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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Pilze als Pathogene

Der Mensch ist standig einer groRen Zahl von Mikroorganismen ausgesetzt, sowohl was die
Anzahl der individuellen Organismen betrifft als auch hinsichtlich der Zahl der
unterschiedlichen Arten. Die meisten dieser Mikroben sind an das Leben auf oder in dem
Menschen nicht angepallit und werden vom Immunsystem rasch beseitigt. Andere
wiederum sind in der Lage, sich als Kommensale oder Symbiont zu etablieren und mit dem
Wirt in neutraler oder sogar gegenseitig nitzlicher Koexistenz zu leben. Einige wenige
jedoch konnen leichte und auch schwerste Erkrankungen des Menschen hervorrufen, die
dann bis zum Tod fuihren kénnen.

Die haufigsten Krankheitserreger sind Bakterien oder Viren, aber auch Eukaryoten kdnnen
den Menschen als Wirt nutzen. Eine neben den Bakterien scheinbar unterreprasentierte
Gruppe von Mikroorganismen, die mit dem Menschen assoziiert sind, sind die Pilze. Pilze
werden hauptsachlich als Zersetzer organischer Stoffe wahrgenommen oder vom Menschen
fir die Ernahrung genutzt. Direkt werden ihre Fruchtkorper verzehrt, indirekt werden Pilze

zur Erzeugung von Nahrungs- und GenulRmitteln wie Brot, Bier und Wein eingesetzt.

Wenn Pilze als Krankheitserreger auftreten, dann zumeist bei Pflanzen und ektothermen
Tieren. Die meisten Krankheiten der Nutzpflanzen werden von Pilzen verursacht (Sitte et al.,
2002), die wirtschaftliche Bedeutung dieser Phytopathogene ist entsprechend hoch (Weber,
1993). Unter den Tieren sind Fische, Amphibien und Insekten die haufigsten Wirte. So wird
zum Beispiel der weltweite Rickgang der Amphibienpopulation auf pathogene Pilze
zurlickgefuhrt (Daszak et al., 1999), und selbst fir das Aussterben der Dinosaurier wurde
eine Beteiligung von pilzlichen Erregern postuliert (Casadevall, 2005). Auch die Entdeckung
der bedeutenden Funktion von Toll-artigen Rezeptoren fir das Immunsystem geht auf die
Infektion eines Insekts durch einen Pilz zuriick — in diesem Fall Drosophila melanogaster und

Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al., 1996).
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1.1.1 Klassifizierung von Mykosen

Seltener befallen Pilze Menschen und andere warmblitige Tiere. Von den etwa
1,5 Millionen Pilzarten (Hawksworth, 2001) ist nur fir knapp 150 ein pathogenes Potential
bei Sdugetieren bekannt (Kwon-Chung & Bennett, 1992). Aber auch in dieser Gruppe gibt es
groBe Unterschiede in der relativen Bedeutung als Krankheitserreger und dem Grad der
Erkrankung, den sie verursachen.

Klinisch am harmlosesten sind dabei die oberflachlichen oder superfiziellen Mykosen. Der
oft von Trichophyton rubrum verursachte FuBpilz gehort dazu, aber auch oberflachliche
Infektionen der Schleimhdute durch Candida albicans und zunehmend auch
Candida glabrata (Borg-von Zepelin et al., 2007). Tiefer gehende Infektionen, die bis in die
Dermis vordringen, werden als subkutane Mykosen klassifiziert. Ein typischer Erreger ist hier
Sporothrix schenckii, der Erreger der Sporotrichose. Diese Infektionen sind hartnackiger und
meist schwieriger zu behandeln.

Wenn ein Pilz die Blutbahn erreicht und sich im Korper ausbreitet, liegt die schwerste Form
der Infektion vor, die systemische Mykose. Hier wird nochmals unterschieden zwischen
Pilzen, die einen immunkompetenten Wirt befallen kdnnen und solchen, bei denen eine
Schwiachung des Immunsystems oder eine Vorschadigung des Wirts Voraussetzung fiir die
Infektion ist. Zur ersten Gruppe, den primdren Pathogenen, gehort beispielsweise
Histoplasma capsulatum. Dieser pigmentproduzierende, dimorphe Pilz kann besonders in
seinen Endemiegebieten in Nord- und Siidamerika beim Einatmen der Sporen

lebensbedrohende systemische Infektionen verursachen (Kauffman, 2007).

Als opportunistische Erreger dagegen werden diejenigen Pilze bezeichnet, die keine
ansonsten gesunden Wirte befallen kdnnen. Viele dieser Pilze existieren ohne menschlichen
oder tierischen Wirt in der Umwelt und werden erst bei der Infektion aufgenommen. Zu
dieser Gruppe zahlen zum Beispiel die pigmentproduzierenden Pilze Aspergillus fumigatus,
A. flavus und Cryptococcus neoformans (Latge, 1999, Chayakulkeeree & Perfect, 2006).

