Beispielsweise waren fur eine
Wachstumsinhibition der Mutante oft héhere Konzentrationen der zugesetzten
Verbindungen bei 30°C im Vergleich zu 37°C notig. So trat die Wachstumshemmung
der Mutante bei 30°C bei Konzentrationen von 120 pM Cadmiumsulfat oder 4%
Butanol auf, dagegen bei 37°C schon bei Konzentrationen von 30uM CdSO, oder
2% Butanol.

Auch auf den Blutagar-Platten verhielt sich die Mutante bei beiden Temperaturen
sehr unterschiedlich, fast gegensatzlich, denn bei 37°C war das Wachstum deutlich
gehemmt und die Tropfkoloniefarbe grau-braun. Um diese Kolonien klarte das
Medium allerdings auf. Bei 30°C bildete die Mutante dagegen deutlich starker
Hyphen, als der Wildtyp, und das Medium klarte, wie beim Wildtyp, nicht deutlich auf.
Beim YCB-BSA-Medium erschien zusatzlich zur friheren und starkeren
Filamentbildung bei 30°C auch der typische weil3e Hof friher als beim Wildtyp, klarte
aber gleichschnell wieder auf. Glycerol und Acetat als Kohlenstoffquelle flhrten im
Medium SGlycAc nur bei 37°C zu einer Hemmung des Mutantenwachstums, bei
30°C jedoch nicht. Die Zugabe von 10 pM CuCl; ins SGlycAc-Medium fuhrte
dagegen auch bei 30°C zu einer Hemmung.

Die Hemmung durch 1 mM EDTA (vor allem bei 30°C) konnte durch Zugabe von
MnClI; (15 mM), ZnCl;, (25 pM, 50 uM) oder CuCl; (50 uM, 100 pM) mit in genannter
Reihenfolge sinkender Intensitat aufgehoben werden. Die lonenzugabe fiihrte zu
einer generellen Wachstumsverbesserung, auch beim Wildtyp, da EDTA als Chelator
dieser lonen gilt.

Beispiele der beobachteten Phanotypunterschiede sind in Abbildung 3.2.5-1A bis C
gezeigt.
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Tabelle 3.2.5-T1: Darstellung von Bedingungen und Ergebnis der Phanotyptests von ACaDOAL im
Vergleich zum Wildtyp.

HF bedeutet Hyperfilamentierung und steht fir mehr, friihere und/ oder langere Hyphen bei der
Mutante als beim Wildtyp. Bei --- wurde kein Unterschied im Vergleich zum Wildtyp gefunden. Eine
Inhibition der Mutante ist mit IN ausgewiesen, K steht flr eine veranderte, unebene Kolonie-
[Tropfenoberflache. Wich der in einigen Medien Ubliche Hof von der Kontrolle ab, steht ein + in der
Spalte. Bei fehlenden Daten oder nicht getesteten Bedingungen oder wenn weder Wildtyp noch
Mutante wuchsen wurden keine Eintragungen in die Tabelle gemacht. Angaben in Klammern ()

weisen auf einen nur schwach unterschiedlichen Phanotyp hin.

Getestete Bedingung 30°C 37°C
Standardmedien

SD - -
YPD HF K
Sabouraud - -
SD anaerob -
YPD anaerob HF
Hypheninduktion

Spider K HF
M199 HF HF
FCS 5% HF HF
FCS 10% - HF

Extrazellulare lipolytische/
proteolytische Aktivitat

Blut HF IN, K+
Eigelbagar + ---
YCB-BSA HF+ HF

Osmotischer Stress
Sorbitol 6%, 7% - —

Galaktose 5% HF -
NaCl (0,5 M —1,25 M) - -
YPD 5%Galaktose K K
Oxidativer Stress

2% KAc 3%Glycerol - IN
(SGlycAc)

2% KAc 3%Glycerol IN

(SGlycAc) + 10 mM CuCl,

2% KAc 3%Glycerol K K
(YGlycAc)

H,0, (0,44-0,88 mM) IN

pH-Sensitivitat

pH 5,7 HF —
pH 6,0 HF K
pH 6,5 HF K
pH 7,0 HF K
pH 7,5 HF K
pH 8,0 HF —
Chelatoren

EDTA (1 mM )+(Mn”,Ca”, IN IN

Mg++, Ni++, Zn +)
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Ciclopirox (Fe™™)

2,2'-Dipyridyl (Fe™)

lonenstress/
Signaltransduktion

LiCI (0,24 M)

CaCl, (300 mM)

MnCl, (30 mM)

Coffein (10 mM)

Schwermetallstress

Cadmiumsulfat (15-100 pM)

Cadmiumsulfat (120 pM)

Proteinsynthesehemmer

Hygromycin B (400 pg/ml)

Cycloheximid (1 pg/ml)

Tetracyclin (10 pg/ml)

Mikrotubulihemmung/-
storung

Nocodazol (4 pg/ml)

Benomyl (10 pg/ml)

Zellwandfunktionalitat

Calcoflour (800 pg/ml)

Congo Red (100 mg/ml)

Zelloberflachenintegritat
(Zellmembranintegritat)

SDS (0,005%)

Amphotericin B (0,2 pg/ml)

Amorolfin (3 pg/ml)

Itraconazol (1 pg/ml)

Casaminoacids+ltraconazol

Succinat+ltraconazol

Andere KH-Quellen

Galaktose 2% (SGal)

Galaktose 2% (YGal)

Sucrose 2% (SSucr)

Casaminoacids

Succinat

Calcineurin A Hemmung

Cyclosporin A (50-100 pg/ml)

PLD-Inhibitor

Propranolol (50-500 pM)

Butanol (0,5-5%)

Fluchtiges Anéasthetikum

Isofluran (100-500 pl)
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CAF2-1 CaDOA1-Mutante

YPD 30°C, 5d

Abgekratzt,
invasiv im
Medium

B)

YCB-BSA 30°C
3d 30°C 37°C

Blutagar 17d

Abbildung 3.2.5-1: Beispiele von veranderten Phénotypen der CaDOA1-Mutante
(Beschreibung s. unten)

100



Ergebnisse

C)
Bedingung CAF2-1 CaDOA1-Mutante

SD, 37°C, 3d

SD, 30°C, 3d

Spider, 37°C, 3d

M199, 37°C, 3d

Propranolol
100 uM, 37°C, 6d

FCS 5%,
37°C, 6d

Coffein 10 mm,
37°C, 5d, SD

CdSOy 15 um,
37°C, 3d, SD

EDTA 1 mMm,
30°C, 3d, SD

~+ MnCl,
15 mM, 30°C, 3d

Isofluran 100 pl,
30°C, 2d, SD

SGlycAc,
37°C, 6d

Nocodazol 4 ug/ml
37°C, 5d, SD

ltraconazol
1 pg/ml 30°C, 5d, SD

Abbildung 3.2.5-1: Beispiele von verdnderten Phanotypen der CaDOA1-Mutante

(Beschreibung s. unten)
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Abbildung 3.2.5-1: Beispiele von verdnderten Phénotypen der CaDOA1-Mutante

A) Der Phéanotyp auf YPD bei 30°C oben (Tropfkonzentrationen wie in C), darunter der Rand der
zweiten Kolonie, aufgenommen mit dem Phasenkontrast Objektiv. Darunter Zellen von der
Kolonieoberflache in Wasser aufgenommen, 1,25 x 40 fach vergrof3ert. In der untersten Reihe
die Tropftestplatte mit den im Medium verbliebenen invasiven Filamenten.

B) Anderungen der Koloniemorphologien im zeitlichen Verlauf auf YCB-BSA Medium und
Blutagar.

Wildtyp (CAF2-1) (oben) und Mutante (unten); gezeigt sind jeweils die Kolonien der 50 Zellen-
Tropfen.
C) Phanotypbeispiele auf Tropftestplatten mit den Konzentrationen 5 x 10°, 5 x 10" und 5 Zellen

je Tropfen (5 pl).

3.2.6 Aufhebung der Phanotypen durch extrachromosomal exprimiertes

CaDoal

In Analogie zu den Koch'schen Postulaten ist der verdnderte Phanotyp einer
Mutante auf das Fehlen eines Proteins bzw. dessen Aktivitdt zurtiickzufiihren, wenn
durch Wiedereinbringung des aktiven Proteins der Phénotyp aufgehoben wird und
erneut dem des Wildtyps ahnlich ist. Diese Beweisfuhrung wurde im Falle der
CaDOA1-Mutante durch eine Transformation eines extrachromosomal und
regulierbar exprimierten Gens erbracht. Dazu wurde das Plasmid pBI-1 benutzt, das
den PCK1-Promotor von C. albicans enthalt (Stoldt et al. 1997; Leuker et al. 1997).
Gene unter der Kontrolle dieses Promotors werden bei Glukosemangel exprimiert.
Mit den Primern DOA1-UE1 und DOA1-UE2 wurde das gesamte Gen einschlief3lich
200 bp nach dem STOP-Codon (als Terminatorregion) aus genomischer DNA von
SC5314 amplifiziert und eine Bglll Schnittstelle an den Enden des PCR-Produktes
eingeflgt. Das in den Vektor pGEM T-Easy ligierte Fragment ergab Plasmid pDK-21.
Nach der Kontrolle des Gens mittels mehrerer Restriktionen und Sequenzierung
wurde es uber die Bglll Schnittstellen in das Plasmid pBI-1 kloniert, woraus pDK-22
resultierte. (Plasmidkarten s. Anhang)

Die URA3-negative CaDOA1-Mutante (Klon 10.3-1-25-1) wurde mit dem Plasmid
pDK-22 transformiert und die Transformanden im Southern-Blot tberpruft, indem
unverdaute und mit Bglll bzw. Hindlll verdaute DNA nacheinander mit Sonden flr
das CaDOA1 Gen, ein Ampicillinresistenzgen und den CaPCK1-Promotor hybridisiert
wurde. Zur Kontrolle wurde die URA3-negative CaDOA1-Mutante auch mit dem

leeren Plasmid pBI-1 transformiert und wie oben beschrieben getestet. Positive
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Klone wurden fir einen Phanotypscreen auf geeigneten, den CaPCK1-Promotor
induzierenden, Medien genutzt. Getestet wurde auf den Medien CAA-, B-Medium,
SGlycAc, CAA-Medium + Isofluran oder Itraconazol (1 pg/ml) bei 30°C und 37°C. Auf
allen Medien zeigte sich, dass ein extrachromosomal exprimierbares CaDOA1 Gen
in der Lage ist, den Phanotyp der CaDOA1-Mutante aufzuheben. In Abbildung 3.2.6-
1 werden Beispiele der Tropftests gezeigt. So wurde die veranderte
Kolonieoberflache und Hyperfilamentierung auf CAA-Medium ebenso aufgehoben,
wie die Hemmung durch Itraconazol auf dem gleichen Medium, sowie auf SGlycAc,
und die Hemmung und Hyphenbildung auf B-Medium.

Eine andere Form der Retransformation bei C. albicans ist eine Integration des
entsprechenden Gens in das Genom. Dazu wird das entsprechende Gen unter der
Kontrolle des eigenen Promotors in den RP10 Locus des Genoms integriert. Fur
diesen Weg wurde in dieser Arbeit das CaDOA1 Gen in das Plasmid pCIP10 kloniert
(pDK-24 und pDK-25 s. Plasmidkarten und Beschreibung im Anhang) und fir die
Transformation der CaDOA1-Mutante eingesetzt. Potentielle positive
Transformanden zeigten eine Aufhebung des Phé&notyps der Mutante im Tropftest
(nicht gezeigt), wurden aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr im
Southern-Blot bestétigt.
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30°C, 5d

CAA CAA+ Itraconazol
CAF2-1
ACadoal/ ACadoal
ACadoal/ ACadoal

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1-CaDOA1

37°C, 6d

B-Medium
CAF2-1
ACadoal/ ACadoal
ACadoal/ ACadoal

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1-CaDOAl

CAF2-1 ACadoal/ ACadoal ~+pBI-1 ~+ pBI-1-CaDOA1

Abbildung 3.2.6-1: Das extrachromosomale CaDOA1 Gen unter der Kontrolle des PCK1-Promotors
hebt auf Glukosemangelmedien den Phanotyp der CaDOA1-Mutante auf.

Aufgetropft wurden 5000, 50 und 5 Zellen/ Tropfen (obere Abb.).

In der unteren Abbildung (Detail) ist der Rand einer Kolonie (Ausgangskonzentration 5 x 10° Zellen)
auf einer Platte mit B-Medium nach 6 d Inkubation bei 30°C gezeigt (20 fach vergrol3ert).
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3.2.7 Uberexpression des CaDOA1 Gens

Das Plasmid pDK-22 (s. 3.2.6) wurde ebenfalls in den Stamm CAI-4 transformiert.
Damit sollte eine zusatzliche, regulierbare, extrachromosomale Transkription des
CaDOA1 Gens erfolgen, die zu einer erhdhten Expression des Proteins (CaDoal) in
der Zelle fuhrt. Auf den PCK1-Promotor induzierenden Medien kann dadurch eine
Phanotypendnderung verursacht werden. Positive Transformanden (Identifizierung
mittels Southern-Blot wie oben beschrieben) wurden gemeinsam mit dem Stamm
CAF2-1 und CAI-4 + pBI-1 als Kontrolle auf folgenden Medien im Tropftest
untersucht: SD, YPD, B-Medium, CAA-Medium, B-Medium + 1 pg/ml Itraconazol,
CAA-Medium + 1 pg/ml Itraconazol, SGlycAc, 5% FCS-Agar und 10% FCS-Agar. Die
Agarplatten wurden sowohl bei 30°C, als auch bei 37°C inkubiert. Auf keiner
Agarplatte konnte eine Anderung des Phanotyps im Vergleich zu den Kontrollen oder
im Vergleich von induzierenden und nicht induzierenden Medien beobachtet werden.
Eine leichte Wachstumshemmung auf allen Medien bei 37°C wurde allein durch das
Plasmid hervorgerufen, nicht jedoch durch die Uberexpression von CaDOA1. Die
Kontrolle CAI-4 + pBI-1 und die Uberexprimierenden Transformanden verhielten sich

gleich.

3.2.8 Untersuchung einer moglichen Induktion der Transkription
von CaDOA1 in vitro

Der modifizierte Phanotyp einer Mutante im Vergleich zum Wildtyp im Topftest unter
bestimmten Bedingungen, kann darauf hindeuten, dass unter diesen Bedingungen
im Wildtyp die Transkription des entsprechenden Gens induziert wird. Um diese
Regulationsmoglichkeit fiur CaDOA1 im Wildtyp zu untersuchen, wurden einige
Bedingungen aus dem Tropftest auf das Verhalten der CaDOA1-Transkription im
Vergleich zur Kultur in SD-Medium bei 37°C uberpruft. Eine Vorkultur des CAF2-1
Stammes in SD-Medium bei 30°C wurde in einer Dichte von 10° Zellen/ml in frischem
SD-Medium angeimpft und bei 37°C bis zur exponentiellen Wachstumsphase (ODgoo
= 0,6) inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Kultur in jeweils 40 ml Aliquots
geteilt, die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert und im gleichen Volumen des
eigentlichen Testmediums resuspendiert. Die Testbedingungen waren: SD-Medium
bei 42°C, SD-Medium mit 60 pM Cadmium bei 37°C und SGlyc-Medium bei 37°C.
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Als Kontrolle diente SD-Medium bei 37°C. Nach 1 h in den genannten Bedingungen
wurden die Zellen fir die RNA-Isolation geerntet.

Semiquantitative PCR diente zur Untersuchung einer moglichen Erhdhung der
CaDOA1-Transkription im Wildtyp (CAF2-1) unter den gewahlten Bedingungen.
Weder durch oxidativen Stress im Glycerol-Medium, noch durch das Zellgift
Cadmium war eine Induktion der CaDOAL1-Transkription nachzuweisen (s. Abbildung
3.2.8-1). Die RNA-Ausbeute der Hitzeschockproben war deutlich geringer, denn
Transkription und Splicen sind unter Hitzeschockbedingungen eingeschrankt
(Bracken et al. 1999; Yost et al. 1991; Vogel et al. 1995). Das Primerpaar fur die
CaEFB1-Kontrolle ist nicht einsetzbar, denn es entstehen die Banden von
Transkripten von vor und nach dem verzdgerten bzw. gehemmten Splicen. Im
Vergleich zu gleich starken CaACT1-Produktbedingungen erfolgte beim Hitzeschock
ein Expressionsanstieg von CaDOAL (s. Abbildung 3.2.8-1).

SGlyc CD K 42 SGlyc CD K 42

CaEFB1
20 u. 25 Zyklen

CaACT1
20 u. 25 Zyklen

CaDOA1l
30 u. 35 Zyklen

Abbildung 3.2.8-1: Semiquantitative PCR zum Testen einer mdglichen Induktion der Transkription
von CaDOAL1 in SGlyc-Medium bei 37°C (SGlyc), SD-Medium mit 60 uM Cadmium bei 37°C (Cd) und
SD-Medium bei 42°C (42) im Vergleich zur Kontrolle mit SD-Medium bei 37°C (K). Verwendet wurde
der Stamm CAF2-1. CaEFB1 und CaACT1-PCR dient der Kontrolle der gleichen cDNA-Menge.

Der Keil weist auf die Bande des vorhandenen langen EFB1-Transkripts, da das Splicen beim

Hitzeschock verzogert ablauft.
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3.2.9 Microarray-Analyse der Transkriptionsprofile von CaDOA1-Mutante und
Wildtyp

Zur Untersuchung der Unterschiede im Transkriptionsprofil von CaDOA1-Mutante
und CAF2-1 (wt) wurde fur die Microarray-Analyse eine Bedingung gewabhlt, bei der
beide Stamme sich bereits mikroskopisch phénotypisch unterscheiden. Damit kénnte
gegebenenfalls die Ursache fir diesen phanotypischen Unterschied herausgefunden
werden, sofern dieser transkriptionell bedingt ist. Eventuell waren Ruckschlisse auf
die Funktion von CaDoal moglich. Es wurde RNA von Zellen verwendet, die, von der
Vorkultur (30°C, SD) mit einer Dichte von 10° Zellen/ml angeimpft, 7 Stunden bei
37°C in SD-Medium kultiviert wurden. Die CaDOA1-Mutante (Klon 1P-1-4) wurde mit
dem Wildtyp-Stamm CAF2-1 verglichen. Die dargestellten Ergebnisse sind die
Zusammenfassung von 3 Arraydaten. Dabei wurden ein ,dye swap*
(Farbstoffwechsel bei der cDNA-Markierung) und eine biologische Wiederholung
durchgefihrt. FUr einige Gene wurde mittels semiquantitativer PCR nochmals deren
Regulation nachgewiesen. Insgesamt waren 96 Gene in den beiden Stammen
unterschiedlich transkribiert (P-Value von 0,05 oder kleiner im t-Test). Die Starke der
Regulation der Gene reicht von 11,1mal bis 1,4mal hoher. Nur 2 Gene (CaHIR1,
CaMET3) wurden herunterreguliert (beide 2,1fach). Die ausfuhrliche Liste der hoher
exprimierten Gene befindet sich im Anhang. In Abbildung 3.2.9-1 sind die 96 Gene
nach funktioneller Ahnlichkeit in Gruppen eingeteilt. Dabei ist von etwa einem Drittel
der Gene (36 Gene) die Funktion weder bekannt, noch vermutet. Die 11 Gene der
Gruppe ,Unspezifische Funktion“ haben zwar eine bekannte oder erwartete Funktion,
doch sind die Funktionen alle verschieden von einander und passen in keine der
anderen gewahlten Gruppen. Mit 13 Genen, die im weiteren Sinn eine Funktion beim
Proteinabbau (Uber das Proteasom, Ubiquitin oder Ubiquitin-unabhangige
Proteolysewege) haben, ist diese Gruppe am grof3ten. Die néchst grofdte Gruppe
beinhaltet Gene, die eine Funktion in Zusammenhang mit RNA und DNA
(Transkription, Replikation) besitzen. Immerhin 7 Transportergene wurden in der
Mutante hoch reguliert. Jeweils 5 Gene sind der Kategorie ,Fett* und ,Energie”
zuzuordnen. Aus den Kategorien ,Aminosaure”, ,Stress* und ,Oxidativer Stress”
waren jeweils 2 bzw. 3 Gene hoher exprimiert. Obwohl das mikroskopische Bild der
Proben fur den Array ein Filamentgemisch aus Pseudomycel und echten Hyphen

neben Hefezellen bei der Mutante zeigte (s. Calcofluor-Farbung in Abb. 3.2.4-3), ist
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nur CaHWP1 als filamenttypisches Gen deutlich hochreguliert. Von ausgewéahlten
Genen ist die semiquantitative PCR zur Bestatigung des Array-Ergebnisses in
Abbildung 3.2.9-2 dargestellt.

A) 40 Genanzahl in 36
35 Gruppe
30 ~
25 ~
20

FunktionaleSruppe
B) 100 94
90 A
80 -
o 70 -
% 60 4
(O]
5]
<
30 A
20
10 2
0
hoch runter
Regulation

Abbildung 3.2.9-1: Ergebnis des Microarray-Experiments.

Die im Vergleich vom Wildtyp zur CaDOAl-Mutante differenziell exprimierten Gene sind in
Diagrammen dargestellt. In A) sind die Mengen der Gene in den einzelnen funktionellen Gruppen im
Vergleich dargestellt. In B) sind die Mengen hoch bzw. runter regulierter Gene aufgetragen.
Namentlich werden die einzelnen Gene in den funktionellen Gruppen in der unten folgenden Tabelle

genannt.
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Proteasom/ Proteinkatabolismus/ Ubiquitin

Energie/ Elektronentransport

Proteolyse (13)

Transporter (7)

Sauerstofftransport (5)

PUP2, UBI4, SMT3, IPF3262.3
PRESG, IPF7227, CDC48, PRE10, RPT3
RPT1, RPT6, IPF19983, IPF13356

Sterolmetabolismus (5)
Fettmetabolismus/ -katabolismus/-biosynthese

CAN2, GAP6, GAP3
GAP7.3eoc
CAF16, TOM22, SSU1

Stress/Chaperone (2)

YHB1, EBP1, PCK1, GPM2
PGM2

Aminosaurebiosynthese
~metabolismus (2)

ACB1l.exon2, SCS7

CPR6

MET3 (runter), IPF13176.3

MUQ1, ARE2 RBL2

DAK2.3eoc

Transkription/ DNA/ RNA (11) Hyphen (1) unspezifische Funktion (11)
HIR1(runter), IPF14248, RNR21, IPF19974 HWP1 IPF6041, ERO1, UGP1, HEM14

DCP1, IPF4814, IFA3, IPF7666, URA5S
MBF1, Zorrola

kein GO/ unbekannte Funktion (36)

Oxidativer Stress (3)

IPF7400, IPF11379, IPF3492
IPF1969, MAK3, CRD1, IPF199

IPF14850, CDC123, IPF17510, IPF18234.3
ECM29.exon2, IPF6305.exon2, IPF3432
IPF19815, IPF4284, IPF3491, IPF18207
TCI1, IPF8762, IPF9851, IPF351, IPF6461
IPF4514, IPF11766, IPF17945, IPF4311
IPF8746, IPF18161, IPF2997, IPF14109
IPF1461, IPF15706, IPF2878, IPF3401, IFA1
IPF6156, IPF17975, IPF8725, IPF165

IPF13038, IPF16843, IPF1020

TTR1
TRR1
IPF6231

Beschreibung s. Abbildung 3.2.9-1 (oben)
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=4
>

CaHWP1 (11) 30 + 40 Zyklen

CaRPT6 (1,8) 40 + 50
CaACB1 (1,8) 26 + 30 Zyklen
CaPRE10 (1,9) 30 + 35
CaPRES6 (1,8) 30 + 35 Zyklen
CaSMT3 (1,8) 26 + 30 Zyklen

IPF3262 (1,6) 26 + 30 Zyklen

s |

IPF13356 (1,5) 26 + 30 Zyklen

CaEFB1 20 + 25 Zyklen

CaACT1 20 + 25 Zyklen

=4
>

Abbildung 3.2.9-2: Semiquantitative PCR ausgewahlter C. albicans Gene, die im Microarray-
Experiment unterschiedlich exprimiert waren, zur Bestatigung ihrer Regulation. wt= CAF2-1, A=
CaDOA1-Mutante; EFB1 und ACTL1 sind Kontrollgene; () Angabe der —fachen Regulation laut Array.

Die abgebildeten Zyklenzahlen sind ebenfalls angegeben.

3.2.10 Untersuchungqg der Rolle der mellitindhnlichen Sequenz fiir die CaDoal-

Funktionalitét

Clark et al. (1991) haben die PLA, aktivierende Wirkung der mellitinahnlichen
Sequenz in PLAP gezeigt. In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine mogliche Rolle der
mellitinahnlichen Sequenz bei der Funktionalitat des Proteins CaDoa1 untersucht.
Die entsprechende Sequenz wurde im Gen deletiert und die Funktionsfahigkeit des
entstehenden Proteins im Phanotyptest untersucht. In der CaDOALl-
Disruptionsmutante fehlen 710 bp vor der mellitinahnlichen Sequenz. Wie in den
vorhergehenden Abschnitten beschrieben, zeigten die vielen Phanotypen, dass das
Protein, seine Funktion nicht mehr oder nicht vollstandig wahrnehmen konnte. Ein
extrachromosomales, konditionell exprimiertes CaDOA1 Gen konnte den Phanotyp

aufheben (s. 0.). Im nachsten Schritt sollte ein extrachromosomales, konditionell
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exprimiertes CaDOAl1 Gen, in dem zwar die 710 in der Mutante fehlenden bp
vorhanden waren, die mellitinahnliche Sequenz jedoch deletiert wurde, Aufschluss
uber die Wichtigkeit dieser ,—KVL- Sequenz® bei der Funktionalitat von CaDoa1
geben. Dazu wurde das Plasmid pDK-21 als Template verwendet und bei einer
inversen PCR mit den Primern DOA1-K1 fwd. und rev. aus dem CaDOA1-Gen
heraus amplifiziert. Die 75 Basen der mellitinahnlichen Sequenz, (Basenpaar + 1801
bis + 1875 nach dem ATG) wurden dabei ausgespart. Das lineare PCR-Produkt
enthielt an den Enden je eine von den Primern eingefugte Kpnl-
Restriktionsschnittstelle und wurde zum Plasmid pDK-26 religiert. Durch
Sequenzierung wurde nachgewiesen, dass anstelle der 75 Basen zweimal die
Sequenz GGTACC der Kpnl Schnittstelle eingefugt wurde. Die entsprechenden
Aminosauren (Gly - Thr) kamen in anderer Kodierung auch innerhalb der deletierten
Sequenz vor. Aus pDK-26 wurde das CaDOAl-Fragment mittels Bqglll
herausgeschnitten und in den Vektor pBI-1 ligiert, um das Konstrukt pDK-27 zu
erhalten. Damit ist das veranderte Gen unter der Kontrolle des regulierbaren PCK1-
Promotors in glukosefreien Medien exprimierbar. (Plasmidkarten s. Anhang)

Mit pDK-27 wurde anschlieBend die ACadoal/ ACadoal Mutante transformiert und
positive Transformanden phanotypisch im Tropftest auf den induzierenden Medien
CAA, SGlycAc und Blutagar bei 30°C und 37°C untersucht. Die Kontrolle der
Transformation erfolgte mit Hilfe einer Southern-Blotanalyse. Wie in Abbildung
3.2.10-1 am Beispiel des 37°C Tropftests gezeigt wird, war das Protein des
extrachromosomal kodierten, PCK1-Promotor kontrollierten Gens ohne die
mellitinahnliche Sequenz nicht in der Lage, den Phanotyp der Disruptionsmutante
aufzuheben. Das galt auch fur den Phanotyp bei 30°C, der hier am Beispiel des
Blutagars gezeigt wird. In Abschnitt 3.2.6 ist bereits gezeigt worden, dass ein ebenso
exprimiertes, aber unverandertes Gen den Phanotyp aufheben kann.
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SD 37°C Blutagar 37°C

CAF2-1

ACadoal/ ACadoal

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1
ACadoal/ ACadoal+ pBI-1-CaDOA1

ACadoal/ ACadoal+ pBIl-1-CaDOA1-KVL

CAF2-1

ACadoal/ ACadoal
ACadoal/ ACadoal+ pBI-1

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1-CaDOA1

ACadoal/ ACadoal+ pBI-1-CaDOA1-KVL

Blutagar 30°C

CAF2-1 ACadoal/ACadoal ~+pBl-1  ~+pBIl-1-CaDOAl1 ~ + pBI-1-CaDOA1-KVL

Abbildung 3.2.10-1: Tropftest zur Untersuchung der Bedeutung der KVL-Region.

Im oberen Teil sind die Tropftests auf 4 Medien nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C dargestellt.

Von

links nach rechts wurden jeweils 5 * 10°, 5 * 10" und 5 Zellen einer 30°C SD-Vorkultur aufgetropft. Der

fur die CaDOA1- Mutante typische Phanotyp mit einer modifizierten Kolonieoberflache

und

Hyphenbildung auf CAA-Medium oder Blutagar und aus Wachstumshemmung auf SGlycAc wurde

durch das extrachromosomal kodierte CaDoal mit deletierter mellitindhnlicher Sequenz (ACadoal/

ACadoal+ pBI-1-CaDOA1-KVL) nicht aufgehoben. Dagegen wurde durch die Expression des intakten

Proteins vom Plasmid der Wildtypphéanotyp in der Mutante (ACadoal/ ACadoal+ pBI-1-CaDOA1)

wiederhergestellt.

Als Detailansicht sind im unteren Teil der Abbildung die Rander der Kolonien mit der gréf3ten initialen

Zellzahl (5 * 10°Zellen) des Tropftests auf Blutagar nach 3 Tagen Inkubation bei 30°C gezeigt

(Objektiv PhD, Okular 1,25 fache Vergré3erung).
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3.2.11 Bestimmung der Phospholipaseaktivitaten in der CaDOA1-Mutante und
im Wildtyp

Ein Merkmal des zu CaDoal homologen PLAP Proteins ist eine Phospholipase A;
Aktivierung (Clark et al. 1991). Um zu untersuchen, ob die Deletion von CaDoal eine
Anderung der Phospholipaseaktivitat bei C. albicans bewirkt, wurden die lipolytischen
Aktivitaten mit den Substraten LPC und PC untersucht. Dabei wurden sowohl
extrazellulare Proteine im Kulturiiberstand als auch intrazellulare I6sliche Proteine im
Zellaufschluss beriicksichtigt. Aus Vorversuchen ging hervor, dass das Substrat PC
im Zellaufschluss unter den gewahlten Bedingungen nur in sehr geringem Umfang
umgesetzt wird, weshalb es fiur die eigentlichen Versuche mit den intrazellularen
I6slichen Proteinen nicht verwendet wurde. In den Kulturiberstanden von Lee’s
Hefekulturen war zu geringe Aktivitat vorhanden, um sie auswerten zu kénnen. Auch
einige andere Experimente konnten aufgrund grof3er Schwankungen der Messungen
nicht ausgewertet werden. Es wurden Kulturen aus 5 verschiedenen Medien (Lee’s
Hefe, Lee’s Hypheninduktion, SD bei 30°C, SD bei 37°C und YPD bei 37°C) getestet.
Von ihnen wurden auch die zellularen Morphologien mikroskopisch untersucht. Die
Abbildungen 3.2.11-1A-B zeigen, dass nur im Lee’s Hefemedium beide untersuchten
Stamme (Wildtyp CAF2-1 und CaDOA1-Mutante) in der gleichen Morphologie, hier
Hefeform, auftraten. In den anderen Medien, ob hypheninduzierend oder nicht, hatte
die Mutante immer mehr Filamente produziert, als der Wildtyp CAF2-1, wenngleich
deren Anzahl zwischen den Medien schwankt. Am grof3ten war der Unterschied der
prozentualen Anzahl an Filamenten zwischen CAF2-1 und CaDOA1l-Mutante im
YPD-Medium und nach Hypheninduktion im Lee’s Medium. Gemessen an den mmol
freigewordenen Fettsduren je Gramm Gesamtprotein erfolgte der Umsatz von PC
deutlich geringer als LPC trotz bis zu viermal langerer Reaktionszeit. Von den
extrazellularen Proteinen wurde sowohl PC als auch LPC in folgender Probenreihe
steigend abgebaut (mmol freie Fettsdure/ g Gesamtprotein): SD 37°C < Lee’s
Hyphen < SD 30°C. In der SD 37°C- Probe ist die LPC-abbauende Enzymaktivitat
intrazellular deutlich hoéher als extrazellular (Daten nicht in Abb. 3.2.11-1 speziell
dargestellt). Die Art und Starke der Aktivitdtsanderung zwischen Wildtyp und Mutante
ist in jedem Medium verschieden. Der Unterschied der Phospholipaseaktivitat der
CaDOA1-Mutante zum Wildtyp besteht in einer mediumabh&angigen Reduktion. Allein
im hypheninduzierenden Lee’s Medium mit PC als Substrat stieg die Aktivitat in den
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Kulturiberstanden der Mutante um mehr als 150% an. Die Aktivitatsunterschiede
zwischen Wildtyp und Mutante in den Kulturiberstanden der SD-Kulturen bei beiden
Inkubationstemperaturen (30°C und 37°C) mit PC und LPC als Substrat waren
ungefahr gleich (um -70% bis -80%). Dagegen waren sie in den
Zellaufschlussproben (nur LPC als Substrat) mit um - 50% bei der Kultur aus 30°C
und - 20% bei der SD-Kultur aus 37°C sehr verschieden. Zusatzliche Calciumionen
im Reaktionsansatz des Proteinassays fiihrten kaum zu einer Anderung des
Ergebnisses. Ebenso zeigte der Vergleich der beiden verwendeten pH-Werte nur
minimale Unterschiede in der Aktivitatsstarke und Anderung. (Abb. 3.2.11-1C)

A)
Medium CAF2-1(wt) ACaDOA1
SD (30°C) 100% 0 Hefe  [98% +0 Hefe
(Keimschlauche, Pseudohyphen)
SD (37°C) 99% +1 Hefe 96% +1 Hefe
(sehr lange Hyphen)
YPD 99% +1 Hefe sehr lange Filamente in  nicht

trennbaren Klumpen
Lee's Hefe 100% +0 Hefe 100% +0 Hefe
(in kleinen Klumpen)

Lee's 94% +1 Hefe 88% 1 Hefe
Hypheninduktion

Abbildung 3.2.11-1A: Umsetzung von LPC und PC durch Phospholipasen des Wildtyps (CAF2-1)
bzw. der CaDOA1-Mutante im Proteinassay.
Die Tabelle zeigt die durch mikroskopische Auszahlung ermittelten prozentualen zelluldren

Morphologien der Kulturen fiir den Proteinassay.
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Wildtyp (CAF2-1) CaDOA1-Mutante

Abbildung 3.2.11-1B: Umsetzung von LPC und PC durch Phospholipasen des Wildtyps (CAF2-1)
bzw. der CaDOA1-Mutante im Proteinassay.
Beispiele der Kulturen fur den Assay im Inversmikroskop mit dem Objektiv 40x 0,5 Ph2.

Abbildung 3.2.11-1C: Umsetzung von LPC und PC durch Phospholipasen des Wildtyps (CAF2-1)
bzw. der CaDOA1-Mutante im Proteinassay.

Das Ergebnis des Proteinassays ist als prozentualer Unterschied in der Aktivitat vom Wildtyp
(=100%) zur CaDOA1-Mutante dargestellt. Die Aktivitat selber wurde in mmol entstandene freie
Fettséuren je g Gesamtprotein bestimmt. (s. Diagramme unten)
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3.2.12 Versuch der Lokalisation von CaDoal mittels GFP-Fusion

Fur die Lokalisation von CaDoal innerhalb der Zelle wurde die von Gerami-Nejad et
al. (2001) beschriebene Vorgehensweise zur Fusion eines Proteins mit dem fur C.
albicans optimierten GFP verwendet. Mit den Primern DOA1-GFP und DOA1-URA
sowie dem Plasmid pMG1602 (pGFP-URA3) wurde durch PCR die bendtigte
Fusionskassette gewonnen. Fur die Transformation mit dieser Kassette wurden zwei
isogene, URA3 negative, heterozygote CaDOA1-Mutanten verwendet (10.3-1, 1P-2).
So sollte sichergestellt werden, dass nach richtiger homologer Rekombination mit
dem nicht disruptierten Allel nur das mit GFP fusionierte CaDOA1 Gen in ein
funktionales Protein transkribiert wird. Das Uberpriifen der Transformanden mittels
Southern-Blot (Hindlll — Verdau, CaDOA1- und GFP-Sonde) ergab 2 positive
Transformanden (10.3-1-G2 und 1P-2-G3). Tropftests bei 30°C auf den Medien YPD,
SD und SGlycAc ergaben keinen Phanotyp, was bedeutet, dass das fusionierte
CaDOAZ1-Allel zu einem funktionsfahigen Protein abgelesen wird. In der RNA aus
Zellen einer YPD Flussigkultur (ODgge von 1,6) konnte mit RT-PCR das Transkript
von CaDOALl und auch von GFP nachgewiesen werden. Dennoch liel3 sich keine
GFP-Fluoreszenz neben der starken Hintergrundfluoreszenz der Zellen im Mikroskop

erkennen. Die Lokalisation war dadurch nicht mdglich.

3.2.13 Test der CaDOA1-Mutante im Mausinfektionsmodell

Verstarkte Filamentbildung kann bei C. albicans Mutanten zu verminderter
Pathogenitat fuhren (Umeyama et al. 2005), zum Beispiel weil die Filamente vom
Immunsystem schneller erkannt und starker abgewehrt werden. Sie kodnnte
andererseits sekundar durch eine erhéhte Penetrationsrate zu grofl3erer Pathogenitét
fuhren. Moglich ware auch eine hohere Pathogenitat in Form einer erhthten
Sterberate, wenn Filamente die Blutgefal3e verstopfen. Im Labor von F. C. Odds
(Aberdeen) wurde die CaDOA1-Mutante im Mausmodell fir systemische Infektionen
getestet. Vergleichsstamm war CAF2-1. Trotz des hyperfilamentésen Phanotyps war
kein signifikanter Unterschied in der Uberlebensrate der Mause und im Befall von

Niere und Gehirn zwischen Wildtyp und Mutante messbar.
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4 DISKUSSION

Der humanpathogene Pilz Candida albicans hat 3 Gene, die fur Phospholipasen der
Klasse C kodieren (CaPLC1, CaPLC2, CaPLC3). Sie wurden im ersten Teil dieser
Arbeit hinsichtlich ihrer Rolle und Funktion ndher untersucht. Der zweite Teil befasste
sich mit einem Gen (CaDOA1), das eine hohe Ahnlichkeit zu Phospholipase A,
aktivierenden Proteinen hat. Am Beginn der Arbeiten zu allen Genen stand eine
nadhere Analyse der vorhandenen Sequenzdaten, um Anhaltspunkte zur Lokalisation
der abgeleiteten Proteine und deren mdgliche Funktionen zu erhalten. Dann wurden
die Gene soweit moglich ausgeschaltet und die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
untersucht. Wahrend die Ergebnisse zu CaPLC1 ahnliche Funktionen wie PLC1 in
Saccharomyces cerevisiae vermuten lassen, ist die Funktion von CaPLC2 und 3
auch nach den durchgefuhrten Untersuchungen offen. Beim Gen CaDOALl sind
Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu den Daten des homologen Gens in S.

cerevisiae zusammengetragen worden.

4.1 Ableitungen aus den Sequenzen der Phospholipasen der Klasse C

Um Aussagen uber die Lokalisation der untersuchten Phospholipasen zu erhalten,
wurden die abgeleiteten Proteinsequenzen der Phospholipasegene (CaPLC1,
CaPLC2, CaPLC3) untersucht. Aus den Sequenzen ergaben sich keinerlei Hinweise,
dass die Phospholipasen der Klasse C in den sekretorischen Weg geleitet werden
konnten. Diese Annahme wurde dadurch unterstitzt, dass weder CaPlcl noch
CaPlIc2 oder 3 in genomweiten Ansatzen zur Identifizierung von Zellwandproteinen
gefunden wurden (Monteoliva et al. 2002; de Groot et al. 2003).

Im Falle von CaPlcl konnte die in dieser Arbeit vorgestellte potentielle
Kernlokalisierungssequenz (NLS), auf eine Kernlokalisierung der Phospholipase
deuten. Die erwdhnte Region ist sehr basisch. Durch Bindung an andere Proteine
oder Doménen oder durch Phosphorylierung wird die NLS Sequenz maskiert und ein
Import reguliert. Allerdings kénnen auch noch Proteine mit einer deletierten NLS mit
Hilfe einer NLS eines anderen gebundenen Proteins in den Kern importiert werden
(Wen et al. 1995; Dingwall und Laskey 1991). Da im Kern lokalisierte Proteine keine
sehr enge Konsensussequenz besitzen, bedarf es fir die genaue Lokalisation von
CaPlcl noch weiterer Untersuchungen. Das von Okada et al. (2002) untersuchte

Saugerprotein PLC d; der Ratte besitzt ebenfalls ein funktionelles NES (nuclear
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export signal) und ist sowohl in der Plasmamembran als auch im Zytoplasma
lokalisiert. Offensichtlich pendelt das Protein zwischen Zytoplasma und Kern. Mago
und Khuller (1990) fanden in der microsomalen und cytosolischen Fraktion von C.
albicans enzymatische PLC-Aktivitat was ebenfalls fir eine wechselnde Lokalisation
sprechen wurde.