Die wichtigste Gruppe der opportunistischen Pathogene dagegen lebt als Kommensale
schon vor der Infektion in enger Verbindung mit dem Wirt. Zu diesen Pilzen gehoren
hauptséachlich die Spezies der Gattungen Malassezia (Ashbee & Evans, 2002) und Candida,
die bei mindestens 70% der Bevolkerung als Kommensale nachgewiesen werden kénnen

(Ruhnke & Maschmeyer, 2002).
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1.2 C. glabrata und C. albicans

Zur Gattung Candida gehoren derzeit (ber 150 Arten, von denen 13 bisher auch als
Pathogene des Menschen in Erscheinung getreten sind (Odds, 1988, Calderone, 2002).
Insgesamt erreichen pilzliche Erreger bei nosokomialen Infektionen der Blutbahn
mittlerweile einen Anteil von etwa zehn Prozent (Sandven, 2000, Blumberg et al., 2001), mit
weiter steigender Tendenz (Perlroth et al., 2007). Die klinisch wichtigste invasive Mykose ist
die von Candida-Spezies hervorgerufene Candidamie (Rees et al., 1998). Candidamien
haben eine mit etwa 30-35% vergleichsweise hohe Mortalitdtsrate (Hajjeh et al., 2004,
Tortorano et al., 2006). Bei den verursachenden Organismen gibt es eine klare Abstufung
nach Arten — deutlich am haufigsten isoliert wird C. albicans. Je nach Land, Patientengruppe
und zugrundeliegender Erkrankung verursachen C. albicans-Infektionen etwa die Halfte aller
Candidamien (Tortorano et al., 2006). Aber schon als zweitwichtigster Erreger tritt in den
meisten epidemiologischen Studien C. glabrata in Erscheinung, der mit einer Haufigkeit von
14% bis 24% isoliert wird (Tortorano et al., 2006, Borg-von Zepelin et al., 2007), dabei aber
eine Uberdurchschnittliche Mortalitat von 50% und mehr verursacht (Krcmery, 1999).

Zu den weiteren wichtigen Candida-Spezies gehoren C. parapsilosis, der nahezu so haufig
wie C. glabrata isoliert wird, und C. tropicalis. Gerade bei oberflachlichen Infektionen sind
aber oftmals verschiedene Arten gemeinsam an einer Infektion beteiligt (Redding, 2001),

seltener kann das auch bei invasiven Candidamien der Fall sein (Klotz et al., 2007).

Welche Faktoren spielen also eine Rolle in der Entstehung dieser opportunistischen
Infektionen? Auf der einen Seite gibt es eine Reihe von bekannten Risikofaktoren auf der
Patientenseite. Klassischerweise zahlt man dazu die Immunsuppression, zum Beispiel durch
fortgeschrittene HIV-Infektion oder Therapien bei Organtransplantationen. Eine Candida-
Infektion der Mundschleimhdute — der Soor — gilt als wichtiger Hinweis auf ein
zugrundeliegende HIV-Infektion (Campo et al., 2002). Neuere Untersuchungen (Perlroth et
al., 2007) zeigen jedoch mehr und mehr, dass von dem Bild der Candida-Infektion als
alleiniges Problem der Immungeschwachten abgeriickt werden muf. Bis zu 80% aller
Patienten sind nicht auf die beschriebenen Arten immunsupprimiert (Kao et al., 1999), als
Hauptrisiko mussen vielmehr iatrogene Faktoren wie eine Antibiotikabehandlung, langer
Krankenhausaufenthalt oder das Vorhandensein eines intravendsen Katheters betrachtet

werden.
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Auch auf der Pilzseite gibt es eine Vielzahl von sogenannten Pathogenitatsfaktoren, die das
Entstehen von Krankheiten erst erméglichen. Diese Merkmale sind wichtige Determinanten
im Verlauf und Ausgang einer Infektion. Aus diesem Grund soll im Folgenden naher auf die
Ausstattung von C. albicans und C. glabrata mit Pathogenitdtsfaktoren eingegangen

werden.

1.2.1 Pathogenitatsfaktoren von C. glabrata im Vergleich

Die Ascomyzeten C. albicans und C. glabrata gehoren zu den wichtigsten opportunistischen
Humanpathogenen. Obwohl die Mortalitat bei Menschen mit C. glabrata-Infektionen sehr
hoch ist, ist dieser Pilz in der Maus als Tiermodell Uberraschend wenig virulent — im
Gegensatz zu C. albicans (Brieland et al., 2001). Der folgende Vergleich macht deutlich, dass
es neben vielen grundlegenden Gemeinsamkeiten, wie der Fahigkeit bei der vergleichsweise
hohen Korpertemperatur der Saugetiere zu wachsen, deutliche Unterschiede in den
spezifischen Pathogenitatsfaktoren der beiden Pilze gibt. Wahrscheinlich hat sich auch die
Fahigkeit zur Infektion von Menschen bei beiden Pilzen unabhangig voneinander entwickelt,

wie die vergleichsweise grolRe phylogenetische Entfernung nahe legt (vgl. Abschnitt 1.4.2).