Zusétzlich interessant ist dabei die Tatsache, dass das homologe Protein Plcl in S.
cerevisiae Funktionen hat, die fur eine Kernlokalisation sprechen. Beispielsweise
gehort dazu der Inositolpolyphosphat - regulierte mRNA Transport aus dem Kern in
Assoziation mit dem ArgR-Mcm1 Transkriptionskomplex (York et al. 1999, 2001).
Auch ScPlIcl besitzt eine putative NLS Sequenz (Payne et al. 1993).

Das CaPLC1l Gen wurde neben C. albicans auch in den Candida-Spezies C.
dublinensis, C. glabrata, C. parapsilosis und C. tropicalis mittels Southern-Blot
nachgewiesen (Haynes 2001). In dieser Arbeit wurde nach CaPLC2/ 3 — &hnlichen
Sequenzen in anderen Candida-Arten mit Southern-Blot Analysen gesucht. Eine
Detektion erfolgte nur in C. albicans nahe verwandten Spezies (C. dublinensis, C.
parapsilosis und C. tropicalis). Nach diesen Ergebnissen besitzt nur die sehr nah
verwandte Spezies C. dublinensis zwei &ahnliche Gene, wahrend die anderen
Spezies jeweils nur eines besitzen, das auch schwécher hybridisierte, also grof3ere
Sequenzunterschiede aufwies.

Nach Fitzpatrick et al. (2007) nimmt die phylogenetische Ahnlichkeit zwischen den
getesteten Candida-Spezies folgendermal3en ab: C. albicans — C. dublinensis — C.
tropicalis — C. parapsilosis — C. glabrata. Genau diese Reihenfolge spiegelt sich auch
in der Southern-Blot Analyse fir CaPLC2/ 3 wieder. Knechtle et al. (2005) wahlten
den Ansatz des Vergleiches von bereits sequenzierten Genomen verschiedener
Saccharomycetales und fanden in allen untersuchten Genomen homologe Gene zu
CaPLC2/ 3 aufRer in dem phylogenetischen Zweig in dem die Matingtyp-Wechsel-
Kassette auftritt, zu dem C. glabrata gehort. Dieses Ergebnis wird durch die
Southern-Blot Daten dieser Arbeit unterstitzt (s. 3.1.12).

Die Sequenzen von CaPIc2/ 3 bestehen nur aus eine X-Doméane und nicht aus einer
X- und Y-Domane wie eukaryotische Proteine und &ahneln dadurch eher den
bakteriellen Pl-spezifischen Phospholipasen (Andaluz et al. 2001; Knechtle et al.
2005). In S. cerevisiae ist kein homologes Protein vorhanden. Diese Tatsachen
konnten zu der Annahme fuhren, dass diese Gene eine Anpassung an die
humanpathogene Eigenschaft von C. albicans sind. Da jedoch auch C. glabrata
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pathogen ist und, wie in dieser Arbeit und bei Knechtle et al. (2005) gezeigt, keine zu
CaPLC2/ 3 homologen Gene besitzt, kann das Vorhandensein von homologen
Genen zu bakteriellen Pl-spezifischen Phospholipasen bzw. zu CaPLC2/ 3 nicht zur
Unterscheidung von pathogenen und apathogenen Pilzen verwendet werden. Oder
anders ausgedruckt, konnen CaPLC2 und 3 keine zwingende Anpassung an die
pathogene Lebensweise sein.

4.2 Die CaPLC-Mutanten unterscheiden sich in den Phanotypen

Fur die CaPLC-Gene sollten Mutanten erstellt werden, um aus den phanotypischen
Anderungen dieser Mutanten Riickschliisse auf die Funktion bzw. den funktionellen
Zusammenhang der Gene ziehen zu kénnen.

Die Disruption beider Allele von CaPLC1 ist trotz vielfacher unterschiedlicher Ansatze
nicht gelungen. Das spricht fur eine Essentialitat von CaPLCL1. Dies sollte in einer
konditionellen Mutante mit einem regulierbaren Promotor gezeigt werden. Der daflr
gewdahlte MET3-Promotor von C. albicans wurde bereits mehrfach zum Nachweis
anderer essentieller Gene verwendet, zum Beispiel bei Care et al. (1999); Roig und
Gozalbo (2002); Nishikawa et al. (2002) und Sousa et al. (2002).

Jedoch konnte in dieser Arbeit auch mit Hilfe des regulierbaren MET3-Promotors
nicht klar nachgewiesen werden, dass CaPLC1 essentiell ist (s. dazu auch 4.3).
Folglich kann nur von einer moglichen Essentialitat des CaPLC1 Gens gesprochen
werden.

Bereits die heterozygote Mutante, die nur noch ein Allel des CaPLC1 Gens enthalt,
zeigte veranderte Phanotypen. Demnach fuhrt bereits der Verlust einer Kopie des
CaPLC1 Gens zu Veranderungen. Einen solchen Gendosiseffekt zeigten auch
Kohler und Fink (1996) bei den nicht essentiellen Genen CaCST20 und CaHST?7. Bei
einem systematischen Screeningansatz von Uhl et al. (2003) wurde der
Gendosiseffekt (Haploinsufficiency) sogar fur die Suche nach haploiden Mutanten
genutzt, die mittels Transposonmutagenese generiert wurden und einen veranderten
Phanotyp im Filamentwachstum zeigten. Uhl et al. (2003) diskutierten, dass ein
solcher Ansatz mdglich sei, weil C. albicans fast ausschlief3lich im diploiden Zustand
auftritt und die Genregulation deshalb sehr sensitiv auf 50% Verlust des
Genproduktes reagieren wirde. Einige CaPLC1-Phanotypen wurden sowohl bei der
konditionellen, als auch bei der heterozygoten Mutante gefunden (z. B.
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Temperatursensitivitat, Hemmung durch Nocodazol), andere aber auch nur bei einer
der beiden Mutantenformen.

Die nicht vollstandig Uberlappenden Phanotypen von konditioneller und
heterozygoter Mutante zeigen die Wirkung des Gendosiseffektes, denn die
Transkriptionsstarke der beiden Promotoren (MET3 und nativer PLC7-Promotor) gilt
als unterschiedlich. Weiterhin ist mdoglich, dass die hohen Methionin- und
Cysteinkonzentrationen zur Repression des MET3-Promotors den Phéanotyp
zusatzlich beeinflusst haben.

Unter 4.3 werden die Probleme bei der Filamentinduktion mit dem MET3-Promotor
erwahnt. Diese werden bei der Verwendung der heterozygoten Mutante umgangen.
Die Hyphenbildung betreffende Phéanotypen bei der CaPLC1 -Mutante sind, ebenso
wie bei der CaPLC2/3 — Doppelmutante, reverse Phanotypen und stellen nur eine
Verzogerung der Hyphenbildung auf Blutagar, FCS-Agar und Spider dar. Auf
Blutagar und Spider-Medium ist dies bei 37°C besonders deutlich zu beobachten.
Gadd und Foster (1997) beschrieben einen Anstieg von IP3 bei der Hyphenbildung.
Durch eine fehlende oder reduzierte PLC-Aktivitat kann mdglicherweise der Anstieg
des CaPlcl Reaktionsproduktes IP3; nicht mehr oder nur verzbgert gewéhrleistet
werden. Gehemmt wurde die heterozygote Mutante weiterhin durch Itraconazol,
Wasserstoffperoxid und auf SGlycAc-Medium. Bei Arginin als alleiniger
Stickstoffquelle (ArgD-Medium) wurde die konditionelle Mutante gehemmit.

Die Osmosensitivitat bei 1 N NaCl und 5% Sorbitol bei der konditionellen CaPLC1-
Mutante wurde durch die zusatzliche Disruption von CaPLD1 (pld1/pld1
ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Doppelmutante) noch deutlich verstarkt (3.1.7). Die
Disruption beider Gene wirkt hier wahrscheinlich synergistisch, da bei beiden
Phospholipasen normalerweise DAG als Reaktionsprodukt entsteht und die
Doppelmutante deshalb Gber noch geringere Mengen an DAG verflgt.

Die bei den CaPLC1-Mutanten gefundenen Phéanotypen stimmen weitgehend mit
denen der ScPLC1-Mutante Uberein: Temperatursensitivitat, Osmosensitivitdt und
Defekte bei der Verwendung von Galaktose und Glycerol wurden auch von Yoko-o et
al. (1993), Flick und Thorner (1993) und Payne und Fitzgerald-Hayes (1993)
beschrieben. Kontrare Phanotypen im Vergleich der S. cerevisiae und C. albicans-
Phospholipase C Mutanten, wie sie z. B. beim CaDOA1 Gen beobachtet wurden, gab
es innerhalb der getesteten Bedingungen nicht. Eine Temperatursensitivitat ist
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ebenfalls fir eine PLC1 Mutante von Schizosaccharomyces pombe beschrieben
worden (Slaaby et al. 1997).

Aus diesen Phanotypen lasst sich nicht auf eine spezielle Funktion schliel3en.
Jedoch konnte eine der Ursachen eine gestbrte Membranintegritat sein. Andere,
ebenfalls in C. albicans und S. cerevisiae auftretende Phanotypen weisen schon
eher auf eine Funktion.

Lin et al. (2000) fanden eine Kinetochorfunktion von ScPlcl, bei der die
Phospholipase mit 2 Komponenten des Kinetochorkomplexes interagiert. Die
Disruption von ScPIcl erzeugt eine Nocodazolsensitivitat, da Nocodazol die Mitose
Uber Mikrotubuli- und Chromosomensegregationshemmung hemmt. Diese
Sensitivitat tritt auch bei CaPlIcl auf und lasst funktionelle Parallelen vermuten.

Ist Arginin die einzige Stickstoffquelle fir Zellen von S. cerevisiae wird der ArgR-
Mcm1-Komplex aktiviert. Dadurch kommt es zur Aktivierung von Genen des Arginin-
Katabolismus und Hemmung von Genen des Arginin-Anabolismus (York et al. 2001).
Somit kann mit dem Phanotyptest auf ArgD-Medium die Funktionalitat des ArgR-
Mcm1l-Komplexes in Mutanten untersucht werden. Die ScPLC1-Mutante ist auf
diesem Medium nicht lebensfahig, die CaPLC1l-konditionelle Mutante ist im
Wachstum stark gehemmt. Eine Analogie zur Rolle der nuklearen
Inositolpolyphosphat-Produktion in S. cerevisiae ist folglich in C. albicans denkbar.
Somit geben die Phanotypen der CaPLC1-Mutanten Hinweise auf Funktionen im
Kern und stellen eine Verbindung zur putativen Kernlokalisationssequenz NLS (s.
4.1) her.

Allerdings sind aus der Literatur auch Unterschiede bekannt. So wurde in einem
Lwo-hybrid“ Test bei S. cerevisiae gefunden, dass ScPlcl mit ScGprl, einem
rezeptorahnlichen Protein, interagiert (Ansari et al. 1999). ScGprl ist Bestandteil des
Pseudohyphen induzierenden Stickstoff-Signalweges (Ansari et al. 1999). ScGpa2
interagiert ebenfalls mit ScGprl (Ansari et al. 1999). Dagegen gab es in C. albicans
bei einer Arbeit von Sanchez-Martinez und Perez-Martin (2002) keinen Hinweis
darauf, dass CaGprl auch mit CaPIcl interagiert.

Im Gegensatz zu CaPLCl1l sind CaPLC2 und 3 nicht essentiell, selbst eine
Doppelmutante liel3 sich herstellen und Uberlebte. Trotz einer breit angelegten
Phénotypsuche wurden bei der CaPLC2/3 - Doppelmutante nur sehr wenige und
schwache Phénotypanderungen beobachtet. Keiner der Phanotypen trat in einer
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Einzelmutante auf. Knechtle et al. (2005) untersuchten unabh&ngig von dieser Arbeit
ebenfalls CaPLC2/3 — Doppelmutanten unter anderen Bedingungen und fanden
keinen Phanotyp, weder in den dort untersuchten hypheninduzierenden Medien,
noch bei Macrophagentests zur Phagocytose. Das gleiche Verhalten von Wildtyp und
Doppelmutante in flissigem FCS-Medium bei Knechtle et al. (2005) konnte in dieser
Arbeit auf festem FCS-Medium bestatigt werden.

Unter den vielen getesteten Bedingungen traten nur zwei Hemmph&notypen auf.
Obwohl viele der untersuchten Verbindungen auf eine verminderte Membranintegritat
hinweisen kénnen, trat nur bei Zusatz von Itraconazol (37°C) eine Hemmung der
Doppelmutante auf. Bei 30°C inhibierte Coffein die Doppelmutante. Coffein
beeinflusst unter anderem die intrazellulare Calciumionenfreisetzung. Keiner der
beiden Phanomene lasst einen deutlichen Schluss auf die Funktionen von CaPlc2
oder 3 zu. Jedoch kann durch die Tatsache, dass nur die Doppelmutante geédnderte
Phanotypen aufwies, geschlussfolgert werden, dass die beiden Phospholipasen
ahnliche Funktionen haben.

Interessant ist, dass die anderen beobachteten Phanotypen alle bei der
Hyphenbildung (30°C — CAA, 37°C — M199, Spider, YCB-BSA) auftraten. Solche
morphologischen Veranderungen gelten auf diesen Medien als reverse Phanotypen
(Ernst 2000), die Hyphenbildung bleibt nicht aus, sondern tritt lediglich verspéatet auf.
Damit besteht ein Hinweis, dass CaPLC2/3 doch bei der Filamentbildung eine Rolle
spielen, wenngleich keine bedeutende, eher eine indirekte Verbindung. Eventuell
muss in der Doppelmutante erst ein ,Nebenweg® zur Filamentbildung aktiviert
werden.

Es wurden nur feste Medien getestet, ob die verzdgerte Hyphenbildung auch in
Flassigkeit auftritt bleibt offen. Dies ist allerdings nicht unbedingt zu erwarten, denn
laut Ernst (2000) ist ein schwacher veranderter Phanotyp auf festem Medium in

flissigen Medien oft nicht sichtbar.

4.3 Expression der CaPLC-Gene mit induzierbaren Promotoren

Da CaPLC2 und CaPLC3 sehr ahnlich sind, sich ihre Promotoren aber
unterscheiden, wurde zur Erfullung der Koch’schen Postulate fur die Aufhebung
eines Phanotyps nicht eines der Gene am eigenen Genlokus reintegriert, sondern
CaPLC2 extrachromosomal induzierbar transkribiert. Der CaPCK1-Promotor wurde

123



Diskussion

mit seinen Vor- und Nachteilen ebenfalls zur Induktion des CaDOA1 Gens verwendet
(s. 4.8). Mit dieser Vorgehensweise gelang es, wie erwdhnt, den Einfluss der nativen
PLC- Promotoren auf die Phanotypaufhebung prinzipiell auszuschliel3en. Gleichzeitig
war die Transkriptionsrate am PCK1-Promotor hoch genug, um den Phanotyp
(verzogerte Hyphenbildung bei 30°C auf CAA - Medium) aufzuheben.

Die Verwendung des MET3-Promotors fir die Expression von CaPLC1 brachte nicht
die erwiunschte Beweisfilhrung, dass das CaPLC1 Gen essentiell ist (s. 0.). Flick et
al. (1993) bendttigten aufgrund der geringen Transkriptmenge eine lange
Expositionszeit im Northern fur den Nachweis von ScPLC1 mRNA. Bennett et al.
(1998) erwahnten eine geringe Transkriptmenge, da CaPLC1l im Northern nicht
detektierbar war. Ein weiterer Hinweis auf geringe mRNA Mengen von CaPLC1 ist
die vergleichsweise hohe Zyklenzahl, die zur Detektion des CaPLC1-Transkripts
mittels RT-PCR in dieser Arbeit notwendig war. Da selbst unter repressiven
Bedingungen des MET3-Promotors noch CaPLC1l-Transkripte mit RT-PCR
nachweisbar waren, kénnte gefolgert werden, dass CaPLC1 zwar essentiell ist, dass
aber diese, wenngleich deutlich geringere Transkriptmenge, fur das Uberleben der
konditionellen Mutante ausreicht.

Weitere Promotoren, wie beispielsweise der MALZ2-Promotor oder der PCKI1-
Promotor (in der Reihenfolge verwendet fir ERG26 von Aaron et al. 2001 und fir
RHO1 von Smith et al. 2002) oder der von Roemer et al. (2003) verwendete,
tetrazyklinregulierbare Promotor, wurden in Erwagung gezogen, jedoch gilt keiner
dieser Promotoren als so fest reguliert wie der MET3-Promotor.

In der wissenschaftlichen Literatur herrscht jedoch keine Einigkeit Gber die
Konzentrationen von Methionin und Cystein, die genugen, um den MET3-Promotor
vollstandig zu reprimieren. In dieser Arbeit wurden, wie bei der Originalpublikation
zum MET3-Promotor von Care et al. (1999) beschrieben, 2,5 mM jeder Aminosaure
verwendet. Barelle et al. (2004) verwendeten jeweils 10 mM von den Aminosauren.
Solche Konzentrationen beeintrachtigen aber moglicherweise das Wachstum auch in
der Hefeform, nicht nur die Hypheninduktion. Shepherd et al. beschrieben bereits
1980 die Hemmung der Keimschlauchbildung ab Konzentrationen von mehr als 5 uM
Cystein und keinen Effekt bis zu 1 mM Methionin. Roig und Gozalbo (2003)
erwdhnen Hyphenproduktion in Lee’s Medium bei 2,5 mM Methionin und 0,5 mM
Cystein.
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Hervorzuheben ist dartiber hinaus die temperaturabhéngige Repression des METS3-
Promotors. Sie erfolgt starker bei 37°C als bei 30°C (s. 3.1.5). Fir Butler et al. (2006)
war dennoch eine Kultur bei 30°C ausreichend, um mit Hilfe des MET3-Promotors
einen Pseudohyphenphanotyp der CaGRR1-Mutante bei Repression auftreten zu
lassen, wie es bei der Disruptionsmutante des gleichen Gens bekannt war.

Somit konnte in dieser Arbeit experimentell nicht eindeutig gezeigt werden, dass
CaPLC1l essentiell ist. Allerdings spricht die hohe Anzahl von erfolglosen
Transformationen zur Disruption des zweiten Allels daflr, dass CaPLC1 essentiell ist.
Dafur spricht ebenfalls die Tatsache, dass bei diesen Transformationen bei einer
geringen Anzahl zwar ein zweites Allel ausgeschaltet werden konnte, jedoch jeweils
nur, wenn der Integration zuvor eine Duplikation dieses Genortes vorausgegangen
war, so dass immer eine intakte Kopie vorhanden war.

Dieses Phanomen entspricht prinzipiell dem eines indirekten Nachweises der
Essentialitat nach Enloe et al. (2000). Diese Methode wurde fur CaMDS3 benutzt
(Davis et al. 2002).

4.4 Die Transkription von CaPLC1, CaPLC2 und CaPLC3

Um weitere Informationen zur Funktion der Phospholipasen zu erhalten, wurden
Transkriptionsprofile der CaPLC Gene untersucht.

Beim Wildtyp wurde die Transkription von CaPLC1l bei verschiedenen in vitro
Wachstumsbedingungen gepruft. Diese Bedingungen (42°C/ SD, 37°C/ SD, 37°C/
SGlyc, 37°C/ SD+ Cadmium) verursachten bei den Mutanten teilweise ein
verandertes Wachstumsverhalten. Lediglich bei Wachstum in cadmiumhaltigem
Medium (ohne erkennbare Verdnderungen der Mutante) war ein transkriptioneller
Zusammenhang in Form einer leichten Transkriptionsabnahme erkennbar. So muss
vermutet werden, dass sofern ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Wachstumsphanotyp der Mutante und der Phospholipase C1 besteht, dieser
posttranskriptionell ist oder ein sekundarer Zusammenhang besteht. Orthologe Gene
von Genen, deren Proteine in S. cerevisiae mit ScPlcl zusammen am nuklearen
MRNA Export beteiligt sind (GLE1, IPK1, IPK2), zeigten ebenfalls keine bzw. nur
sehr geringe Anderungen der Transkriptionsstarke. Damit besteht auch hier kein
transkriptioneller Zusammenhang zwischen den Genen und den

Wachstumsbedingungen.
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Auch bei den Genen CaPLC2 und CaPLC3 wurde das Transkriptionsprofil unter
verschiedenen in vitro Bedingungen im Wildtyp (SC5314) untersucht. In allen
untersuchten Medien, in hefe- und hypheninduzierenden, waren Transkripte beider
Gene nachweisbar. Die Expressionsstarke fur CaPLC2 stieg in den Medien von YPD
+ 5% FCS, YPD 37°C, SLAD, bis zum Sabouraud Glukose Medium an. Bei CaPLC3
war die Reihenfolge der beiden letzten Medien entgegengesetzt.