1.2.1.1 Morphologie

C. albicans kann in vier distinkten morphologischen Formen wachsen, als Hefe, Pseudo-
hyphe, echte Hyphe und selten auch als Chlamydospore. Jede dieser Formen zeigt ein
anderes Transkriptionsprofil, bei dem spezifische Pathogenitatsfaktoren exprimiert werden.
Die drei erstgenannten Formen spielen wahrscheinlich jede fiir sich wichtige Rollen im
Infektionsprozess. Dafiir spricht, dass die meisten Mutanten, bei denen der Ubergang
zwischen den Formen nicht mehr moglich ist, in ihrer Virulenz attenuiert sind (Braun &
Johnson, 1997, Fu et al., 1997).

Die Hyphenbildung wird als Antwort auf verschiedene Stimuli von einem komplexen
Netzwerk von Genprodukten gesteuert (Liu, 2001). Zu den hypheninduzierenden Faktoren
zahlen Temperaturen liber 35°C, neutraler bis alkalischer pH-Wert, Kontakt mit Oberflachen
und die Gegenwart von Serum (Feng et al., 1999). Hypheninhibierend wirken ein saures
Milieu, niedrige Temperaturen und das Quorum sensing-System von C. albicans Uber den

Botenstoff Farnesol (Hornby et al., 2001).
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Interessanterweise fehlt bei C. glabrata die Fahigkeit zur Hyphenbildung véllig. Der Pilz
wachst normalerweise ausschlieBlich als Hefe und kann nur unter bestimmten Bedingun-
gen, wie Stickstoffmangel, Pseudohyphen ausbilden (Csank & Haynes, 2000). Fir die Infek-

tion scheint diese Wuchsform jedoch im Gegensatz zu C. albicans keine Rolle zu spielen.

Ein weiteres Phanomen ist das sogenannte "Phenotypic Switching", ein spontanes
Umschalten zwischen unterschiedlichen Phanotypen der Hefeform. Bei C. albicans ist der
Wechsel zwischen der White- und der Opaque-Form (Slutsky et al., 1987) am besten
untersucht. Beide Formen scheinen Relevanz fir verschiedene Infektionsprozesse zu haben,
denn White-Zellen sind in einem systemischen Mausinfektionsmodell virulenter, Opaque-
Zellen dagegen in einem Modell fiir kutane Infektionen (Kvaal et al., 1999).

Auch bei C. glabrata wurde ein solches Switching beobachtet. Es konnten bisher zwei
unabhangige Systeme beschrieben werden — das sogenannte "Core Switching"-System, das
zwischen den verschieden stark braungefarbten Phanotypen White, Light Brown, Dark
Brown und Very Dark Brown wechselt (Lachke et al., 2000) und ein zweites System, das
zwischen dem normalen Hefe- wund einem ‘"lrregular Wrinkle" genannten
Pseudohyphenwachstum umschaltet (Lachke et al., 2002).

Bei den Phanotypen des Core Switching handelt es sich trotz der Braunfarbung nicht um
eine Pigmentproduktion, sondern um eine chemische Reaktion, die nur auf speziellen
Kupfersulfatmedien zu beobachten ist. Auf diesen Medien wird das Sulfat durch die
phanotypspezifische Aktivitdit von Metallothioneinproteinen zu braunem Kupfer(ll)-sulfid
reduziert (Srikantha et al., 2005). Interessanterweise kommt es aber auch bei C. glabrata
wahrend der Infektion zu einer Anreicherung bestimmter Switching-Phianotypen an
verschiedenen Infektionsorten (Brockert et al., 2003). AuRerdem wurde im Mausmodell
eine erhdhte Virulenz des Dark Brown-Phanotyps gefunden (Srikantha et al., 2008), deren

genauen Ursachen jedoch noch unklar sind.

1.2.1.2 Adhdsion

Sowohl C. albicans als auch C. glabrata besitzen spezifische Proteine zur Adhasion
aneinander und an Wirtzellen. Der erstgenannte Prozess ist wichtig fiir die Ausbildung von

Biofilmen, die besonders an Kathetern zu einer steten Infektionsquelle werden kdnnen
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(Kojic & Darouiche, 2004), der zweite ist wichtig fiir die Initiation des Infektionsvorgangs von
Wirtszellen (Cannon et al., 1995).

Bei C. albicans gibt es eine Familie von acht Proteinen mit einer agglutinindhnlichen
Struktur, die Als-Proteinfamilie (Hoyer, 2001). Die einzelnen Mitglieder werden zumeist
hefen- oder hyphenspezifisch exprimiert. Zusammen mit dem Protein Hwpl (Staab et al.,
1999) koénnen die Als-Adhéasine die Bindung an Epithel- und Endothelzellen vermitteln
(Sundstrom, 1999, Zhao et al., 2004) oder durch komplementare Bindung das Wachstum als
Biofilm ermdglichen (Nobile et al., 2008). AuRerdem ist Als3 in der Lage, wenigstens ein
weiteres Wirtsprotein, das Eisenspeicherprotein Ferritin zu binden, und so zur
Eisenversorgung wahrend der Infektion beizutragen (Almeida et al., 2008). Moglicherweise
gibt es also fiir diese Adhasine mehr Funktionen als derzeit bekannt sind.

C. glabrata bindet an Wirtszellen schwacher als C. albicans (Biasoli et al., 2002, Nikawa et
al., 2003). Trotzdem verfligt auch C. glabrata (iber eine grofRe Zahl von Adhasinen, die
hauptsachlich Mitglieder der lektindhnlichen Epa-Proteinfamilie sind (Epa flir Epithelial
Adhesion) (Cormack et al.,, 1999). Die meisten EPA-Gene sind nahe den Telomeren
angeordnet und unterliegen dort einem subtelomerischen Silencing (De Las Penas et al.,
2003), das ihre Expression reguliert. Bei der Harnwegsinfektion durch C. glabrata
beispielsweise |10st der Nikotinsduremangel im Harn so die Expression der Epa-Adhasine aus.
Erst damit kommt es zu einer Adhésion an die Wirtszellen (Domergue et al., 2005). Jiingste
Untersuchungen zeigen eine noch weitaus groRere Zahl — 67 — von moglichen Adhasinen,
die in verschiedenen Kombinationen abhangig von den Umweltbedingungen in die Zellwand
integriert werden kénnen (de Groot et al., 2008). Beiden hier beschriebenen Pilzen gemein
ist also ein groRes Arsenal an jeweils spezifisch regulierten Adhéasinen, die fir die

erfolgreiche Infektion unerlaRlich zu sein scheinen.

1.2.1.3 Sekretorische Hydrolasen

Ein weiterer wichtiger Pathogenitatsfaktor von C. albicans ist die Produktion einer Vielzahl
von hydrolytischen Enzymen, die das Wirtsgewebe zerstoren kénnen. So besitzt C. albicans
mindestens zehn sekretorische Aspartatproteasen (Saps), die unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen exprimiert werden konnen (Naglik et al., 2003). Eine Sonderrolle

kommt dabei den Proteinen Sap9 und SaplO zu, die zellwandstandig sind und dort
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moglicherweise pilzeigene Proteine prozessieren (Albrecht et al., 2006). Generell wird die
hohe extrazelluldre proteolytische Aktivitdt von C. albicans mit seiner Virulenz in
Verbindung gebracht (Hube & Naglik, 2001).

Solche extrazelluldaren Proteasen sind bei C. glabrata nicht bekannt (Kaur et al., 2005), und
im Kulturiberstand ist keine bedeutende proteolytische Aktivitdt nachweisbar (Chakrabarti
et al., 1991). Jedoch konnten auch hier eine Gruppe von zellwandstdandigen Proteasen
gezeigt werden, die eine wichtige Rolle im Umsatz von anderen Zellwandproteinen haben.
Die den Yapsinen von Saccharomyces cerevisiae ahnlichen Proteasen sorgen fiir einen
standigen Umbau der Zellwand und spielen so eine wichtige Rolle fir die Virulenz (Kaur et

al., 2007).

Lipasen sind eine weitere Gruppe wichtiger hydrolytischer Enzyme. Auch hier verflgt
C. albicans Uber eine Genfamilie mit zehn Mitgliedern (Fu et al., 1997, Hube et al., 2000).
Einige dieser Lipasen werden wahrend intraperitonealen Infektionen exprimiert (Hube et al.,
2000) und eine Deletionsmutante des LIP8-Gens zeigt eine verminderte Virulenz im
Mausmodell (Gacser et al., 2007). Fiur C. albicans scheinen die Lipasen also eine wichtige
Rolle in der Pathogenese zu spielen. Im Gegensatz dazu konnte fiir C. glabrata bisher keine
extrazellulare lipolytische Aktivitat gefunden werden (Dolapci et al., 2004), ebensowenig

wie ein Gen, das fir eine sekretierte Lipase kodieren konnte (Fu et al., 1997).

Phospholipaseaktivitit aller vier Hauptgruppen (A-D) kann im Uberstand von C. albicans
nachgewiesen werden (Niewerth & Korting, 2001). Wenigstens flr Proteine mit
Phospholipase-B-Aktivitdt konnte auch eine Sezernierung gezeigt werden (Mavor et al.,
2005). Auch hier zeigt eine Mutante eine verminderte Virulenz im Mausmodell (Leidich et
al., 1998). Bei C. glabrata ist das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von Phospho-
lipaseaktivitat nicht endglltig geklart. In einige Arbeiten konnten keine solche Aktivitat
gefunden werden (Samaranayake et al., 1984, Gokce et al., 2007), wahrend andere bei etwa
der Halfte der untersuchten Isolate Phospholipase-B-Aktivitat feststellen konnten
(Ghannoum, 2000). Aber auch diese Aktivitait war deutlich geringer als diejenige von
C. albicans. Die Bedeutung einer moglichen Phospholipaseaktivitat fur die Virulenz von

C. glabrata bleibt damit vorerst unklar.
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1.2.1.4 Resistenz gegen Antimykotika

Klinisch werden verschiedene Stoffklassen von Antimykotika bei Candida-Infektionen
eingesetzt. Im allgemeinen beginnt die Therapie dabei mit einem Antimykotikum der
Azolklasse, zum Beispiel Fluconazol (Guery et al., 2008, Pappas et al., 2009), das auch gegen
viele andere pathogene Pilze wie Cr. neoformans oder H. capsulatum wirkt. Resistenzen
gegen Azole sind bei C. albicans sehr selten, weniger als 1% der klinischen Isolate sind
beispielsweise gegen Fluconazol resistent (Tortorano et al., 2006).