Knechtle et al. (2005) verglichen mittels real time-PCR die Expression im SC5314
Wildtypstamm in YPD bei 30°C, Lee’s Medium bei 37°C und 10% FCS bei 37°C und
fanden die Gene in hypheninduzierenden Medien starker transkribiert (Ausnahme:
10% FCS bei 37°C, wo CaPLC3 repressiert wurde). Sie sahen darin eine
Bestatigung von Murad et al. (2001), deren Microarray-Daten zeigten, dass CaPLC2
und/ oder CaPLC3 durch den Tupl-Nrgl-Komplex in ihrer Expression unterdrickt
werden (Anmerkung: aufgrund der Sequenzahnlichkeiten war in dem Array keine
Unterscheidung zwischen den beiden Genen mdglich).

Diese Daten sind nicht kontréar zu den Daten dieser Arbeit, denn in den YPD-Proben
war die Expression vergleichsweise zu den anderen Medien geringer. Knechtle et al.
machen keine Aussage zu den Zeitpunkten der Probennahme und dem
Vorhandensein von Hyphen. In den hypheninduzierenden Proben dieser Arbeit
waren zur Zeit der Probennahme noch keine Hyphen vorhanden. Nach den hier
vorliegenden Daten besteht auch ein Expressionsunterschied innerhalb der
hefeinduzierenden Medien. Allerdings war die Expression im Hefemedium Lee’s pH
4,5 starker als im Hyphenmedium Lee’s pH 6,5. Unterschiedliche Hypheninduktionen
wirken Uber unterschiedliche Signalkaskaden und nicht nur Gber den Tupl-Nrgl-
Komplex. Auch die Wachstumstemperatur (30°C oder 37°C) kann einen Einfluss auf
die Expression haben.

Bei der Filamentinduktion durch SLAD-Medium war die nachweisbare mRNA Menge
fur CaPLC3 hoher als bei CaPLC2 im Vergleich zum YPD-Signal und war dort von
allen untersuchten Bedingungen am hdchsten. Die beiden Gene reagieren folglich
unterschiedlich stark auf verschiedene hypheninduzierende Medien, ein Fakt, den
auch Knechtle et al. (2005) fanden, z. B. in 10% FCS bei 37°C.

Festzuhalten ist jedoch, dass beide Gene unter allen getesteten Bedingungen

exprimiert waren.
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4.5 Microarray-Analyse der ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Mutante

Eine Microarray-Analyse sollte genomweit die Expressionsanderung von
konditioneller CaPLC1-Mutante zum Wildtyp untersuchen. Dazu wurden
Wachstumsbedingungen gewahlt, die einen verdnderten Phanotyp bei der Mutante
zeigten.

Bei dem Vergleich von Wildtyp (CAF2-1) und konditioneller CaPLC1-Mutante im
Microarray unter Hitzeschock Bedingungen wurden nur 45 Gene als unterschiedlich
transkribiert ermittelt. Keines der Gene ist homolog zu den bei S. cerevisiae in ,yeast-
two-hybrid* Tests gefundenen Bindungspartnern von Plcl: Ndc10, Cep3, Tor2, Ume3
(Lin et al. 1998). Mit 8 von den 45 unterschiedlich regulierten Genen, denen uber
Homologievergleiche oder Sequenzanalysen keine putative Funktion zugeschrieben
werden konnte, liegt das Verhaltnis innerhalb dieser Gruppe von Genen hinter dem
genomweiten Verhéltnis, wo etwa 1/3 der offenen Leserahmen (ORF) unbekannter
Funktion ist.

Allerdings sind von den Genen mit zugeordneter (putativer) Funktion wenige genauer
untersucht und beschrieben, einschliel3lich der homologen Gene in S. cerevisiae.
Deshalb sind nur wenige Angaben zu diesen Genen in der wissenschaftlichen
Literatur zu finden.

Eine der groR3en funktionellen Gruppen, in die die Gene eingeteilt wurden, ist die der
Transporter. Sie beinhaltet Gene fur generelle Aminoséauretransporter (CaGAPS,
CaGAP7), Metalltransporter (CaCTR1, CaCOX19) und ABC-Transporter (CaCDR1,
IPF8642).

Gleich zwei Metallionentransporter sind in der Gruppe enthalten, CaCTR1 und
CaCOX19.

Genprodukte von COX19 wurden in S. cerevisiae im mitochondrialen
Membranzwischenraum gefunden und kdnnen einwertige Kupferionen binden (Rigby
et al. 2007). CTR1 kodiert fur einen Kupfertransporter mit putativen
Transmembrandomé&nen und Kupfer-Bindemotiven (Marvin et al. 2003). Eine C.
albicans CTR1-Mutante wachst bevorzugt in der Pseudohyphenform (Marvin et al.
2003). Die Transkription dieses Gens ist in S. cerevisiae in Abh&ngigkeit von der
Kupferverflugbarkeit durch den Transaktivator Macl reguliert. Die MAC1-Mutante von
C. albicans zeigt den gleichen Phanotyp wie die CTR1-Mutante von S. cerevisiae
und induziert keine CTR1-mRNA. Eine Hemmung der Kupferaufnahme hat den
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Sekundareffekt der reduzierten Eisenaufnahme (Marvin et al. 2003). Unter den im
Microarray gefunden Genen befindet sich ebenfalls ein Eisenchelatreduktasegen
(CaFREY), in dessen Promotor sich eine Macl-Bindestelle befindet (Levitin und
Whiteway 2007).

Neben der offensichtlichen Beeinflussung der Kupfer-Eisen-Aufnahme durch die
Mutation des CaPLC1 Gens, scheint auch der Aminosaurehaushalt betroffen, denn
es wurden auch zwei generelle Aminosédurepermeasen induziert. Desweiteren sind
zwei ABC-Transporter, kodiert durch die Gene CaCDR1 und IPF8642, starker in der
Mutante transkribiert. Von CaCdrl ist neben der Funktion in der Multidrugresistance
auch die des Phospholipidtranslokators bekannt (Smriti et al. 2002). Das ware eine
Funktion, die eine Verbindung zu einer CaPIcl Aktivitat vermuten lasst.

Die Methioninsulfoxid-Reduktase, kodiert durch das Gen MXR1, (Gruppe
Reduktasen/ Oxidoreduktasen) spielt in S. cerevisiae eine wichtige Rolle bei der
Antwort auf oxidativen Stress. Durch Oxidation kritischer Methioninreste inaktivierte
Proteine werden durch die Aktivitdt von ScMxrl (Reduktion von Methioninsulfoxid zu
Methionin) wieder aktiviert. ScMxrl bindet die Glutathion-Peroxidase 3 (ScGpx3). Bei
oxidativem Stress durch H,O, wird diese Bindung gestort und das freie ScMxrl kann
geschadigte Proteine reparieren (Kho et al. 2006). Die entsprechende Mutante von
S. cerevisiae zeigte unter verschiedenen Laborbedingungen keinen verdnderten
Phénotyp (Hansen 1999).

Auch fir eine RBT2-Mutante von C. albicans konnten keine auffélligen Phanotypen
gefunden werden (Braun et al. 2000). CaRBT2 wurde bei der Suche nach von Tupl
unterdrickten Genen gefunden und die Sequenzanalyse lasst auf eine Eisen-
Reduktase-Aktivitat von CaRbt2 schlieRen (Braun et al. 2000).

Die Glutamat-Dehydrogenase Gdh3 ist in S. cerevisiae einer von 3 Wegen, um
Glutamat aus Ammonium und alpha-Ketoglutarat zu synthetisieren (Avendano et al.
2005; DeLuna et al. 2001). Die Expression von CaGDH3 ist in der konditionellen
ACaplc1/pMET3-CaPLC1 Mutante reduziert, was im Einklang mit einer gestiegenen
CaNRG1-Expression steht, da Nrgl ein Repressor der GDH3-Expression ist (Murad
et al. 2001). Damit ware die Erhdhung der GDH3-Expression eher eine Folge der
gestiegenen NRG1-Transkription (siehe unten) als der Disruption von CaPLC1.
Barker et al. (2004) untersuchten genomweite Expressionsdnderungen von Genen
zwischen SC5314 und SC5314AR, einem Isolat in dem experimentell eine Resistenz

gegenuber Amphotericin B und Fluconazol induziert wurde. Dabei fanden sie die
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Zellstress-Gene  CaDDR48 und CaRTA2 neben den Genen der
Ergosterolbiosynthese hoch reguliert. CaDDR48 und CaRTAZ2 wurden auch im hier
besprochenen Expressionsvergleich zwischen CAF2-1 und konditioneller CaPLC1-
Mutante hoch reguliert gefunden. CaRTAZ2 wird in die gleiche funktionelle Gruppe
eingeordnet wie CaGUT2, IPF14981, CaMSS4 und [IPF10262. Bei der
Expressionssteigerung von CaGUTZ2 und IPF14981 kann daher ein Zusammenhang
vermutet werden. Die mitochondriale Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (Gut2)
dient in S. cerevisiae dem Abbau von Glycerol. Die Transkription von GUTZ2 wird
beim Wachstum auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen und Nahrstoffmangel
induziert (Grauslund et al. 2000). Die Repression der Transkription erfolgt durch
CAMP (Tadi et al. 1999). Fur das Genprodukt von /IPF14981 wird die Funktion einer
Glycerophosphodiesterase/ Phosphodiesterase vermutet. Das entsprechende
Protein spaltet also vermutlich cAMP. Folglich kann eine erh6hte Expression von
IPF14981 zu einem schnelleren Abbau von cAMP und somit einer verkirzten Antwort
auf cCAMP in der Zelle flihren, was die Repression der CaGUT2-Transkription aufhebt
und ebenfalls zu einer erhdhten Transkription fiuhrt. Damit ware die
Transkriptionszunahme von CaGUTZ2 nur indirekt auf die CaPLC17-Mutation
zuruckzufihren.

Das Genprodukt von MSS4 ist die Phosphatidylinositol-4-Phosphat 5-Kinase
(P14P5K), deren Reaktionsprodukt PIP, das Substrat fur CaPlIcl ist. In C. albicans ist
das Protein Mss4 membranstdndig und die Aktivitatt von Mss4 steigt bei der
Hypheninduktion durch Temperaturwechsel (Hairfield et al. 2002). Eine
Expressionssteigerung kann der Versuch der Zellen sein, die Substratmenge fir
CaPlIcl zu steigern, weil in der Mutante ein Mangel an Plcl-Reaktionsprodukten, den
sekundaren Botenstoffen DAG und IP3, herrscht. Gleichzeitig kann PIP, auch die
Phospholipase D (PId1) stimulieren (Hairfield et al. 2002), die eine weitere Quelle fir
DAG darstellt.

Und schlie3lich gehért zu den starker transkribierten Genen der ACaplc1/oMET3-
CaPLC1 Mutante auch CaNRG1, das Gen fur einen wichtigen
Transkriptionsrepressor. CaNrgl reguliert Gene allein oder gemeinsam mit CaMigl
bzw. CaTupl. Der Repressor reguliert Gene unterschiedlicher zellularer Funktionen,
wie Gene der Morphogenese, Virulenz oder Stressantwort. Die CaNrgl-Mutante ist
hyperfilamentts (Murad et al. 2001 A / B; Braun et al. 2001).
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Die Ergebnisse des Microarray-Experiments zeigten einige regulatorische
Zusammenhange auch unter den differentiell exprimierten Genen auf und zeigten
damit die Komplexitdt und auch Limitierung der Erkenntnisse solcher Analysen.
Direkte Hinweise zur zellularen Funktion der CaPlcl gibt es nicht, allerdings weitere
Hinweise, die diejenigen Vermutungen stitzen, die nach den vorhergehenden
Experimenten geéul3ert wurden. Dazu gehoren die erhohte Expression von CaMSS4
und die nahe liegende CaPlcl-Funktion im Phosphoinositol-Pathway, die Zunahme
von CaNRG1-Transkripten und die verzogerte Hyphenbildung der Mutante.

4.6 Zwei putative Funktionen von CaDoal aufgrund von Sequenzvergleichen

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit versuchte, Informationen Uber die Funktion
und Rolle des aufgrund seiner Ahnlichkeit als CaDoal bezeichneten Proteins in C.
albicans zu erhalten. Dazu erfolgten zunachst Ableitungen anhand der Protein- bzw.
Gensequenz, die uber die Ahnlichkeit zu Doal von S. cerevisiae und dem
Saugerprotein PLAP (Phospholipase A; aktivierendes Protein) hinausgingen.

Aus der abgeleiteten Proteinsequenz fur CaDoal lasst sich das Protein Uber die
groRe Ahnlichkeit der Sequenz zur Familie der WD-repeat-Proteine zuordnen. Damit
ist jedoch keine funktionelle Einordnung moglich, da die Funktionen der bekannten
WD-repeat-Proteine sehr unterschiedlich sind. So sind Proteine bekannt, die
beispielsweise bei der Regulation der Signaltransduktion, der pre-mRNA
Prozessierung, der Zytoskelettausbildung und der Transkription mitwirken (Smith et
al. 1999). Typischerweise besitzen Proteine der WD-repeat Familie keine
katalytische Funktion und bilden Multiproteinkomplexe durch die Interaktion mit
anderen Proteinen Uber die WD Wiederholungen (Neer et al. 1994). Einige WD-
repeat Proteine sind dennoch mit einer funktionalen Domane fusioniert und besitzen
deshalb eine katalytische Aktivitat, so auch das Saugerprotein PLAP (Neer et al.
1994). Diese funktionale Domane ist die mellitindhnliche Sequenz (Clark et al. 1991).
Mit dieser Domane ist PLAP in der Lage, die Phospholipase A; zu aktivieren, was
durch einen Anstieg des Reaktionsprodukts (Arachidonsdure) gezeigt werden
konnte. Eine A&hnliche Sequenz wurde in der vorliegenden Arbeit in CaDoal
identifiziert.

In den Genomen von S. cerevisiae und C. albicans wurden mehrere Gene

gefunden, die fur beschriebene oder putative WD repeat Proteine kodieren. Das
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prominenteste Beispiel ist wahrscheinlich der Transkriptionsrepressor Tupl. Durch
die variable Region (Neer et al. 1994) innerhalb der Konsensussequenz der WD-
Wiederholung ergeben solche Proteine bei einem Proteinsequenzvergleich jedoch
nicht samtlich hohe Ahnlichkeiten. ScDoal, das die groRte Ahnlichkeit mit CaDoal
(alias IPF4477) hat, spielt eine Rolle bei der ubiquitinabh&ngigen Proteindegradation,
bei der Kontrolle der zellularen Ubiquitinkonzentration und bindet in ,yeast-two-
hybrid* Assays Cdc48, Ciul, Cui2 und Cui3 (Johnson et al. 1995; Keil et al. 1996;
Seigneurin-Berny et al. 2001; Ghislain et al. 1996; Decottignies et al. 2004). Fur die
Bindung an die im ,yeast-two-hybrid“ Assay gefundenen Proteine sind die C-
terminalen 260 Aminosauren von ScDoal notig (Decottignies et al. 2004). ScDoal
modifiziert die NHEJ (nonhomologous end-joining) Maschinerie in Abh&ngigkeit von
der stationdren Phase (Wilson 2002). In Mutanten denen ScDoal fehlt, treten
niedrigere Konzentrationen freien Ubiquitins auf.

Auch ScDoal hat 7 WD Wiederholungen (Keil et al. 1996), wobei wie bei CaDoal die
zweite und siebte starker von der WD-Konsensussequenz abweichen. Damit sind die
beiden homologen Proteine fur diesen Teil der Sequenz (WD-Wiederholungen, N-
terminal) sehr &hnlich. Keil et al. (1996) zeigten des Weiteren in anderer
Herangehensweise als in dieser Arbeit, dass die homologen Bereiche zwischen
ScDoal und dem Saugerprotein PLAP aullerhalb des WD-Bereiches die
katalytische, mellitindhnliche Sequenz in PLAP aussparen. Sie vermuten deshalb
ahnliche und unterschiedliche Funktionen von ScDoal und PLAP. In dieser Arbeit
wurde bei der Sequenzanalyse gezeigt, dass sich CaDoal und PLAP gerade im C-
terminalen Bereich (durch Homologien innerhalb der mellitinahnlichen Sequenz)
ahnlicher sind als ScDoal und PLAP. Damit sind anhand von Sequenzahnlichkeiten
zwei verschiedene putative Funktionen von CaDoal denkbar. Die eine bestiinde in
einer Verbindung mit den vielfaltigen Wirkungen von Ubiquitin in der Zelle und die
andere in einer Verbindung mit dem Phospholipidkreislauf in der Zelle. Durch weitere
Untersuchungen, auch im Rahmen dieser Arbeit sollten diese Funktionen, wenn
madglich, untermauert werden.

Da in friheren Publikationen (Price & Cawson 1977, Mago & Khuller 1990, Goyal &
Khuller 1992) aufgrund von Aktivitatstests eine Phospholipase A (PLA) Aktivitat in C.
albicans postuliert wurde, jedoch auch mit dem Genomprojekt kein entsprechendes
Gen in C. albicans gefunden wurde, stellt ein Protein mit einer potentiellen PLAP-
Aktivitat eine Moglichkeit zum Auffinden einer PLA dar.
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4.7 Die CaDOA1-Mutante zeigt einen pleiotropen Phénotyp

Nach der Sequenzanalyse wurde die Expression des Gens (CaDOA1) mittels RT-
PCR untersucht und eine Mutante erstellt, um die oben genannten Vermutungen
durch eventuell veranderte Phanotypen zu erharten.

Das sowohl in der Hefe- als auch der Hyphenform exprimierte (s. Abb. 3.2.2-1) Gen
CaDOAL1 ist nicht essentiell, denn die Mutante ist lebensfahig. Auffalligster Phanotyp
der CaDOA1-Mutante ist die Hyperfilamentation sowohl in Flissigkultur als auch auf
festem Medium. Dadurch wurden auch die Wachstumskurvenverlaufe bei Messung
der ODggo verfalscht (s. Abb. 3.2.4-1 A), denn die Filamente der Mutante flocculieren
schneller als die Hefezellen des Wildtyps. Es kann folglich nicht von einem eindeutig
langsameren Wachstum der CaDOA1-Mutante bei dieser Untersuchung gesprochen
werden.

Am sichersten kdnnen Pseudohyphen und echte Hyphen durch die Lage der Septen
zur Mutterzelle voneinander unterschieden werden (Sudbery 2001). Wie aus der
Calcofluor-Farbung der Zellwdnde und Septen zu ersehen ist (s. Abb. 3.2.4-3),
bestehen die Filamente der Mutante aus einem Gemisch von Pseudohyphen und
echten Hyphen.

Einen &hnlichen, filamentdsen Phanotyp zeigten beispielsweise die Mutanten der
Gene CaSSN6 (Hwang et al. 2003), CaSPT3 (Laprade et al. 2002), CaUBI4 (Roig
und Gozalbo, 2003), CaRADG6 (Leng et al. 2000), CaCDC4 (Atir-Lande et al. 2005)
und CaGRR1 (Butler et al. 2006) in C. albicans. Bei den Genen CaUBI4, CaCDC4,
CaRADG6 und CaGRR1 besteht eine Verbindung zum Ubiquitin-Pathway.

Die Mutanten der Gene SSN6 und SPT3 in C. albicans zeigten auch eine reduzierte
Virulenz im Mausinfektionsmodell. Dagegen ist die hyperfilamentése PDE2-Mutante
ebenso avirulent wie hypofilamentdése Mutanten (Bahn et al. 2003). Ein Test im Labor
von F.C. Odds (Aberdeen) mit der wéahrend dieser Arbeit erstellten CaDOA1-Mutante
zeigte am Mausmodell zur systemischen Infektion dagegen keine signifikante
Anderung der Virulenz der Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Damit wird deutlich,
dass ein alleiniges Wachstum in der Hyphenform keine gesteigerte Pathogenitét
bedeutet, obwohl bekannt ist, dass Hyphen die invasivere Morphologie bei C.
albicans darstellen. Hyphen kénnen aber auch fur eine bessere Nahrungsaufnahme
in Stresssituationen notig sein. Der hyperfilamentose Phanotyp der CaDOA1-Mutante
kann auch nicht als Hinweis fir eine maogliche hypheninhibierende Wirkung der
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CaDoal-Funktion gesehen werden, da die Transkription des Gens mit der
Hyphenbildung, beispielsweise in vitro in Lee’s Medium (s. Abb. 3.2.2-1), zunimmt.
Fur die Hyperfilamentierung bei allen getesteten pH-Werten (37°C), jedoch nicht auf
SD-Medium, muss bei  einer Interpretation  auch  die  veranderte
Phosphatkonzentration in den Platten als mdgliche Ursache in Erwagung gezogen
werden, da Phosphatpuffer verwendet wurde.

Wie schon der Sequenzvergleich von CaDoal und ScDoal vermuten lasst, zeigte
ein Vergleich der Ergebnisse der Tropftests gemeinsame und unterschiedliche
Phénotypen der Mutanten dieser homologen Gene.