Im Gegensatz dazu zeigt C. glabrata eine natirliche hohe Resistenz gegen Fluconazol und
andere Azole (Tortorano et al., 2006). Diese Resistenz kann unter Selektionsdruck durch
Antimykotika in vivo (vanden Bossche et al., 1992) und in vitro (Borst et al., 2005) sogar
noch erhéht werden. Die Resistenzentwicklung stellt unter klinischen Bedingungen ein
groRes Problem dar (Vermitsky et al., 2006), und bei einem Nachweis von C. glabrata muR
schnellstmoglich auf andere Stoffklassen ausgewichen werden (Pappas et al., 2009).

Zwei hauptsachliche Mechanismen stehen hinter dieser Resistenz. Zum einen ist C. glabrata
in der Lage, die Expression von Effluxpumpengene wie CDR1 und CDR2 in Gegenwart von
Antimykotika hochzuregulieren (Sanglard et al., 1999, Ferrari et al., 2009). Durch diesen
Mechanismus wird die Wirkstoffkonzentration in der Zelle gering gehalten. Zum anderen
kann C. glabrata das Ziel der Azole, die Lanesterol-14a-Demethylase Ergll,
Uberexprimieren und so die Wirksamkeit der Antimykotika verringern (Marichal et al.,
1997). Eine weitere Moglichkeit des Pilzes besteht darin, die Funktion der Mitochondrien
reversibel zu unterdriicken (Kaur et al., 2004). Dies geschieht moglicherweise lber eine
epigenetische Steuerung. Zusammenfassend kann gesagt werden, dal® C. glabrata eine hohe
natirliche Resistenz gegen bestimmte Antimykotika hat, die auf verschiedenen Wegen noch

weiter erhoht werden kann.

1.2.1.5 Immunevasion

Die Interaktion mit dem Immunsystem des Wirts ist ein sehr wichtiger Schritt in der
Etablierung einer Infektion. Bereits bei den ersten Schritten, der Cytokinantwort der
Epithelzellen auf Kontakt mit dem moglichen Krankheitserreger, gibt es deutliche

Unterschiede zwischen C. albicans und C. glabrata.
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In einem in vitro-Modell der menschlichen oralen Mukosa |8st C. albicans eine starke
proinflammatorische Cytokinantwort aus — unter anderem werden von den Epithelzellen
IL-1a, IL-8, Tumornekrosefaktor TNF und Granulocyte Monocyte Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF) produziert (Schaller et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist die Reaktion der
Epithelzellen auf eine Infektion mit C. glabrata geringer, die proinflammatorische Antwort
bleibt groRtenteils aus (Li & Dongari-Bagtzoglou, 2007). Als einzige Ausnahme wird GM-CSF
induziert. Damit einher geht eine geringere Zellschadigung durch C. glabrata, die bei
C. albicans durch die Invasion von Hyphen in das kiinstliche Gewebe verursacht wird
(Schaller et al., 2002).

Beide Pilze werden nach dem Eindringen in Gewebe von Zellen der angeborenen
Immunabwehr angegriffen. C. albicans bildet unter diesen Umstanden Hyphen aus und kann
so unter anderem phagocytierenden Makrophagen wieder entkommen (Borg-von Zepelin et
al., 1998). Neutrophile dagegen unterdriicken diese Hyphenbildung effektiv und stellen eine
sehr viel wirksamere Waffe gegen den eindringenden Pilz dar (Fradin et al., 2005). Uber die
direkte Interaktion von C. glabrata mit Immunzellen ist dagegen bisher weniger bekannt.
Wahrend einer Infektion zeichnen sich die Infiltrate durch die weitgehende Abwesenheit
von Neutrophilen aus, wdahrend Makrophagen regelmaRig zu finden sind (l. Jacobsen,
personliche Mitteilung). Interessanterweise kann C. glabrata in Makrophagen in vitro gut

Uberleben und sogar wachsen (K. Seider, personliche Mitteilung; (Kaur et al., 2007)).

Das Abtéten von Candida-Zellen durch Makrophagen und Neutrophile erfolgt zu einem
groRen Teil Gber den oxidativen Burst (Vazquez-Torres & Balish, 1997). Gegen diesen Angriff
setzen Pilze unter anderem eine Kombination von Superoxiddismutasen und Katalasen ein,
die das schadliche Superoxid in zwei Schritten zu Wasser umsetzen. Fir eine
Superoxiddismutase von C. albicans, Sod5, konnte in vitro eine Rolle fiir das Uberleben bei
Interaktion mit Neutrophilen nachgewiesen werden (Fradin et al., 2005). In vivo zeigt eine
Mutante, der Sod5 fehlt, eine abgeschwaéchte Virulenz in der Maus (Martchenko et al.,
2004). Wird die einzige Katalase von C. albicans durch Mutation ausgeschaltet, dann sind
die Zellen sensitiver gegen oxidativen Stress, Makrophagen und Neutrophile (Wysong et al.,
1998, Nakagawa et al., 2003).

C. glabrata ist gegen oxidativen Stress deutlich resistenter als C. albicans oder S. cerevesiae.

Diese Resistenz wird in vitro durch eine von zwei in diesem Pilz vorhandenen Katalasen,
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Ctal, vermittelt (Cuellar-Cruz et al., 2008). Trotzdem zeigt eine Mutante dieses Gens keine
Abschwachung der Virulenz im Mausmodell (Cuellar-Cruz et al., 2008). Welche moglichen
anderen Systeme in der in vivo-Situation die Detoxifikation der reaktiven Sauerstoffspezies
ibernehmen kénnen, ist derzeit noch unklar.

Zusammenfassend scheint C. glabrata eine passivere Strategie als C. albicans zu verfolgen.
Die geringe Cytokinantwort, das Uberleben in phagocytierenden Zellen und die hohe
Toleranz gegen oxidativen Stress sprechen ebenso dafiir wie die subklinisch verlaufenden
Infektionen im Tierversuch. Im Gegensatz dazu stehen die vergleichsweise intensive
Immunantwort bei Infektionen mit C. albicans und dessen aktive Evasionsmechanismen, die
zum Teil auf dem Hefen-Hyphenlbergang basieren. Tabelle 1-1 faRt einige der wichtigsten
Unterschiede noch einmal zusammen und bietet einen Vergleich mit dem

Modellorganismus S. cerevisiae.

Tabelle 1-1: Vergleich von C. glabrata, C. albicans und S. cerevisiae, verandert nach (Kaur et al., 2005)

C. glabrata C. albicans S. cerevisiae
Ploidie Haploid Diploid Haploid/Diploid
Pathogenitat Opportunist Opportunist Meist apathogen
Sexueller Zyklus Nicht bekannt Unvollstandig Bekannt
Phanotypen-Switching Vorhanden Vorhanden Nicht vorhanden
Echte Hyphen Nicht vorhanden Vorhanden Nicht vorhanden
Pseudohyphen Vorhanden (selten) Vorhanden Vorhanden
Adhdsine Lektine (Epa) Lektine Lektine (Flo)
Hwpl Agglutinine
Als-Proteine
Sezernierte Hydrolasen  Nicht bekannt Proteasen (Sap1-8) Protease (Barl, nur
Lipasen (Lip1-10) im sexuellen Zyklus)
Phospholipasen
Auxotrophien Niacin, Thiamin, Keine Keine
Pyridoxin
Wirkung von Azolen Resistent Empfindlich Empfindlich

1.3 Pigmente als Pathogenitatsfaktor

Ein weiterer fir viele Pilze wichtiger Pathogenitatsfaktor ist die Bildung von Pigmenten. In
den meisten Fallen handelt es sich dabei um Melanine, Stoffgemische verschiedener
Polymere mit meist dunkelbrauner bis schwarzer Farbung. Die Melaninproduktion ist in der
Natur weit verbreitet, sie tritt bei Insekten ebenso auf wie bei Wirbeltieren und Mollusken —

die Tinte der Tintenfische erhdlt ihre Farbung ebenso wie die menschliche Haut durch
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Melanine. Auch Pflanzen, Bakterien und eben Pilze kdnnen diese Verbindungen herstellen —
in den meisten Fallen zum Schutz vor schadlichen Umwelteinfliissen. Im Folgenden soll die

Rolle von Melaninen bei Pilzen genauer betrachtet werden.

1.3.1 Bildung von Melaninen

Eine genaue Definition von Melaninen ist schwierig bis unmaoglich. Im allgemeinen werden
hochmolekulare dunkelfarbige Substanzen, die in wassrigen und organischen Losungs-
mitteln unl6slich sind und unter oxidierenden Bedingungen ausbleichen, aber gegen Sauren
resistent sind, als Melanin bezeichnet (Nosanchuk & Casadevall, 2003). Eine andere
Definitionsmoglichkeit beruht auf der Tatsache, dass Melanine stabile freie Radikale enthal-
ten, die Uber Elektronenspinresonanz nachgewiesen werden kdnnen (Enochs et al., 1993).

Nach dem Syntheseweg werden zwei Hauptgruppen unterschieden, die DHN-Melanine und
die DOPA-Melanine. Diese Unterscheidung wird auch im Folgenden verwendet. Eine andere
mogliche Unterteilung basiert auf der chemischen Zusammensetzung des Endprodukts und
unterscheidet zwischen braun-schwarzen Eumelaninen, ro6tlichen Phaeomelaninen

(enthalten zuséatzlich Schwefel) und Allomelaninen (enthalten meist keinen Stickstoff).

1.3.1.1 DHN-Melanine

DHN-Melanine tragen ihren Namen nach dem Zwischenprodukt 1,8-Dihydroxynaphtalen.
Biotechnologisch wichtige Pilze und Modellpilze, wie zum Beispiel A. nidulans und A. niger,
Humanpathogene wie A. fumigatus, aber auch der pflanzenpathogene Pilz
Verticillium dahliae, bei dem die Synthese von DHN-Melaninen erstmals beschrieben wurde
(Wheeler, 1982), produzieren DHN-Melanine.