Ghislain et al. (1996) fanden bei der Ufd3 (alias Doal) - Mutante in S. cerevisiae
keinen Effekt auf erhbhte Temperaturen, Coffein (8 mM), NaCl (0,9 M), CaCl, (0,1
M), EGTA (10 mM), jedoch einen Sporulationsdefekt. Wahrend sich die C. albicans
Mutante im Fall von NaCl und CacCl; gleich verhielt, wurde sie durch Coffein (10 mM)
und EDTA (1 mM), das ahnlich wirkt wie EGTA, gehemmt. Beides weist auf einen
Defekt bei Stress durch zweiwertige lonen hin. EDTA entzieht durch die
Chelatorwirkung zweiwertige lonen und Coffein hat als CcAMP
Phosphodiesterasehemmer einen Effekt auf das zellulare Calcium durch die
Beguinstigung der Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern (Sigma-Aldrich,
Coffein-Produktbeschreibung).

Die Deletion von ScDOAL1 fiihrte zur Resistenz gegenuber Isofluran und kreuzreaktiv
auch gegeniber anderen flichtigen Anasthetika. Zudem war die Mutante in
Abhangigkeit von der Wachstumsphase temperatursensitiv (Keil et al. 1996). Wolfe
et al. zeigten 1998, dass die DOAl-Mutante von S. cerevisiae im Vergleich zum
Wildtyp sensitiver gegenuber Cadmium ist und resistenter gegentber Isofluran.
Gegenuber Cycloheximid verhielt sich die Mutante von S. cerevisiae wie die
Kontrolle. Cycloheximid rief nur eine schwache Hemmung der Mutante in C. albicans
hervor. Letztere Mutante verhielt sich aber sowohl gegeniiber Cadmium als auch bei
Gegenwart von Isofluran sensitiver. Dieser Unterschied der Phanotypen weist
moglicherweise auf die oben angesprochenen zwei verschiedenen putativen
Funktionen in C. albicans hin.

Cadmium reagiert mit Thiolgruppen und kann in einigen Proteinen Zink ersetzen, was
wahrscheinlich einen Abbau der abnormen Proteine zur Folge hat. In S. cerevisiae
zeigten Jungmann et al. (1993), dass Mutanten von Ubiquitin-konjugierenden
Enzymen (Ubcl, Ubc4 und Ubc7) hypersensitiv gegenuber einer Cadmiumexposition
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sind. Die Degradation von Ubiquitin-konjugierten Proteinen erfolgt Uber das
Proteasom. Auch die Mutation einer essentiellen Untereinheit des Hefeproteasoms
(Prel) fuhrte zur Cadmiumhypersensitivitdt. Damit konnte die Funktion von CaDoal
durchaus mit dem Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau verbunden sein. Die
Wirkungsweise von Isofluran ist noch nicht geklart, es wird jedoch ein
Zusammenhang mit den Membranlipiden und/ oder membrangebundenen Proteinen
vermutet, da mit zunehmender Lipophilitat auch das anasthetische Vermogen einer
solchen Substanz steigt (Keil et al. 1996). Wolfe et al. (1999) postulierten jedoch eine
mdgliche Rolle des Ubiquitin-Metabolismus bei der Reaktion auf Isofluran und
diskutierten einen direkten und einen indirekten Zusammenhang von beiden. Keines
der Modelle ist jedoch naher charakterisiert oder untersucht.

Auch die Phanotypen, zu denen es keine Entsprechung bei der S. cerevisiae
Mutante in der Literatur gibt, bestatigen die Vermutungen zur Funktion von CaDoal.
Propranolol hemmt die Morphogenese in C. albicans wahrscheinlich Uber die
Bindung von PA (Phosphatidsaure/ phosphatidic acid), das durch die Pld1-vermittelte
PC-Hydrolyse entsteht und Ausgangsstoff flr die DAG Bildung ist. Dabei &ndert sich
die DAG-Konzentration in der Zelle nicht (Baker et al. 2002). Fehlende Pld1-Aktivitat
fuhrt beim Zellwachstum zu einer erhéhten Sensitivitat gegentiber Propranolol (Baker
et al. 2002). Eine solche fehlende oder verminderte Aktivitat lasst sich bei der
Mutante vermuten, da sie sowohl gegentber Propranolol, als auch gegentber
Butanol sensitiv ist. Gleich mehrere Phanotypen (SDS, Amphotericin B, Amorolfin,
Itraconazol) weisen auf eine verminderte Zellmembranintegritat hin. Amphotericin B,
aber nicht Fluconazol, reduziert die extrazellulare Phospholipaseaktivitat in C.
albicans (Anil et al. 2003). So besteht auch hier wieder eine mdgliche Verbindung zu
den Phospholipasen. Eine veranderte Zellwand- und Zellmembranintegritat kbnnen
die Ursache fur veranderte extrazellulare Proteinaktivitaten sein, wie sie die
Phanotypen auf Blutagar, Eigelbagar und YCB-BSA zeigen. Dabei sind die
Unterschiede in den Hofen auf diesen Medien schwer zu deuten, da jedes Mal auch
eine starkere Filamentierung bei der Mutante auftrat und es bei C. albicans zwischen
Hefeform und Hyphenform Unterschiede in der extrazellularen Proteinaktivitat gibt.
Die Hemmung der Mutante durch Cycloheximid und Hygromycin B deutete auf eine
vermehrt notwendige Proteinsynthese in der Mutante hin.

Vor dem Hintergrund von Minimalmedium ist die CaDOA1-Mutante von C. albicans

empfindlicher gegenluber oxidativem Stress. Auch dies ist eine moégliche Verbindung
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zur ubiquitinabhangigen Proteindegradation, denn durch H,O, oxidierte Proteine
werden ubiquitiniert und tUber das 26 S Proteasom vakuolar abgebaut.

Die Bildung eines aufgeklarten Hofes auf Blutagar-Platten wird durch lipolytische und
proteolytische Enzyme verursacht. Auffallend ist der vollig unterschiedliche Phanotyp
der Mutante bei den beiden Temperaturen 30°C und 37°C. Bei 30°C war der Hof
proportional zur verstarkten Hyphenbildung. Obwohl die Mutante bei 37°C nicht
hyperfilamentts, sondern eher gehemmt wuchs, zeigte sie einen deutlicheren Hof als
der Wildtyp. Das deutet darauf hin, dass die sekretierten Faktoren fur die
Blutagaraufklarung keine invasive Filamentbildung voraussetzen.

Die phéanotypische Analyse erhartet nicht nur die Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zwischen ScDoal und CaDoal und deutet auf das doppelte
Wirkungsfeld von CaDoal hin, sondern zeigt auch eine Verbindung der Funktion von
CaDoal mit der Morphologiekontrolle in C. albicans.

4.8 Retransformation und Uberexpression mit Hilfe des PCK1-Promotors

Um zu Uberprifen, ob die CaDOAL1- Disruption tatsachlich als Ursache fur den
Phanotyp verantwortlich gemacht werden kann, wurden in dieser Arbeit mehrere
isogene hetero- und homozygote Mutanten bei der Phanotypsuche verwendet.
Dartber hinaus wurden einige Phéanotypen durch ein extrachromosomal
transkribiertes CaDOA1 Gen auf dem Plasmid pBI-1 unter Kontrolle des CaPCK1-
Promotors aufgehoben. Trotz der eingeschrénkten Testmoglichkeiten bei diesem
induzierbaren Promotor konnten einige Phanotypen der CaDOA1-Mutante
rickgangig gemacht werden. Neben den von Stoldt et al. (1997) und Leuker et al.
(1997) publizierten Medien zur Induktion des CaPCK1-Promotors (CAA- und B-
Medium) wurden in dieser Arbeit noch weitere Glukosemangelmedien verwendet,
z.B. SGlycAc und Blutagar.

Die Hyperfilamentation konnte nicht immer (bei allen Isogenen bzw. Bedingungen)
durch PCK1-Induktion vollstandig aufgehoben werden, manchmal trat sie nur einige
Zeit spater und schwacher als bei der CaDOA1-Mutante auf. Das kann eine Ursache
in der Anzahl der pBI-1 Plasmidderivate in der Zelle haben, wie es auch bei CaTEC1
(Schweizer et al. 2000 und personliche Kommunikation) beobachtet wurde. Dort
wurden in Abh&ngigkeit von der Anzahl der pBI-1 Plasmidderivate in der Zelle
verschiedene Phanotypen beobachtet. Damit kdnnte auch die leichte Hemmung
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erklart werden, die schon das leere Plasmid (pBI-1) als Kontrolle (C1) fir die
Uberexpression in diesem Stamm verursachte. Die Auswertung des Microarray
Experimentes ergab einen Anstieg der Transkription von CaPCK1 um das 3,7 fache
in der Mutante (s. Abbildung 3.2.9-1). Deshalb wére auch bei Verwendung von pBI-1
Derivaten ein Einfluss auf die Transkription der beiden Gene CaPCK1 und CaDOAl
denkbar.

4.9 Induktion der Transkription von CaDOA1

Drei Stressbedingungen (Temperatur-, oxidativer und Schwermetallstress), die bei
der Mutante auch einen Phanotyp auslosten, wurden beim Wildtyp im Hinblick auf
eine mogliche Transkriptdnderung von CaDOA1 untersucht. Dabei ist anzumerken,
dass ein solcher transkriptioneller Zusammenhang nicht zwingend erforderlich ist, um
bei der Mutante einen Phanotyp hervorzubringen. Bei einem direkten
Zusammenhang von Proteinfunktion und eingesetztem Stress kann die Regulation
auch posttranskriptionell erfolgen. Uber sekundare Effekte kann bei einer Mutante
auch ein Phanotyp auftreten, der nur indirekt etwas mit der Funktion des fehlenden
Proteins verbunden ist. Von S. cerevisiae ist bekannt, dass die Expression einiger
Gene des Ubiquitinsystems, z. B. von Proteasomproteinen, durch Cadmium
induzierbar ist (Jungmann et al. 1993). Trotz des deutlichen Phanotyps steigert
Cadmium die Transkription von CaDOA1 im Vergleich zur Kultur in SD bei 37°C
nicht.

Auch der oxidative Stress im SGlyc Medium fuhrt zu keiner Induktion der
Transkription bei dem gewéhlten Experimentaufbau. Bei 42°C, wo der Phénotyp der
Mutante nicht wie bei den beiden vorherigen Bedingungen in einer Hemmung,
sondern in einer verdnderten Kolonieoberflache besteht, kommt es dagegen zu einer
Zunahme der CaDOAL1- Transkription.

Es sei hier noch einmal auf die Verwendung zweier unterschiedlicher Primerpaare fur
die Kontrollgene CaEFB1 und CaACT1 hingewiesen, denn erst dadurch war es
maoglich diese Probe auszuwerten. Das Primerpaar fur CaACT1 unterscheidet nicht
zwischen den Transkripten mit und ohne Intron wie das Primerpaar fur CaEFBLI.
Damit werden beide Transkriptlangen in einem gleichlangen PCR-Produkt
amplifiziert. Das ist bei den Proben aus der 42°C Kultur wichtig, da bei 42°C das
SpleiRen nicht mehr vollstandig bzw. verzogert stattfindet (Bracken et al. 1999; Vogel
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et al. 1995; Yost et al. 1991). Fir die Entscheidung Uber die Transkriptionsregulation
von CaDOA1 wurden PCR-Bedingungen gewabhlt, unter denen die Transkriptmengen
von CaACT1 in der exponentiellen Amplifikationsphase gleich sind. Sowohl die
Cadmiumzugabe, als auch der durchgefiuihrte Hitzeschock fluhren zu mehr
fehlgefalteten Proteinen, die Uber das Proteasom abgebaut werden mussen. Die
fehlende Aktivitdt von CaDoal, die mit dem ubiquitinvermittelten Proteinabbau in
Verbindung steht, fihrte in der Mutante in beiden Fallen zu einem Phanotyp, steht

aber nur mit der Hitzeschockantwort transkriptionell in Zusammenhang.

4.10 Microarray-Analyse der CaDOA1-Mutante

Die Microarray-Analyse war eine weitere Methode mit deren genomweitem
Expressionsvergleich zwischen Wildtyp (CAF2-1) und CaDOAl-Mutante, wenn
maoglich, Funktionshinweise fir CaDOA1 gefunden werden sollten. Als Wachstums-
bedingungen flur dieses Experiment wurde mit einer Vorkultur bei 30°C in SD-
Medium und einer anschlielenden Kultur bei 37°C in SD-Medium eine
Standardkulturbedingung gewéhlt. Doch die phé&notypische Erscheinung der zu
vergleichenden Stamme war so unterschiedlich, dass deutliche Expressions-
unterschiede erwartet wurden.

92 Gene wurden unterschiedlich exprimiert. Etwa fur ein Drittel der differentiell
regulierten Gene (36 von 92) in der CaDOAL- Mutante ist die Funktion unbekannt.
Das entspricht etwa dem Verhaltnis im gesamten Genom. Selbst bei dem
systematisch untersuchten Genom von S. cerevisiae codierten 1/3 der offenen
Leserahmen (ORF) fur (zu dem Zeitpunkt der Analyse) unbekannte Proteine (Bianchi
et al. 2001). Vielen der Gene mit einer veranderten Expression wurde eine Funktion
Uber Homologievergleiche oder Sequenzanalyse zugeschrieben, sie sind jedoch
nicht n&her untersucht und haben oft noch keinen Gennamen. Die Sortierung der
regulierten Gene in weit gefasste funktionelle Gruppen anhand der vermuteten oder
bekannten Funktion ergab eine grof3e Gruppe von 13 Genen, die in Zusammenhang
mit Ubiquitin, Proteolyse und Proteasom im weitesten Sinne stehen. Dies kann so
ausgelegt werden, dass auch die Funktion von CaDOAL in diesem Zusammenhang
steht. Herauszuheben sind dabei die Gene CDC48 und UBI4, uber die es mehrere
Literaturdaten gibt. In S. cerevisiae kann die Uberexpression von ScUbi4 zum Teil
die proteolytischen Defekte der ScDoal-Mutante aufheben (Johnson et al. 1995).
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CaUBI4 kann den Phanotyp der ScUBI4-Mutante komplementieren. CaUbi4 spielt
eine geringere Rolle beim Hitzeschock und eher eine wichtigere bei der Kontrolle von
Entwicklungsprogrammen von Morphogenese und Switching folgerten Roig et al.
(2003) nach Untersuchung der CaUBI4 heterozygoten Mutante von C. albicans.
Denn diese Mutante war nur wenig sensitiver gegenuber Hitze als ein Wildtyp Stamm
und zeigte phanotypische Effekte wie die verstarkte Bildung von Hyphen und
Pseudohyphen, hauptsachlich bei Zellen der stationaren Wachstumsphase. Die
Expression von CaUBI4 (Polyubiquitin) war erhoht bei Hitzestress und in hungernden
Zellen, wahrend das Expressionsniveau in wachsenden Zellen im Vergleich zur
CaUBI3-Expression eher gering war (Roig et al. 2002) [Anmerkung: In dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass auch CaDOA1 bei Hitzestress induziert wird (s.0.).]. Zellen der
CaUbi4-Mutante aus Kulturen mit Glycerol als Kohlenstoffquelle reagierten in der
stationdren Phase auf chronischen Temperaturstress, Zellen aus der exponentiellen
Phase oder Glukosemedium jedoch nicht. Weiterhin bildeten Zellen aus der
exponentiellen Phase echte Hyphen und Pseudohyphen nach Wachstum in Lee’s
Medium bei 28°C vor einer ,Hungerperiode” (Roig et al. 2003).

Ghislain et al. zeigten 1996 durch Co-Immunoprazipitation und ,two-hybrid“ Assays,
dass ScDoal ein Ligand von ScCdc48 ist. ScCdc48 ist eine essentielle ATPase und
wird fur den Zellzyklusablauf und die Fusion von ER-Membranen bendtigt. Hier
besteht wiederum ein Zusammenhang zwischen Ubiquitin und Membranlipiden im
weitesten Sinne.

CaSMT3 ist ebenfalls der funktionellen Gruppe ,Ubiquitin, Proteolyse und
Proteasom* zuzuordnen und ist ein SUMO (small ubiquitin-related modifier) Protein.
Proteine kdnnen mit SUMO, &hnlich wie mit Ubiquitin, posttranslational modifiziert
werden, wodurch Protein-Protein- oder Protein-DNA-Wechselwirkungen, die
Proteinlokalisation, die enzymatische Aktivitat und der Proteinabbau reguliert werden
(Melchior et al. 2003). In C. albicans sind Septin-assoziierte Proteine am
Knospenhals auf der Seite der Mutterzelle Ziele der SUMO-Maodifizierung (Martin und
Konopka, 2004).

Obwohl bei der Probennahme fir das Arrayexperiment ein Filamentgemisch
vorhanden war, ist nur CaHWP1 als hyphenspezifisches Gen in der Mutante im
Vergleich zur Wildtypprobe hoch reguliert.

CaTTR1 und CaTRR1 aus der Gruppe ,Oxidativer Stress” sind im Microarray
Experiment von Enjalbert et al. (2003) neben anderen Genen als Antwort auf
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oxidativen Stress ebenfalls hoch reguliert. Dort sind sie sogar mehr als 4fach hoch
reguliert. Wie in vorherigen Abschnitten bereits erwéhnt, ist die CaDOA1-Mutante
teilweise auch sensitiv gegeniber oxidativem Stress (s. Tabelle 3.2.5-T1). Werden C.
albicans Zellen Stickstoffmonoxid ausgesetzt, steigt die Transkription des Gens fur
das Flavohamoglobin CaYhbl, dessen Deletion eine hyperfilamentdose Mutante
erzeugt (Hromatka et al. 2005).

Ebenfalls hoch reguliert ist CaPCK1 und wird hier aus der Gruppe “Elektronen- und
Sauerstofftransport® herausgehoben, weil der PCK1-Promotor fur die extra-
chromosomale Expression von CaDOAL in dieser Arbeit verwendet wurde. Zudem
wird CaPCK1 durch CaMigl repressiert (Murad et al. 2001).

In der Gruppe der Transporter finden sich 3 noch nicht ndher beschriebene
Generelle Aminosaure Permeasen (CaGAP3, CaGAP6, CaGAP7). Diese Tatsache
kann auf zwei Weisen ausgelegt werden. Zum einen kdnnten der Mutante Nahrstoffe,
genauer Aminosauren fehlen, die sie verstarkt aufnehmen muss. Zum anderen kann
es auch auf einen Ubiquitinsystemdefekt in der Mutante deuten. Denn eine Funktion
von Ubiquitin ist unter anderem die Regulation von Rezeptoren Uber deren Abbau,
aber auch die Bindung des Liganden kann ubiquitinabhangig sein. Beispielsweise
vermittelt Ubiquitin in S. cerevisiae die Internalisation und Defragmentierung von
Plasmamembranproteinen wie ScGapl. ScSte2, ScSte3 und ScSte6 werden in S.
cerevisiae ligandeninduziert ubiquitiniert und endocytiert (Bonifacino et al. 1998). Fir
C. albicans werden &hnliche ubiquitinvermittelte Regulationen bei der
Rezeptorwirkung des 37 kDa Lamininrezeptors, dem 58 kDa Fibrinogen bindenden
Mannoprotein und dem C3d Rezeptor angenommen (Sepulveda et al. 1996).

Die Literaturdaten zu mehreren homologen Genen in S. cerevisiae unterstitzen die
Aussage aus der Phanotypanalyse, dass die Membranintegritdt in der Mutante
gestort ist. So spielt ScScs7 eine Rolle bei der Sterolregulation, wobei die
Sterolkonzentration den Sphingolipidmetabolismus reguliert (Swain et al. 2002).

Die Deletion von ScAcbl (acyl-CoA-binding protein) fuhrt zu einer verdnderten
Ceramidsynthese und damit zu einer verdnderten Vakuolenmorphologie und —fusion
(Faergeman et al. 2004). ScAcbl hat eine Funktion bei der Membranorganisation,
denn in den Mutanten ist weiterhin die Sphingolipidsynthese reduziert, die
Zusammensetzung der Plasmamembran verdndert und es tritt eine
Vesikelakkumulation auf (Gaigg et al. 2001). ScAre2 verestert Ergosterol. Der
Verlust fuhrt zu einer verminderten Sterolsynthese (Yang et al. 1996; Jensen-
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Pergakes et al. 2001). Durch verschiedene Stressformen, z. B. DTT, Hitze, Ethanol
und oxidativer Stress, ist die Transkription des Gens fur das ER-Membran assoziierte
Protein ScErol induzierbar (Takemori et al. 2006). Wenn die entsprechenden Gene
in C. albicans gleiche oder ahnliche Funktionen ausiben, soll in der Mutante durch
eine Transkriptionsinduktion dieser Gene die Membranintegritat wiederhergestellt
werden. Die phanotypische Analyse mit erh6hter Sensitivitdt gegeniber, z. B. SDS,
Amphotericin B, Amorolfin, Hygromycin B und Cycloheximid, unterstitzt die These
von Defekten in der Zellwand bzw. Zellmembran. Die CaDOA1-Mutante zeigt
ebenfalls eine Zunahme granulérer Strukturen in der Zelle, mdglicherweise ist dies
eine Vesikelakkumulation (s. 3.2.4) wie in der SCACB1-Mutante (s.0.).

ScMbfl (mutiprotein bridging factor) vermittelt die Transkriptionsaktivierung durch
ScGen4d in S, cerevisiae (Takemaru et al. 1998). ScCpr6 bildet in S. cerevisiae
Komplexe mit ScHsp90, das seinerseits in mehreren Signaltransduktionswegen eine
Funktion hat (Duina et al. 1996). Mit diesen beiden Proteinen ist die Expression von
Vertretern komplexer Mechanismen in der Mutante reguliert.

Wie schon die Sequenzanalyse zu CaDoal und der Phénotyp der CaDOA1-Mutante,
so weisen auch die Ergebnisse des Microarray-Experiments auf zwei mdgliche
Funktionen von CaDoal: eine im Zusammenhang mit dem Ubiquitinsystem und eine

im Zusammenhang mit dem Phospholipidkreislauf.

4.11 Die mellitindhnliche Sequenz ist fir die Funktionalitat

von CaDoal notwendiqg

Clark et al. (1991) haben die PLA, aktivierende Wirkung der mellitindhnlichen
Sequenz in PLAP gezeigt, indem sie das entsprechende kurze Peptid der PLAP-
Proteinsequenz synthetisierten und es auf die aktivierende Wirkung hin untersucht
haben. Die PLA, Aktivitdt stieg dosisabhangig, wie im Anstieg des
Reaktionsproduktes Arachidonsaure zu verfolgen war. In dieser Arbeit wurde die
Sequenz nicht isoliert untersucht, sondern die entsprechende Sequenz innerhalb des
CaDOA1 Gens disruptiert. Bei der verwendeten Vorgehensweise wurde nicht die
Wirkung der mellitindhnlichen Sequenz auf die PLA; Aktivitdt bestimmt, sondern
allgemein die Wichtigkeit dieser kurzen Proteinsequenz fir die Funktionalitat
untersucht. Durch die vorhandenen Phé&notypen der CaDOA1-Mutante (s. oben) und
die Lage der Disruption im Gen wurde gezeigt, dass die Region der WD-
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Wiederholungen fir die vollstandige Funktionalitdt des Proteins nétig ist. Da der
Phénotyp der Mutante nicht durch ein Protein ohne mellitindhnliche Sequenz
aufgehoben werden konnte, wohl aber durch ein Protein mit kompletter Sequenz,
zeigt dies, dass dieser Abschnitt des Proteins fur seine vollstdndige Funktionalitat
notig ist. Dass Anderungen in der Tertiarstruktur des veranderten Proteins die
Ursache fir die fehlende Funktionalitdt des Proteins waren, ist nicht auszuschliel3en.
Es wurden 25 Aminosauren deletiert und nur 4 an ihrer statt durch die Kpnl
Schnittstellen eingefiigt. Die eingefligten Aminosduren Glycin und Threonin waren
auch im Ausgangsprotein vorhanden. Da mehrere Transformanden getestet wurden,
die sich alle gleich verhielten, sollte die unterschiedliche Anzahl der pBI-1 Derivate in
der Zelle als Fehlerquelle ausgeschlossen sein.

Somit ist die mellitindhnliche Sequenz als putative katalytische Doméne fir die
Funktion von CaDoal erforderlich.

4.12 Phospholipaseaktivitaten

Die bisherigen Ergebnisse deuten zwar auf eine Funktion von CaDoal hin, die
sowohl in den Bereich des Ubiquitinsystems, als auch in den des
Phospholipidsystems geht, untermauern jedoch vor allem erstere Funktion. Dass
beide Wirkungen sich nicht ausschlieBen, zeigten Guarino et al. 1995, denn PLA;
kann den Lipidanker einer membrangebundenen Ubiquitinform abspalten, die an
Knospen von Baculovirus-Virionen auftritt.

Beim homologen Saugerprotein zu CaDoal, PLAP, ist die mellitindhnliche Sequenz
fur die Erh6hung der PLA»-Aktivitat verantwortlich (Clark et al. 1991; Ribardo et al.
2001). Eine solche Sequenz ist auch fiur die Funktionalitat von CaDoal notwendig
(s.0.). In C. albicans sind 3 Phospholipasen der Klasse B beschrieben, Plbl, Plb2
und PIb5 (Hoover et al. 1998; Leidich et al. 1998; Sugiyama et al. 1999; Theiss et al.
2006). Mit dem Genomprojekt wurden noch 2 weitere mdgliche PLB-Gene gefunden,
ein Gen fur eine mogliche Phospholipase A (PLA) ist jedoch noch nicht gefunden
worden.

Mehrere frihere Arbeiten, beruhend auf Aktivitatstests, weisen auf die Aktivitat einer
PLA hin, aber auch Lysophospholipase- und Lysophospholipase-Transacylase-
Aktivitaten wurden gezeigt (Price und Cawson 1977; Mago und Khuller 1990;
Takahashi et al. 1991; Mirbod et al. 1995). Tabelle 4.12-T1 ist eine
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Zusammenfassung von Publikationen mit diesen Enzymassays. Bei dem in dieser
Arbeit verwendeten Enzymassay wurden die freigesetzten Fettsduren bestimmt.
Damit ist eine Unterscheidung zwischen der Aktivitat von PLA, PLB und
Lysophospholipase nicht moglich, denn alle drei Enzyme spalten die Fettsduren ab.
Eine Lysophospholipase verwendet als Substrat ein Lysophospholipid, wie z.B. LPC
im vorliegenden Fall. Auch bei den meisten friiheren biochemischen Untersuchungen
in der Literatur ist keine solche Unterscheidung zwischen den Enzymaktivitaten
maoglich. Deshalb kann das als PLA postulierte Enzym durchaus die Aktivitat einer
PLB sein. Beide Enzyme unterscheiden sich nur darin, dass die PLA nur eine
Fettsdure abspaltet (die am ersten oder die am zweiten Kohlenstoffatom) und die
PLB beide Fettsauren. Fur die Unterscheidung der Aktivitaten von PLA, PLB und
Lysophospholipase ware zusatzlich eine Untersuchung der Enzymassayprodukte
mittels Dunnschichtchromatographie nétig.

Mit den Substraten PC und LPC wurden in der vorliegenden Arbeit bekannte
Substrate fur C. albicans verwendet. PC ist auch Bestandteil der Lipid-
zusammensetzung in C. albicans (Goyal et al. 1992; Mahoudabadi et al. 2001). Der
Umsatz von PC durch intrazellulare Proteine war nicht messbar bzw. war auch nach
20 h Inkubation nur sehr gering. Dieser Unterschied zu den Referenzen in Tab. 4.12-
T1 entstand durch die kleine verwendete Pelletgrof3e zur Extraktion und eine
fehlende Proteinanreicherung. Die Aktivitat &nderte sich kaum durch die Zugabe von
Calciumionen, woraus sich schliel3en lasst, dass die gemessene Aktivitat nicht von
calciumabhéngigen Enzymen stammte. Auch die verschiedenen verwendeten pH-
Werte (pH 6,0 und 7,5) zeigten nur minimale Unterschiede, so dass das
entsprechende Enzym kein enges pH-Optimum fir die Aktivitat besitzt oder mehrere
Enzyme mit pH-Optima in diesem Bereich sich erganzen. Auf die von Mirbod et al.
(1995) beschriebene h-LPTA trifft, beispielsweise, die Calciumunabhéngigkeit und
das pH-Optimum von 6,0 zu.

Die Deutung der Ergebnisse des Enzymassays wird durch den Phanotyp der
Mutante erschwert, denn die Aktivitat und/ oder Expression der untersuchten Enzyme
anderte sich mit der Morphologie. In Hefezellen und Pseudohyphen ist die
Expression des CaPLB1 Gens hoéher als in Keimschlauchen (Hoover et al.1998).
Nach Goyal und Khuller (1992) besitzt die Hefeform intrazellular héhere PLA- und
Lysophospholipaseaktivitat als die Mycelform. Wé&hrend die extrazellulare PLA-
Aktivitat bei der Hefeform zwar geringer, jedoch nicht signifikant geringer, als bei der
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Mycelform war, zeigte die Aktivitdt der extrazellularen Lysophospholipase eine
signifikant erhdhte Aktivitdt bei der Hefeform. Bei der Aussage der Experimente
dieser Arbeit, dass die gemessenen Aktivitdten bei den Mutantenproben sinken,
muss deshalb die verringerte Aktivitat durch die vorhandenen Filamente
berlcksichtigt werden. Abgesehen von der YPD-Kultur ist der Unterschied im
prozentualen Filamentgehalt zwischen Wildtyp und Mutante jedoch so gering (2 -
6%), dass dieser nicht die Ursache fur das starke Absinken der gemessenen Aktivitat
sein kann. Folglich ist das Fehlen der CaDoal-Aktivitdt der Grund fur den
gesunkenen Umsatz von PC und LPC durch extra- und intrazellulare Proteine in der
Mutante. Die Aktivitat eines extrazellularen Proteins nimmt jedoch zu beim Umsatz
von PC. Dies kann bedeuten, dass es zwar durch den Morphologiewechsel induziert
wird, jedoch unabhangig von der CaDoal Funktionalitat ist. Eine weitere Moglichkeit
ist dagegen eine Regulation dieses Proteins durch CaDoal, doch in umgekehrter
Weise als die anderen in diesem Assay gemessenen Proteinaktivitaten.

Mit diesem Proteinassay konnte eine Verbindung zwischen CaDoal Funktion und

phospholipid- bzw. lysophospholipidhydrolysierenden Proteinen gezeigt werden.

Tabelle 4.12-T1: Zusammenstellung friiherer Publikationen zur Phospholipaseaktivitdt mittels
Enzymassays bezlglich der postulierten Enzyme und deren Lokalisation, sowie der verwendeten
Substrate im Assay (Aussagen zu PLC und PLD sind nicht beriicksichtigt).

Referenz Nachgewiesene Lokalisation Verwendete
Enzymaktivitat Substrate
Price u. Cawson 1977 | PLA, intrazellular PC, LPC
Lysophospholipase
Mago u. Khuller 1990 PLA, intrazellular, PLA in PC, LPC
Lysophospholipase Mikrosomenfraktion,
Lysophospholipase in
Mitochondrien
Takahashi et al. 1991 LPTA-I, LPTA-II, PLB extrazellular PC, LPC
Goyal u. Khuller 1992 PLA, extrazellular und PC, LPC
Lysophospholipase intrazellular
Mirbod et al. 1995 h-LPTA extrazellular LPI, LPE und LPC mit
verschiedenen
Fettsauren
Leidich et al. 1998 PLB1 extrazellular Dipalmitoyl-PC
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5 AUSBLICK

Ausgehend von den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit sind weitere Experimente
notig und gezieltere Fragestellungen im Hinblick auf die Klarung der Funktion der
Genprodukte der 4 untersuchten Gene (CaPLC1, CaPLC2, CaPLC3 und CaDOA1)
maglich.

Die Essentialitdt von CaPLCL1 ist nicht eindeutig bewiesen, doch gibt es fir Candida
albicans keinen direkten Nachweis. Auch der Nachweis essentieller Gene nach
Enloe et. al. (2000) ist indirekt, ebenso wie die Testung weiterer regulierbarer
Promotoren, bei denen, wie beim verwendeten MET3- Promotor, auch immer wieder
das Problem geringer vorhandener Transkriptmengen und ihrer ausreichenden
Wirkung in der Zelle auftreten kann. Die Frage der Essentialitat sollte nicht
uberbewertet werden, zumal CaPLC1 aufgrund der hohen Ahnlichkeit zu anderen
eukaryotischen Phospholipasen der Klasse C kein bevorzugtes Ziel fir mdgliche
Antimykotika ware.

Die Lokalisation des Proteins CaPlcl in der Zelle sollte durch Markierung des
Proteins, beispielsweise mit GFP (green fluorescence protein), geklart werden.
Zusétzlich konnte in einem dafir notigen Konstrukt die in dieser Arbeit postulierte
Kernlokalisationssequenz (NLS) deletiert werden und in einem anschlielRenden
Experiment die zu erwartende Lokalisationsdnderung von CaPlcl dokumentiert
werden.

Aus der Kernlokalisation von CaPlIcl ergédbe sich die Frage, ob in C. albicans, wie in
S. cerevisiae, ein Inositolpolyphosphat- Signalweg am mRNA- Export beteiligt ist.
Dafur wirde sich anbieten, die Inositolhexakisphosphat-Konzentration (IPg) in
Wildtyp und CaPLC1-Mutanten zu vergleichen. In der Mutante sollte kein IPg im Kern
mehr entstehen oder zumindest deutlich reduzierte Mengen, die aber noch das
Uberleben der Zelle sichern. Die Anreicherung von mRNA im Zellkern lieRe sich z.B.
mit fluoreszenzmarkierten Oligo (dT) Primern (z.B. von molecular probes) oder
digoxigeninmarkierten Oligo (dT) Primern (s. York et al. 1999) nachweisen.

Fur das nahere Verstandnis der Funktion der CaPlcl ist das Wissen um
Bindungspartner von Nutzen. Diese wirden sich aus einem ,yeast-two-hybrid“ Test
ergeben. Da solche Tests durch die abweichende Ubersetzung des CUG-Codons in

Serin statt Leucin erschwert werden, kdnnten alternativ zumindest Bindungstest mit
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den homologen C. albicans — Genen zu den bekannten Bindungspartnern von
ScPlIcl durchgefuhrt werden.

Trotz der groRen Phanotypsuche bei der CaPlc2/CaPlc3-Doppelmutante in dieser
Arbeit und auch der Suche von Knechtle et al. (2005) ist kein Anhaltspunkt fur die
Funktion von CaPIc2 und CaPlc3 vorhanden. Dennoch waren &hnliche Experimente,
wie oben zu CaPlcl beschrieben, moglich. Diese hatten dann jedoch allgemeineren
Suchcharakter. So gaben resultierende Bindungspartner aus ,yeast-two-hybrid“
Tests moglicherweise Hinweise auf die Funktion der Proteine in der Zelle. Die
Lokalisation wurde den Ort der ausgeubten Funktion in der Zelle ergeben. Da die IP3
— Konzentration wahrend der Hyphenbildung steigt (Gadd und Foster, 1997), ist
hinsichtlich  der  gefundenen  verzbgerten Hyphenbildung auf festen
hypheninduzierenden Medien bei der Doppelmutante ein Vergleich mit dem Wildtyp
Uber die IP; — Konzentrationsentwicklung auf diesen Medien relevant.

Fur die Isolation und Untersuchung der 3 CaPlc — Proteine béte sich die Nutzung von
phosphatidylinositolummantelten Agarosektigelchen an (fir alle 7 moglichen Derivate
z.B. bei molecular probes erhaltlich).

Fur die Funktion von CaDoal gilt es 2 wichtige Rollen zu bestatigen. Bei einem
ahnlichen Zusammenhang von CaDoal mit ubiquitinvermittelten Regulationen in der
Zelle wie beim entsprechenden ScDoal Protein, wirde sich eine Bestimmung des
freien Ubiquitins in den Zellen der Mutante anbieten. In der S. cerevisiae Mutante
nimmt dessen Konzentration ab (Johnson et al. 1995).

Uber eine Verbindung zwischen CaDoal Funktion und phospholipid- oder
lysophospholipidhydrolysierenden Proteinen bzw. PI-Signalwegen, wie schon in dem
Proteinassay dieser Arbeit gezeigt, lieRen sich mit einer Wiederholung des Assays
und einer anschlieRenden Bestimmung der Reaktionsprodukte durch
Dunnschichtchromatographie genauere Aussagen bezlglich des betroffenen
Enzyms machen.

Eine weitere Untersuchung der mellitindhnlichen Sequenz wie bei Clark et al. (1991)
durch Peptidexpression und Messung der Arachidonsaurekonzentration als Produkt
einer moglichen PLA bestarkte die Bedeutung und auch Funktion dieses
Sequenzabschnittes.
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Die beschriebene Haufung granularer Strukturen in der CaDoal-Mutante (s. 3.2.4)
und die erhohte Expression von CaACB1l (s. 3.2.9) kénnten in Zusammenhang
stehen. Denn die Mutation von ScAcbl fihrt zur Akkumulation von Vesikeln und
anderen Anderungen zellularer Membranen (Gaigg et al. 2001). Eine
elektronenmikroskopische Untersuchung der CaDoal-Mutante konnte dies weiter
erharten.

Mittels eines ,yeast-two-hybrid* Test lieBen sich die Bindungspartner fur die
verschiedenen Wirkungen von CaDoal bestimmen. Auch hier sind bereits einige aus
S. cerevisiae bekannt und die Suche konnte sich zunachst auch auf diese
beschranken.

Eine interessante Frage ist weiterhin die Lokalisation von CaDoal in der Zelle, deren
Bestimmung im Rahmen dieser Arbeit vorbereitet worden ist und zu Ende zu fuhren
ware. Von ScDoal ist eine Lokalisation im Zytoplasma und Kern beschrieben
(Ghaemmaghami et al. 2003; Huh et al. 2003).

Der Phénotyp der CaDoal-Mutante bei der Zugabe des DNA-Alkylierungsagens’
Methylmethansulfonat sowie des DNA-Replikationsblockers Hydroxyharnstoff ins
Medium ware im Falle einer Hemmung ein Hinweis auf die nukleare Funktion. Denn
fur ScDoal ist eine Rolle bei der Ubiquitinierung bei Antwort auf DNA-Schéaden und
der Ubiquitinierung des Histons H2B gezeigt worden (Lis und Romesberg, 2006).
Dafur sind viele Interaktionspartner bekannt, die auch in C. albicans fur Doal
getestet werden konnten. Hier kdnnte sich auch ein weiterer Unterschied zwischen
ScDoal und CaDoal zeigen, weil bei der CaDoal-Mutante keine Hemmung auf
Galaktose-Medium erfolgte. Andererseits wurde die ScDoal-Mutante auf Galaktose-
Medium gehemmt, weil ScDoal bei der Transkription des GAL-Locus involviert ist
(Lis und Romesberg, 2006).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zu CaPIcl und CaDoal flhren zu einer verbindenden
Frage: Gibt es einen Zusammenhang zwischen den ubiquitinvermittelten
Regulationen und phosphatidylinositolvermittelten Signalwegen? Beide Signalwege
sind im Cytoplasma und im Kern vorhanden. Beide Proteine scheinen Funktionen
sowohl im Cytoplasma, als auch im Kern zu haben. Fir S. cerevisiae ist ein solcher
Zusammenhang gezeigt worden (Zewail et al. 2003). Ein entsprechendes Experiment
ware ein Phanotyptest der Mutanten auf Wortmannin, einem Hemmer der PI-

Kinasen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Phosphoinositide (PI1) sind nicht nur strukturelle Bestandteile der Zellmembranen, sie
sind auch wichtige Botenstoffe in verschiedenen Signalwegen im Zytoplasma und
Zellkern.

Pl-spezifische Phospholipasen sind mit ihrer spaltenden Funktion bei einigen
Prokaryoten wichtige Virulenzfaktoren und ihre Reaktionsprodukte zudem wichtige
sekundéare Botenstoffe. Diese Arbeit befasst sich ndher mit Phospholipasen der
Klasse C, sowie einem Gen mit einer Ahnlichkeit zu Phospholipase A, aktivierenden
Proteinen im humanpathogenen Pilz Candida albicans.

Im Genom von C. albicans wurden 3 Gene gefunden, die fur intrazellulare
Phospholipasen C kodieren, CaPLC1, CaPLC2 und CaPLC3. Diese galt es im ersten
Teil dieser Arbeit im Hinblick auf ihre Rolle und Funktion in C. albicans genauer zu
untersuchen. Dazu wurden die Gene ausgeschaltet und die Mutanten analysiert.
CaPLC1 scheint essentiell zu sein, da eine Disruption des zweiten Allels mit
verschiedenen Kassetten und Transformationen nicht erfolgreich war. Eine
konditionelle Mutante, in der das zweite Allel unter der Kontrolle des METS3-
Promotors war, zeigte ahnliche Phanotypen wie die PLC1-Mutante in
Saccharomyces cerevisiae. Dazu zahlten eine Temperatursensitivitat, gehemmtes
Wachstum bei osmotischem Stress, sowie auf Medien mit anderen Kohlenstoff-
guellen als Glukose und auf Medien mit Arginin als alleinige Stickstoffquelle. Auch
die heterozygote Mutante zeigte veranderte Phanotypen im Vergleich zum Wildtyp.
Zusatzlich zu den genannten ist eine verzogerte Filamentbildung auf einigen
hypheninduzierenden Medien (Blutagar, Serumagar, Spider) und die Hemmung
durch Nocodazol nennenswert. Die gefundenen Phanotypen stimmen mit denen der
ScPLC1-Mutante weitestgehend Uberein, was vermuten lasst, dass CaPlcl ebenfalls
in verschiedenen zellularen (cytoplasmatischen, wie nuklearen) Prozessen eine Rolle
spielt. Ein Microarray-Experiment zum Vergleich der Expression von Wildtyp und
konditioneller CaPLC1-Mutante zeigte ebenfalls die Vielfaltigkeit und Verzweigung
der Dbetroffenen Signalwege und deutete auf mehrere Funktionen hin.
Herauszuheben ist eine Verbindung der CaPlcl-Funktion mit dem
Transkriptionsrepressor CaNrgl, dessen Expression in der Mutante steigt.