Der DHN-Melaninsyntheseweg beginnt mit der Verkniipfung von Malonyl-CoA-Einheiten zu
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalen. Diese Reaktion wird — wie viele andere Reaktionen des
Sekundarmetabolismus (Gokhale et al., 2007) — von einer Polyketidsynthase katalysiert
(Langfelder et al., 1998, Watanabe et al., 2000). Das entstehende Produkt wird danach von
jeweils spezifischen Enzymen reduziert, dehydriert zu Trihydroxynaphtalen, nochmals
reduziert und dann zum namensgebenden Dihydroxynaphtalen dehydriert. Dieses

polymerisiert, katalysiert durch eine Laccase, zu Melanin (Langfelder et al., 2003). Insgesamt
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sind also bis zu sechs Genprodukte notwendig, um DHN-Melanin zu synthetisieren.
Ungewohnlicherweise sind diese Gene bei A. fumigatus als Cluster im Genom angelegt (Tsai

et al., 1999), eine bei Pilzen seltene Anordnung.

1.3.1.2 DOPA-Melanine

Die DOPA-Melanine wurden nach dem archetypischen Ausgangsstoff
L-3,4-Dihydroxyphenylalanin benannt, aus dem in der Pigmentsynthese ein Polymer von
Hydroxyindolderivaten entsteht. Zu den humanpathogenen Pilzen, die auf diesem Weg
Melanin erzeugen, gehoren unter anderem Cryptococcus neoformans (Staib, 1962, Chaskes
& Tyndall, 1975), Paracoccidioides brasiliensis (Gomez et al., 2001), Histoplasma capsulatum
(Nosanchuk et al., 2002) und Penicillium marneffei (Youngchim et al., 2005).

Der Reaktionsweg ist vergleichsweise einfach (Bell & Wheeler, 1986), er beginnt mit der
Wirkung einer Phenoloxidase auf das Substrat, meist L-DOPA oder Tyrosin — entsprechend
dem Substrat werden Phenoloxidasen in Laccasen und Tyrosinasen unterteilt. Das
entstehende Dopachinon ist hochreaktiv und wird Uber Hydroxylierung und
Decarboxylierung in Dihydroxyindol berflihrt, das seinerseits spontan zum DOPA-Melanin
polymerisiert (Langfelder et al.,, 2003). Im Gegensatz beispielsweise zur DOPA-Melanin-
Synthese bei Sdugetieren (Winder et al., 1994) ist bei Cr. neoformans neben der Laccase

kein weiteres Enzym fiir den gesamten Reaktionsweg notwendig (Williamson, 1994).

1.3.2 Biologische Wirkung von pilzlichen Melaninen

Die biologischen Effekte der Pigmente sind beinahe so vielfdltig wie ihre Strukturen
(Jacobson, 2000, Langfelder et al., 2003). Die vergleichsweise aufwendige Synthese und die
von der Wachstumsphase oder den Umweltbedingungen abhangige Regulation deuten auf
eine wichtige Rolle fiir die produzierenden Pilze hin, die auf verschiedenen Ebenen in vitro
und in vivo untersucht wird. Unter den humanpathogenen Pilzen ist die Wirkung von
Melaninen bei Cr. neoformans bislang am besten erforscht, gefolgt von pigmentierten
Aspergillus-Arten. Aber auch fir andere Pilze liegen dhnliche Beobachtungen vor, wodurch

eine grobe Klassifizierung der biologischen Effekte von Melaninen mdglich ist.
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1.3.2.1 Stabilisierung der Zellwand

Melanine werden oft als defensiver "Schild" der Pilze beschrieben. Tatsachlich sind viele der
Effekte scheinbar defensiv und basieren auf der Abwehr von schadlichen Umwelteinflissen.
Fir solche Funktionen ist von Bedeutung, dass Melanin in und auf der Zellwand abgelagert
wird und dort seine Wirkung als erste Barriere gegen Schaden von aul3en entfalten kann.

Durch Einlagerung von Melanin in die Zellwand erhalt diese eine groRere Stabilitdt gegen
enzymatische Lyse (Kuo & Alexander, 1967) und mechanischen Stress (Brush & Money,
1999). Eine beeindruckende Bestatigung der erhohten Stabilitdt stellt die Existenz
sogenannter Melaningeister ("melanin ghosts") dar (Wang et al.,, 1996). Diese leeren
Zellwandhillen bleiben bei melanisierten Zellen auch nach einer Behandlung mit
chaotropen Salzen, kochender konzentrierter Salzsdaure und lytischen Enzymen zurick. Nicht
melanisierte Zellen werden bei dieser Methode dagegen vollstandig zerstért. Auch die
GroRe der Poren innerhalb der Zellwand nimmt unter Melanisierung ab (Jacobson & lkeda,
2005), was den FluR von grofReren Molekilen in das Cytoplasma und aus ihm heraus
beschrankt. Zusatzlich zu der mechanischen Verstarkung wirkt die Melanisierung dadurch

als osmotische Barriere.