Wahrend CaPlcl strukturell eine typische eukaryotische Phospholipase C ist, &hneln
die fast identischen Proteine CaPlc2 und CaPlc3 strukturell den prokaryotischen
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Phospholipasen C. In S. cerevisiae gibt es keine homologen Gene dazu, wohl aber in
anderen Candida-Arten. Sie kdnnen den Verlust von CaPlcl nicht kompensieren.
Trotz unterschiedlicher Promotorregionen sind die Transkriptionsprofile beider Gene
sehr ahnlich. Beide Gene sind nicht essentiell, denn Doppelmutanten tberleben und
zeigen sogar kaum veranderte Phéanotypen. Mit Blick auf die Virulenz von C. albicans
sind die verzégerten Hyphenbildungen auf CAA-, YCB-BSA- und Spider-Medium wie
im Falle von CaPLCl interessant. Dennoch zeigten sich im Vergleich zum
Wildtypstamm keine Unterschiede im systemischen Mausinfektionsmodell.

Der zweite Teil der Arbeit galt dem mit CaDOAL bezeichneten Gen, das Homologien
zum Saugerprotein PLAP (Phospholipase A, aktivierendes Protein) und DOAL in S.
cerevisiae aufweist. Alle drei haben WD-repeats in ihrer Sequenz. Ebenso wie PLAP
hat auch CaDoal eine mellitindhnliche Sequenz, von der in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass sie fur die vollstandige Funktionalitdt des Proteins ndtig ist.
CaDOAZ1 wird sowohl in der Hefe-, als auch Hyphenform transkribiert. Das Gen ist
nicht essentiell und die Mutante weist einen sehr interessanten hyperfilamenttsen
Phanotyp auf. Sie wachst in einem Filamentgemisch aus Pseudohyphen und Hyphen
unter Bedingungen, die Hefewachstum begunstigen. Die Filamentbildung verursacht
eine veranderte Koloniemorphologie. Daneben treten weitere Phanotypen auf, wie
erhohte Temperatursensitivitat, die verminderte Sekretion hydrolytischer Enzyme und
die erhohte Sensitivitat gegentber verschiedener Verbindungen, wie zum Beispiel
Propranolol, Butanol, Coffein, Chelatoren, Azolen, Nocodazol und Cadmium. Die von
der entsprechenden S. cerevisiae DOA1-Mutante bekannten Ph&notypen stimmen
nur teilweise mit denen der CaDOA1-Mutante Uberein, einige sind genau kontrar
dazu. Ein Microarray-Experiment und ein Enzymassay zur Bestimmung der
Phospholipaseaktivitdten bestatigten die Verbindung der CaDoal Funktion mit dem
Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau und der Aktivitat von Phospholipasen.
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6.1 SUMMARY

Phosphoinositides (Pl) are structural components of cell membranes and are
important second messengers in several cytoplasmic and nucleic signal transduction
pathways too. Pl-specific phospholipases are known prokaryotic virulence factors
and their products are known second messengers.

The present work investigated class C phospholipases of the human-pathogenic
fungus Candida albicans and a gene with similarity to a phospholipase A, activating
protein. At least three genes in the genome of Candida albicans encode intracellular
phospholipases C, CaPLC1, CaPLC2 and CaPLC3. The first part of this project was
to study the role and function of these three genes. Therefore the genes were
disrupted and the mutants analysed. CaPLC1 seems to be an essential gene as the
disruption of the second allele was unsuccessfully, even with different disruption
cassettes and transformations. A conditional mutant had the second allele under the
control of the MET3-promoter and showed similar phenotypes to the PLC1-mutant of
Saccharomyces cerevisiae. These phenotypes are temperature sensitivity, inhibited
growth at osmotic stress and on media with non-glucose carbon source as well as on
medium with the nitrogen source arginine. Even the heterozygous ACaplcl/CaPLC1
mutant showed altered phenotypes. Additionally to the phenotypes mentioned above
the hyphal formation was impaired on hyphae inducing media, such as blood agar,
serum agar, Spider medium. Further the heterozygous mutant was inhibited by
nocodazole. The fact that the phenotypes of the CaPLC1-mutant of C. albicans are
very similar to the phenotypes of the ScPLC1-mutant supposed a role of CaPLC1 in
different cellular (cytoplasmic and nucleic) processes too. A genome-wide
transcriptional profiling (microarray analysis) comparing conditional mutant
(ACaplcl/pMET3-CaPLC1) and wild type (CAF2-1) gave hints for several functions
due to a variety of concerned signalling pathways. Especially there is a connection
between CaPlc1 function and the transcriptional repressor CaNrg1, which expression
increased in the mutant.

Against CaPlIc1, which has a typical eukaryotic phospholipase C structure, are the
nearly identical proteins CaPlc2 and CaPIc3 more similar to the prokaryotic structure
of phospholipase C. There is no counterpart in S. cerevisiae but in other Candida-
species for CaPlc2 and CaPlc3. Both genes cannot compensate the loss of CaPlc1.
Although the promoter sequences of CaPLC2 and CaPLC3 differed a lot, the
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transcriptional pattern of both genes was similar. In contrast to CaPlIc1, CaPIc2 and
CaPlIc3 are not essential, as double mutants survive and show even hardly altered
phenotypes. Although the double mutants had reduced ability to produce hyphae on
solid media (CAA-, YCB-BSA- and Spider-medium), these mutants were as virulent
as the wild type in a model of systemic mice infection.

The second part of this study concerned a gene, named CaDOALl, as it has
homology to the human PLAP (phospholipase A; activating protein) and to ScCDOA1
in S. cerevisiae. All three mentioned genes contein WD-repeats in their sequence.
Furthermore PLAP and CaDoal have a mellitin-like sequence. In this work was
shown that the mellitin-like sequence is necessary for full function of CaDoal.
CaDOA1 was expressed under yeast and hyphae morphologies. The gene is not
essential and the mutant showed an interesting filamentous phenotype and grew as
pseudohyphae and true hyphae under conditions normally support yeast growth.
Further phenotypes caused in the mutants were modified colony morphologies,
temperature sensitivity, reduced secretion of hydrolytic enzymes and hypersensitivity
to various compounds such as propranolol, butanol, caffeine, chelators, azoles,
nocodazole and cadmium. Known phenotypes of the homologous ScDOA1-mutant
correspond only partly with the CaDOA1-mutant phenotypes, some are contrary.
Transcriptional profiling and detected phospholipase activities in an enzyme assay,
together with the phenotypes supported the hypothesis that the function of CaDoal is
associated with Ubiquitin-mediated proteolysis and phospholipase activity.
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9 ANHANG

9.1 Abkiirzungen

A

Abb.
BD
bidest.
bp
BSA
bzw.

C

ca.
Candida GO
dest.
DMSO
DNA
FCS
fwd.

G

gen.
GFP
GPI
inkl.

IP; =1(1,4,5)P;
P,

IPs
Konz.
konz.
LP
LPC
LPE
LPI
LPTA (h-LPTA)
LysoPL
MAPK
MCS

N

nt
oD
ORF

Adenin

Abbildung

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

bidestilliert (aqua bidestillata)

Basenpaar(e) [base pair]

Rinderserumalbumin (boviine serum albumin)
beziehungsweise

Cytosin

circa

Candida Gene Ontology

Destilliert

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

fetal calf serum, Fotales Kéalberserum

forward/ vorwarts

Guanin

genomisch

grun fluoreszierendes Protein
Glykosylphosphatidylinositol

inklusive

Inositoltrisphosphat, bzw. Inositol1,4,5-trisphosphat
Inositoltetrakisphosphat

Inositolhexakisphosphat

Konzentration

Konzentriert

Lysophospholipase

Lysophosphatidylcholin
Lysophosphatidylethanolamin
Lysophosphatidylinositol
Lysophospholipase-Transacylase
Lysophospholipase

mitogen aktivierte Proteinkinase

multi cloning site, Region im Plasmid mit vielen Restriktionsstellen
bezeichnet eine beliebige Base in der Gensequenz
bzw. beliebige Aminoséure in der Proteinsequenz
Nukleotide

optische Dichte

open reading frame = Leserahmen eines Gens
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PA
PC
Pl
PLA
PLA;
PLAP
PLB
PLC
PLD
rev.
RNA

Phosphatidséure (phosphatidic acid)
Phosphatidylcholin (Lecithin)
Phosphoinositid

Phospholipase A

Phospholipase A,

Phospholipase A aktivierendes Protein
Phospholipase B

Phospholipase C

Phospholipase D

reverse/ rickwarts
Ribonukleinséaure

Raumtemperatur

siehe oben

Thymin

und

Untereinheit

Uber Nacht

Wildtyp

zum Beispiel
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9.2 Ausfuhrliche Tabelle zur Microarray-Analyse der Transkriptionsprofile von
CaDOA1-Mutante und Wildtyp (s. 3.2.9)

Systemat.|Allg. t-test
Name Name x-fach|(P-Wert)|[Funktionsbeschreibung nach GO
CA2825 |HWP1 11,1 |0,00336 |Hyphenwandprotein
CA4265 |GAP6 5,5 |0,00048|generelle Aminosdurenpermease
Metallionenbindung, ATP-Bindung,
CA2832 |CRD1 4,1 |0,01823|Hydrolase, Transkriptionsfaktor
CA5042 |(IPF4514 4,1 |0,02264 kein Go
CA5857 |PCK1 3,7 |0,00023 |Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
CA2517 |IPF4311 3,3 |0,02552 [kein GO
CA1120 |(IPF7666 3,2 |0,02469 Transkriptionsfaktor
CA2638 |GAP3 3,1 |0,01910|generelle Aminosdurenpermease
CA1191 |CAN2 3,0 |0,04054 |Aminosdurenpermease
CA2738 |[STF2 2,9 [0,00562 |Funktion unbekannt
CA0116 [IPF17975 2,6 |0,01178|kein GO
CA4220 |IPF8762 2,5 [0,00071|kein GO
CA0380 |IPF14109 2,5 (0,01472|kein GO
CA5175 |IPF6041 2,5 |0,00529 Hydrolase
CA5932 |(UBI4 2,4 10,00144 |Polyubiquitin
CA3472 |IPF6305.exon2| 2,3 |0,00675 |Funktion unbekannt
CA0232 |IFAL 2,3 [0,00238|kein GO
CA4516 |IPF18207 2,2 [0,00166 |Funktion unbekannt
CA5735 |IPF2878 2,1 [0,03124|Funktion unbekannt
CA5550 |[SSU1 2,1 |0,01661 |Sulfittransporter
CA4919 (TTR1 2,1 |0,01929 |Glutathionperoxidase, Elektronentransfer
CA2076 |ERO1 2,1 |0,00658|Elektronen-Carrier
CAO0311 |DAK2.3eoc 2,0 |0,00817 |Glyceronkinaseaktivitat
CA3178 |IPF19974 2,0 |0,04952 |zeta-DNA-Polymerase
CA0943 |YHB1 2,0 [0,01529|Oxidoreduktase
CA3336 |[IPF19983 2,0 {0,01119|Aminopeptidase
CA0757 |GAP7.3eoc 2,0 |0,03761 |[generelle Aminosdurenpermease
CA1625 |IPF6156 1,9 |0,00448 kein GO
CA2831 |IPF15706 1,9 |0,04020 kein GO
CA4155 |RNR21 1,9 |0,00673|Ribonukleosid-di-Phosphat-Reduktase
CA0026 |(IPF16843 1,9 |0,01482|Funktion unbekannt
CA5868 |IPF351 1,9 |0,02473 kein GO
Endopeptidase,
CA4257 |PREG6 1,9 ]0,00472homolog zu 20S Proteasom-Untereinheit
CA0930 |(Zorrola 1,9 |0,00979|RNA-Bindung, Transferaseaktivitat
CA1370 (TCI1 1,8 |0,00991 |Funktion unbekannt
CA0436 |RBL2 1,8 [0,00939|Tubulin Bindendeprotein/ Tubulinspezif. Chaperon
CA5225 |ACB1.exon2 1,8 ]0,01362|Acyl-CoA Bindeprotein, Transport langer Fettsduren
CA2964 |IPF13176.3 1,8 ]0,01361 |Ornithin-Carbamoyltransferase
CA1216 |EBP1 1,8 |0,01351|NADPH Dehydrogenase
CA0984 (IPF7400 1,8 |0,04607 |Oxidoreduktase
CA0150 (CDC123 1,8 |0,03030|Funktion unbekannt
CA6040 |CPR6 1,8 |0,01797|Chaperon, Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase
CA4105 |(SMT3 1,8 |0,01911 |Proteintagging, SUMO
Endopeptdase, ATPase,
CA0155 |RPT6 1,8 ]0,01037|homolog zu 26S Proteasom-UE
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Endopeptidase,
CA4890 |PRE10 1,8 ]0,00927homolog zu 20S Proteasom-Untereinheit
CA0025 |IPF17945 1,7 |0,01046 kein GO
CA4602 |(IPF6231 1,7 |0,01556 |Protein-Methionin-R-Oxid Reduktase
CA5179 [MAKS3 1,7 ]0,01087|N-Acetyltransferase
CA5029 |IPF2997 1,7 ]0,04230|kein GO
CA5558 |(IPF1969 1,7 |0,00391|Hormonaktivitat
CA0179 |DCP1 1,7 ]0,01810|mRNA-Bindung, Hydrolase
CA2855 |GPM2 1,7 ]0,01871|Phosphoglyceratmutase
CA3590 |ARE2 1,7 ]0,01409|Sterol-Acyl-Transferase
CA5143 |IPF1020 1,7 ]0,00923|kein GO
CA5944 |(IPF3491 1,7 |0,01118|Funktion unbekannt
CA0890 |IPF11766 1,7 ]0,04096 |kein GO
CA4478 |IPF6461 1,7 |0,02303|Funktion unbekannt
CA0986 |IPF4814 1,7 ]0,01157|RNA-Bindung
CA5652 |IPF19815 1,7 ]0,04328|kein GO
CA0081 |IPF11379 1,7 ]0,00667|(S-Adenosylmethionin-) Methyltransferase
CA0234 |IFA3 1,7 ]0,03111|snoRNA-Bindung (20S pre rRNA Processing)
CA2038 [IPF17510 1,6 |0,00594 |Funktion unbekannt
Endopeptidase,
CA0663 |PUP2 1,6 ]0,01855homolog zu 20S Proteasom-Untereinheit
Endopeptdase, ATP-Bindung, ATPase, Hydrolase,
CA4064 |RPT1 1,6 ]0,03454|homolog zu 26S Proteasom-UE
Endopeptdase, ATP-Bindung, ATPase, Hydrolase,
CA4150 |RPT3 1,6 ]0,03383|homolog zu 26S Proteasom-UE
CA4254 |IPF18234.3 1,6 |0,01350|kein GO
CA2486 |IPF9851 1,6 |0,04940|Funktion unbekannt
CA4895 |(IPF18161 1,6 |0,02687 |Funktion unbekannt
CA4898 |IPF1461 1,6 |0,02407|kein GO
CA2091 [(IPF3401 1,6 |0,01731|Funktion unbekannt
CA0740 |(IPF3262.3 1,6 |0,00686 |Proteasomaktivator
CA0126 |(IPF4284 1,6 |0,01620|Funktion unbekannt
Multiproteinbindefaktor,
CA4604 |MBF1 1,6 ]0,04994|GCN4-abhédngige Transkriptionsaktivierung
CA1951 |HEM14 1,6 ]0,04490|mitochondriale Protoporphyrinogen Oxidase
CA3216 |IPF13038 1,6 |0,04722|kein GO
CA1548 |IPF8746 1,6 |0,02551 kein GO
CA0692 |PGM2 1,6 |0,01670|Phosphoglucomutase
CA3333 |[CDC48 1,5 |0,01351|ATPase, ATP-Bindung, Transporter, Rezeptor
CA5930 |[ECM29.exon2 | 1,5 |0,04043kein GO
CA2739 |MUQ1 1,5 |0,04148|Ethanolaminphosphat-Cytidylyltransferase
CA2056 |URA5 1,5 ]0,04233|Orotat-Phosphoribosyltransferase
CA5945 |(IPF3492 1,5 |0,03593|Ribosomenbestandteil
CA0435 |UGP1 1,5 ]0,01594|UTP-Glukose-1-Phosphat-Uridylyltransferase
CA1490 |IPF165 1,5 |0,02649|kein GO
CA3346 |IPF13356 1,5 ]0,02701 |katalytische Aktivitat
CA5434 |IPF199 1,5 ]0,02664|F-Actin Capping Protein-alpha-Untereinheit
CA1422 |(IPF14248 1,5 ]0,04632[tRNA-Methylierung
CA2493 |IPF7227 1,5 ]0,04541|Oxidoreduktase, Metallopeptidase, Zinkbindung
CA3880 |[CAF16 1,5 |0,04053|ATP-Bindung, ABC-Transporteraktivitat
CA1401 (TOM22 1,5 ]0,04431|Proteintransport an Mito-AulRenmembran
CA2466 |IPF8725 1,5 |0,02029|kein GO
CA3059 |[TRR1 1,5 |0,04155|0Oxidoreduktase
CA3198 |IPF3432 1,4 ]0,04207 |kein GO
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CA4852 |[SCS7 1,4 ]0,04001 |Oxidoreduktase, katalytische Aktivitat
CA0046 |IPF14850 1,4 ]0,03286 kein GO

CA5238 |MET3 0,5 |0,04155|ATP-Sulfurylase

CA2745 [HIR1 0,5 |0,04690 [Transkriptions-Corepressor
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9.3 Plasmidkarten

Kpnl  BamHI EcoRV Xhol
Hindlll | Sacl | EcoRI EcoRI | Notl | Xbal
MCS ) CcS

HindlIl
_' 4_
Plac |PLC3  PI-PLC1/3-4 PLC4| JacZa

1400bp
pDK -1 5,3kb

pUC ori Ampicillin Kanamycin f1 ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pCR2.1-TOPO- PLC1/ 3-4

Beschreibung: Mit den Primern PLC3 (fwd.) und PLC4 (rev.) wurde ein
Teil der PI-PLC1 in der heterozygoten PLC1-Mutante M222 amplifiziert.
Von den beiden PCR-Produkten von zum einen 1,6kb des disruptierten
Allels und von 1,4kb des wt-Allels zum anderen wurde letzteres nach
Elution aus dem Gel in das Plasmid pCR2.1-TOPO ligiert. Das
entstandene Plasmid ist der erste Schritt auf dem Weg zu einer
allelspezifischen Mutante, sofern allelische Unterschiede bestehen.
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BstZI Not | Not| PstlSacl Nsil
Apal Ncol | EcoRI EcoRI Sall| BstXI
MCS~ Hindlll CS
500bp

— «—

PLC3 PI-PLC1/3-4 PLCA4
1400bp

flori Ampicillin ori

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy-PLC1/ 3-4

Beschreibung: Das PLC1/ 3-4 Fragment wurde aus dem Plasmid pDK-1
mit EcoRI heraus-geschnitten und in den EcoRI gedffneten,
dephosphorylierten Vektor pGEM-T Easy ligiert.
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Knpl Sacl EcoRV Notl Xhol
Hindlll EcoRlI EcoRI Xbal
MCS CS

Hindlll EcoRI Xbal Hindlll

Plac|_ URA3 (Hindlll) lacZa
1400bp

pDK - 3 5,3kb
pUC ori Ampicillin Kanamycin f1 ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pCR2.1-TOPO-URA (Hind III)

Beschreibung: Mit den Primern URA-D1 und URA-D2 wurde das URA3-
Gen aus dem Plasmid pMB7 amplifiziert und gleichzeitig an beiden Enden
des PCR-Fragmentes eine Hind IlI-Schnittstelle eingefiigt. Das PCR-
Produkt wurde in das Plasmid pCR2.1-TOPO ligiert.

Kontrollrestriktion: EcoRI ~550bp + ~840bp
Hindlll 1,4 kb
Xbal open circle
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PI-PLC1-
Disruptionskassette:

BstZI Not | Not | PstlSacl Nsil
Apal | Neol | E°°F EcoR Sall| Bstxy
MCS Hindlll Hindlll MCS
500bp 1400bp URA3 900bp
pLC3 PLC4

~2800bp
pDK -4 5,8kb

flori Ampicillin ori

Eingeflgt: I:l PIPLC1 Sequenz

Pl URA3 Sequenz

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy-PLC1 (3-4)-URA3

Beschreibung: Das Plasmid pDK-2 wurde mit Hindlll innerhalb der PI-
PLC1-Sequenz getffnet und das mit Hindlll aus pDK-3
herausgeschnittene URA3-Gen hineinligiert. Die Schnittstellen in der
URA3 Sequenz sind nicht eingezeichnet, in der MCS ebenfalls nur
teilweise.

Kontrollrestriktion: Notl --> 2,8kb Gesamtinsert + 3kb Vektor
Xbal--> linearisiertes Konstrukt, da nur 1x am Ende des URA3 Gens

EcoRI--> Unterscheidung der Lage der Inserts zueinander: fwd
PLC1+fwd URA3 = 1050bp + 1580bp vorh. Hindlll--> URA3 Gen mit
~1,4kb fallt heraus
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Knpl Sacl EcoRV Notl Xhol
Hindlll EcoRI EcoRI Xbal
Sacl
CITI C‘al |Hind|||
Plac|_ PI-PLC2/D1-D2 | lacZa

1100bp

pDK -5 5kb
pUC ori Ampicillin Kanamycin f1 ori

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pCR2.1-TOPO-PLC2 / D1-D2

Beschreibung: Mit den Primern piplc2-D1 (fwd.) und piplc2-D2 (rev.)
wurde aus genomischer DNA von SC5314 fast das ganze PI-PLC2 Gen

amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde in das Plasmid pCR2.1-TOPO
ligiert.

Kontrollrestriktion: EcoRI 1,1kb Fragment
Clal 670bp
Sacl ~800bp

Hindlll  1,1kb (Fragment zeigt Orientierung des
Inserts im Plasmid)
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BstZI Not | Not| PstlSacl Nsil
ApEI Ncol | EcoRI EcoRI Sall| BstXI
Mcs,~ Hindlll cS
facl Clal C‘al
]

lacz PI-PLC2/D1-D2
1100bp

pDK - 6 4,1kb

flori Ampicillin ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy-PLC2/ D1-D2

Beschreibung: Mit den Primern piplc2-D1 (fwd.) und piplc2-D2 (rev.)
wurde aus genomischer DNA von SC5314 das 1100bp Fragment des PI-
PLC2 Gens amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde als erster Schritt zur
P1-PLC2-Disruptionskassette in das Plasmid pGEM-T Easy ligiert.

Kontrollrestriktion: EcoRI 1,1 kb
Hindlll gedffnetes Plasmid
Clal 670bp
Sacl ~800bp
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BstZI Not | Not| PstlSacl Nsil

ApEI Ncol | EcoRI EcoRI Sall| BstXI
MCS CS
]

facl Clal Sall Clal

lacz PI-PLC2/D1-D2
1100bp

flori Ampicillin ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy- PLC2/ D1-D2-Hind IlI

Beschreibung: Im Plasmid pDK-6 wurde die Hind Il Restriktionsstelle am
Ende des Inserts deletiert. (Plasmid6ffnung mit Hind Ill, Mungbohnen-
Nuklease-Behandlung, Religation)

Kontrollrestriktion: EcoRlI 1,1 kb
Clal 670bp
Sacl ~800bp

Sacl + Hindlll ~800bp,

statt ~800bp +300bp bei pDK-6
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PI-PLC2-
Disruptionskassette:
BstZI Not | Not | PstlSacl Nsil
Apal Ncol | EcoRI EcoRI Sall| BstXI
‘\[@CS MCJ§“|/_
S?Cylal Kpnl Hindlll Sall_Clal

a2oppl R = ] egpn

& ala

lacz PLC2

&

PLC2

n

hisG

URA3 hisG

pDK - 8 ~8kb

flori Ampicillin ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy-PLC2 inv-hisG-URA3-hisG

Bescheibung: Das Plasmid pDK-7 wurde mit den Primern piplc-invl
(fwd.) und piplc-inv2 (rev.) mittels inverser PCR amplifiziert,
ausgenommen 135bp innerhalb des PLC2-Inserts. Die Primer fugten der
Reihenfolge entsprechend die Schnittstellen Kpnl und Hind 11l an die
Enden des PCR-Produktes an. Nach der PCR wurde das Produkt mit
diesen Enzymen verdaut und das hisG-URA3-hisG-Fragment (mit
ebendiesen Enzymen aus pMB7 herausgeschnitten) unter Ringschluss
hineinligiert.

Kontrollrestriktion: Notl = 3kb + 5kb (letzteres entspricht der
Disruptionskassette)
Sacl > 3230bp + 4770bp
EcoRI = 2849bp + 2015bp + 3136bp
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Knpl Sacl EcoRV Notl Xhol
Hindlll EcoRI EcoRI Xbal
CcS CcS
|EcoRI Sal
Plac | _ DOA1/3-4 | lacZo
500bp
pDK -9 4,4kb

,_<

pUC ori Ampicillin Kanamycin f1 ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pCR2.1-TOPO-DOA1/3-4

Erlauterungen: Mit den Primern DOA1-3 (fwd.) und DOA1-4 (rev.) wurde
aus gen. DNA von SC5314 ein Fragment amplifiziert und in pCR2.1-
TOPO kloniert. Dabei wurde mit dem Primer 3 die Sal | Schnittstelle fur
weitere Klonierungen eingeflgt.

Kontrollrestriktion: Hindlll / Sal | --> 500bp

EcoRI -->500bp
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Bgl Il, Kpnl Sacl EcoRlI

Hindlll EcoRI Sall BaEHI l;lal KZ EcoR B}E—EI (]Ial ETORV

DOAY 3-4 hisG CaURA3 hisG

pDK - 10 ~7,1kb

]
|

pUC ori Amp'

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pMB7-DOA1/3-4

Beschreibung: Der Vektor pMB7 wurde mit Hindlll und Sal | gedffnet und
in den so gedffneten Vektor das mit den gleichen Enzymen aus pDK-9
herausgeschnittene DOA1-Fragment (500bp) ligiert.

Kontrollrestriktion: Hindlll / Sal | > 6,6kb (Plasmid) + 500bp (Insert)

EcoRI - 1,6kb +2,8kb + 2,6kb
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Knpl SacgpeI EcoRV Notl Xhol

Hindlll EcoRl EcoRlI Xbal
MCS MCS
Spe
Plac DOA1/1b-2a lacZa
750bp
pDK - 11  4,65kb
pUC ori Ampicillin Kanamycin f1 ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pCR2.1-TOPO-DOA1/1b-2a

Erlduterungen: Mit den Primern DOA1-1b (fwd.) und DOA1-2a (rev.)
wurde aus gen. DNA von SC5314 ein Fragment amplifiziert und in
pCR2.1-TOPO kloniert. Die Spel Schnittstelle in Primer DOA1-1b ist in
der genomischen Sequenz vorhanden.

Kontrollrestriktion: EcoRI --> 750bp

Spel --> 750bp
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DOA1-Disruptionskassette:

Kpnl Sacl EcoRV Notl Xhol
T’e' EcoRl Xbal
MCS MCS
Hindlll ?ORI Sall Xbal bal Spe
Y  «— b — +— HHHHH

Plac DOA1/3-4 hisG URA3 hisG DOA1/1b-2a lacZa

pDK - 12  ~9,1kb

pUC ori Ampicillin Kanamycin f1 ori

Ausfihrlicher Plasmidname:
pCR2.1-TOPO-DOA1/1b-2a-hisG-URA3-hisG-DOA1/3-4

Beschreibung: Aus pDK-10 wurde mit den Enzymen Hindlll und Kpnl ein
Fragment (DOA1/3-4-hisG-URA3-hisG) ausgeschnitten und in den
ebenso getffneten Vektor pDK11 ligiert.

Kontrollrestriktion: Hindlll / Xhol - Disruptionskassette mit 5,22kb +
Plasmidrest 3,9kb
Xbal > 1,4kb + 3,2kb + 4,4kb

EcoRI - 750bp + 1,6kb + 2,8kb + 3,9kb
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Sac Nojl XEaI iamHI EcoRI Hindlll iall Xhol Kpnl

MCS MCS

Wcl Sall Bglll

— -«
lacZ UE2 PLC2 1222bp UE1

pDK - 13 4,18kb

F1 (+) origin Ampicillinresistenz ColEL1 origin

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBS II-SK (+)-PLC2-lang (Pfu)

Beschreibung: Mit den Primern PLC2-UE1 und PLC2-UE2 wurde das
PIPLC2-Gen mit der Pfu-Polymerase amplifiziert und an beiden Enden
des Fragments eine Bgl 1I-Schnittstelle durch die Primer eingefiigt. Das
PCR-Produkt wurde in den mit EcoRV geo6ffneten Vektor pBS 1l —SK (+)
ligiert. PLC2-UEL1 ist komplementér zum ATG in der in PubMed
verotffentlichten Sequenz.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 1222bp Insert + 2958bp Plasmid
Hindlll = 1011bp (orientierungsabhangig)

Sacl - 467bp (orientierungsabhangig)
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hol

Pvukl—!ini:lllllslalcq Xlral Bglll Sall Sacll Hind1l| Bglll Xhol Pvull

P =

PLC2 1222bp

Lac/mcs PCK1

pDK - 14  11,2kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URA3

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBI-1-PLC2-lang (Pfu)

Beschreibung: Aus dem Plasmid pDK-13 wurde Uber die Bglll-
Schnittstellen das Gen PIPLC2 herausgeschnitten und in das Bglll
gedffnete Plasmid ligiert.

Kontrollrestriktion: Bglll > 1222bp (Fragment) + 9980bp (Plasmid)

Hindlll > 2,4kb (orientierungsabhangig)
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BstZI Not| PstlSacl Nsil

ApEI Nco | Sall| BstXI
MCS ‘\[Jl\\;lcs
Bglll Sall Sacl_Hind]ll Bglll

PLC2 kurz
1080bp

pDK - 15  4,08kb

flori Ampicillin ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T-PLC2-kurz

Beschreibung: Mit den Primern PLC3-UE1 und PLC2-UEZ2, die beide die
Schnittstelle Bgl Il ans Ende einfligen, wurde das kurze Stick des
PIPLC2-Gens, mit dem zweiten ATG (laut Andaluz et al. 2001)
beginnend, amplifiziert und in das Plasmid pGEM-T ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 1080bp (Insert) + 3kb (Plasmid)
Sal | = 1062bp (orientierungsabhangig) + Rest

Sacl = ~500bp (orientierungsabhéngig) + Rest

187



Anhang

hol
PvuKl—!ini:lIIISF;I] Xlral Bglll Sall Sarl Hir|1dIII Bglll Xhol Pvull
Lac/mcs PCK1 PLC2 kurz 1080bp

pDK - 16  11,06kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URA3

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBI-1-PLC2-kurz

Beschreibung: aus dem Plasmid pDK-15 wurde die kurze Version des
PIPLC2-Gens mittels Bglll herausgeschnitten und in das mit Bglll
gedffnete Plasmid pBI-1 hinter den PCK-Promotor ligiert.

Kontrollrestriktion: Bglll - 1080bp (Insert) + 9980bp (Plasmid)
Hindlll = ~2,2kb (orientierungsabhangig) + Rest
Xhol - 1,8kb + Plasmidrest
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BstZI Sacll Not | PstlSacl Nsil
Apal Nco | EcgRI EcoRlI Sall BstXI
MCS. CS
Bglll S ISaI\Hi dilBgl I

PLC3
1095bp

pDK - 17  4,1kb

flori Ampicillin ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy — PLC3

Beschreibung: Mit den Primern PLC3-UE1 und PLC3-UE2 wurde das mit
PLC3 bezeichnete Gen aus genomischer DNA von SC5314 amplifiziert
und an den Enden des PCR-Produktes die Schnittstellen fur Bgl Il
eingefugt. Das PCR-Produkt wurde dann in das Plasmid pGEM-T Easy
ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 1095bp + 3015bp
Hindlll - linearisiertes Plasmid
Sacl - 230bp
Sal | > 1100bp
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Pvu KI—HnFI;ISFC)I] Xlr[aI>E glll Sall

Lac/mcs PCK1 PLC3 1095bp

Sarl Hir|1dIIIBgIII hol Pvull

pDK - 18 11,07kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URA3

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBI-1-PLC3

Beschreibung: Das PLC3-Gen wurde mit Bgl Il aus dem Plasmid pDK-17
herausgeschnitten und in das mit Bgl 1l gedffnete Plasmid pBI-1 ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 1095bp (Insert) + 9980bp (Plasmid)

Hindlll > ~2,2kb (orientierungsabhangig) + Rest
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BstZI Not| PstlSacl Nsil
ApEI Ncol Sac ll Sall| BstXI
MCS CS
Bgl I SF\I | Bl

+— ATG

PLC1
3763bp

flori Ampicillin ori

Ausfuhrlicher Plasmidname: pGEM-T- PLC1

Beschreibung: Mit den Primern PLC1-UE1 und PLC1-UE2 wurde aus
genomischer DNA von SC5314 das PLC1-Gen amplifiziert und Bgl II-
Schnittstellen an den Enden des PCR-Produktes eingefiigt. Das PCR-
Produkt wurde in das Plasmid pGEM-T ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 3763bp

Sal | = 1760bp orientierungsabhéngig
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hol
PvuKHini:lIIISF;I] Xlral Balll Hirdlll Bglll Xhol Pvull
| ATG —»
Lac/mcs PCK1 PLC1 3763bp

pDK - 20 13,7kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URA3

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBI-1-PLC1

Beschreibung: Das PLC1-Gen wurde mit Bgl Il aus dem Plasmid pDK19
herausgeschnitten und in das mit Bgl Il gedffnete Plasmid pBI-1 ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 3763bp + 9980bp

Hindlll = ~3,6kb + Rest
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BstZI Sacll Not | PstlSacl Nsil

ApEI Nco’ EcoRl EcoRI Sall BstXI|
EcoRV
MCS CS

Bgl Il EcoRV Byl Il

pDK -21  55kb

flori Ampicillin ori

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy-DOA1

Beschreibung: Mit den Primern DOA1-UE1 und DOA1-UE2 wurde das
ganze Gen DOAL inkl. ca. 200bp nach dem STOP-Codon mit dem Long
Expand Kit (Roche) amplifiziert und in den Vektor pGEM-T Easy ligiert.
Die Primer fugten an den Insertenden die Bgl Il - Schnittstellen ein.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 2500bp Insert + 3015bp Plasmid
EcoRV > 2260bp + ~3240bp
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hol

PvuKl—!ini:lIIISF;I] Xlral Bglll
| ATG -
Lac/mcs PCK1 DOA1 2,5kb

EcoRl Pv'JII;CORV Bglll Xhol Pvull

pDK - 22 12,5kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URA3

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBI-1-DOA1

Beschreibung: Aus dem Plasmid pDK - 21 wurde mit dem Enzym Bgl Il
das Insert (DOA1- Gen) herausgeschnitten und in den mit dem gleichen
Enzym gedffneten Vektor pBI-1 ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 2500bp Insert + 10kp Plasmid
EcoRV > ~5,5kb + ~7kb

Pvull = ~3,5kb + 9kb
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hol

PvuKl—HnFllllslalC)I] Xlral Balll Hirdlll Bqlll

ATG -
Lac/mcs PCK1 PLC1 3763bp

pDK - 23 ~11,7kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URAS3 780bp

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pBl-1-PLC1-URA3kurz

Beschreibung: Das Plasmid wurde um ca. 2kb verkleinert, einschlief3lich
580bp vom URA3 - Gen, durch eine Long Expand Kit - PCR mit den
Primern PLC1-UE2 und URA 1b fwd. und anschlieRender Religation.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 3763bp + 9980bp
EcoRI + Xbal = linearisiertes Plasmid

(statt ~4,5kb + ~9,2kb bei pDK - 20)
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Knpl SacgpeI EcoRV Notl Xhol

Hindlll EcoRI EcoRI Xbal
MCS . . MCS
Hindll] Sacl Hindlll
hol
hol

ATG
Plac DOA1/ RE1X-RE2X lacZo ccdB

~3,55kb

pDK - 24 75k

pUC ori Zeocin Kanamycin

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pCR-Blunt I1I-TOPO-DOA1-RE-Xhol

Beschreibung: Mit den Primern DOA1-RE1X und DOA1-RE2X wurde
aus genomischer DNA von SC5314 das Gen DOA1 mit zusétzlichen
1034bp vor dem ATG und 210bp nach dem STOP-Codon mittels Pfu-
Polymerase amplifiziert und in den Vektor pCR-Blunt [I-TOPO ligiert. Die
Primer fugten dabei an den Enden des PCR-Produktes jeweils eine Xhol-
Schnittstelle ein.

Kontrollrestriktion: Xhol = 3,55kb + 3,51kb
Hind 1l > 2,8kb + ~400bp + 3,9kb
Sacl = 3,05kb + ~4kb
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Sall Clal Hindlll EcoRV EcoRI Bglll

EcoRV Hindill Sacl Hindili Ecorv | V6O StU!
hol BamH| Xbal
xhol _\ o
ATG
DOA1/ RE1X-RE2X RP10
~3,55kb

ColEl origin Ampicillin

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pCIP10-DOA1-RE-Xhol

Beschreibung: Aus dem Plasmid pDK - 24 wurde mit einem Xhol - Sphl
- Verdau (bessere Unterscheidung der bei Xhol-Verdau fast gleich grol3en
Banden) das Insert isoliert und in den mit Xhol gedffneten Vektor ligiert.
Fur die anschliel3ende Transformation des Plasmides pDK - 25 in
Candida albicans kénnen die Schnittstellen Ncol und / oder Stul
verwendet werden.

Kontrollrestriktion: Xhol = 5,2kb + 3,55kb
Hindlll - 2 Fragmente mit ~400bp + 8kb
EcoRV = 3,1kb + ~5,7kb

197



Anhang

BstZI Sacll Not | PstlSacl Nsil

ApEI Nco’ EcoRl EcoRI Sall BstXI|
EcoRV
MCS CS

Bgl Il EcoRV Kpnl Bgl I]

pDK - 26 5,5kb

flori Ampicillin ori

Ausfiuhrlicher Plasmidname: pGEM-T Easy-DOA1-KVL

Beschreibung: Unter Verwendung des Plasmides pDK?21 als Template
und den Primern DOA1-kla fwd. und rev. wurde das Plasmid aus dem
DOAI1- Gen heraus mittels inverser PCR (Long Expand Kit) amplifiziert
und dabei 75bp aus dem Gen deletiert (KVL-site im Protein). Das lineare
PCR-Produkt trug an den Enden je eine von den Primern eingefligte Kpnl-
Restriktionsschnittstelle und wurde tber diese nach einem Kpnl- Verdau
zum Plasmid pDK - 26 religiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il - 2,5kb Insert + 3015bp Plasmid
ECoRV = 2260bp + ~3240bp
Kpnl = 5,5kb (linearisiertes Plasmid)
Kpnl + Bgl Il > ~3kb + ~1,9kb + ~620bp
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Kpnl
hol
PvuKHinijIIISFcI Xlral Bglll Ecoll?l Pv'JII/EcoRV Bglil Xhol Pvull
| ATG —»
Lac/mcs PCK1 DOA1 2,5kb

pDK - 27 12,5kb

Amp.-Resistenz LEU2 CaARS URA3

Ausfuhrlicher Plasmidname: pBl-1-DOA1-KVL

Beschreibung: Aus dem Plasmid pDK - 26 wurde mit dem Enzym Bgl I
das Insert herausgeschnitten und in den mit dem gleichen Enzym
gedffneten Vektor pBI-1 ligiert.

Kontrollrestriktion: Bgl Il > 2500bp Insert + 10kp Plasmid
EcoRV > ~5,5kb + ~7kb
Pvull > ~3,5kb + 9kb
Kpnl + Bgl Il > 1,9kb + 620bp

+ Doppelbande bei ca. 5kb (Plasmidrest)
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pDS952
Apal
Kpn, | ho | Notl Sacl
Xba I Sacl
Sal |/ Xba | / BamH |
Pvu Il
Pvu|l ‘ Pstl |BamH I Xbal Eco|RI |BamHI Bgl Il P Il
<+— <+— <+—
lacz| HS2 hisG URA3 hisG HS1
ca.501bp | 1154bp 1365bp 1154bp | ca.495bp
< Kassette aus pMB7

<

F1 origin +/-? Ampicillin ColE1 origin

——

Grundgertst des Vektors ist pBluescript (+/- unbekannt), in dessen MCS
Uber Xbal- Xhol ein Fragment des Contigs 6-2335 eingefiigt wurde,
wohinein tber Pstl - Bglll die Disruptionskassette aus pMB7 kloniert
wurde. HS1 ist die Sequenz von bp 9821 des Contigs bis etwa Startcodon
der PI-PLC1 und HS2 die Sequenz von etwa dem Stoppcodon der PI-
PLC1 bis zum bp 14120 des Contigs.

HS = homologe Sequenz

200