1.3.2.2 Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies

Bei Arten der Gattung Cryptococcus konnte mit Mutanten der Melaninsynthese gezeigt
werden, dass Melanin den Pilz gegen die Oxidationsmittel Hypochlorit und Permanganat
schiitzen kann (Jacobson & Tinnell, 1993). Auch Mutanten von Sporothrix schenkii sind
sensitiver gegenliber der oxidativen Wirkung von Wasserstoffperoxid (Romero-Martinez et
al., 2000). In vivo scheint dies fir das Uberleben im Phagolysosom wichtig zu sein, denn
pigmentlose Mutanten von S.schenkii (Romero-Martinez et al, 2000) und
Wangiella dermatitidis (Schnitzler et al., 1999) lGberleben in Makrophagen und Neutrophilen
deutlich schlechter als der Wildtyp, obwohl der oxidative Burst in beiden Fallen gleich ist.
Ein dhnlicher Effekt wurde bei Cr. neoformans-Mutanten beobachtet (Wang et al., 1995).

Indirekt kann Melanin auch vor den Immuneffektorzellen schiitzen, indem es die
Phagocytose behindert (Wang et al., 1995) oder die Produktion von proinflammatorischen

Cytokinen wie TNF-a inhibiert (Huffnagle et al., 1995). Beides wurde fir Cr. neoformans
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nachgewiesen und dirfte auch auf andere melanisierte Pilze zutreffen. Interessanterweise
wurde bei Cr. neoformans eine reziproke Beziehung zwischen Melanin und der Expression
von Superoxiddismutasen beobachtet. Die Anwesenheit von Melanin kdnnte also teilweise
die Funktion des Enzyms beim Entgiften von Superoxiden libernehmen (Jacobson et al.,

1994).

1.3.2.3 Schutz vor UV-Strahlung

Haufig sind Konidien von Pilzen melanisiert, so zum Beispiel bei Aspergillus-Arten und
S. schenkii. Diese Verbreitungsformen sind im Sonnenlicht schadlicher UV-Strahlung
ausgesetzt, gegen die eine Melaninschicht auf den Konidien sehr effizient schiitzen kann
(Romero-Martinez et al.,, 2000, Singaravelan et al., 2008). Auch die vegetativen
Wachstumsformen anderer freilebender Pilze wie Cr. neoformans zeigen bei
Melaninbildung in vitro einen erhéhten Schutz vor UV-Licht (Wang & Casadevall, 1994a). Die
Schutzwirkung basiert dabei entweder auf der direkten Absorption des UV-Lichts durch das
Pigment oder auf der Neutralisierung der entstandenen Radikale, moglicherweise auch
durch beide Mechanismen gleichzeitig.

Auf dhnlichen Mechanismen scheint auch der bei einigen Pilzen beobachtete Schutz vor
erhohter Temperatur zu basieren (Rosas & Casadevall, 1997). Melanin konnte dabei die von

der Zelle produzierten Sauerstoffradikale abfangen (Jacobson, 2000).

1.3.2.4 Weitere biologische Effekte

Zu den weiteren Wirkungen von Melaninen, auf die hier nicht ndher eingegangen werden
soll, zahlt der Schutz vor Antimykotika bei Cr. neoformans, der moglicherweise durch die
geringere Durchldssigkeit der melanisierten Zellwand hervorgerufen wird (Wang &
Casadevall, 1994b). Auch wird Melanin von verschiedenen Pflanzenpathogenen genutzt, um
in der so verschlossenen und verstarkten Zellwand Driicke von bis zu 80 bar zu erzeugen
und so die pflanzliche Kutikula zu durchdringen (de Jong et al., 1997).

Eine weitere interessante, nicht umumstrittene Beobachtung wurde 2007 von der
Arbeitsgruppe um Casadevall publiziert: Im 1986 zerstorten Reaktorblock4 des

Kernkraftwerks Tschernobyl wurden stark pigmentierte Pilze entdeckt, die dort trotz der
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extrem hohen Radioaktivitat wuchsen. Tatsachlich konnte spater nachgewiesen werden,
dass Melanin diese und andere pigmentierte Pilze nicht nur vor radioaktiver Strahlung
schiitzen kann, sondern sogar zu einer erhdhten Stoffwechselrate und schnellerem
Wachstum fihrt (Dadachova et al.,, 2007). Ob Pilze aber tatsadchlich die Energie der

ionisierenden radioaktiven Strahlung nutzen kénnen, ist unklar.

1.4  Das Pigment von C. glabrata

Auch fur C. glabrata wurde kiirzlich die Bildung eines braunen Pigments beschrieben, wenn
als einzige Stickstoffquelle Tryptophan zur Verfligung gestellt wird (Mayser et al., 2007).
Darin gleicht es dem Basidiomyceten Malassezia furfur, einem auf der Haut lebenden
opportunistischen Pathogen, bei dem ein solches Pigment erstmals entdeckt und naher
untersucht wurde (Mayser et al., 1998, Mayser et al., 2004, Hort et al., 2008a).

Tatsachlich dhneln sich die Chromatogramme der beiden Pigmente derart, dass davon
ausgegangen werden kann, dass sich die meisten Verbindungen von M. furfur auch in dem
Pigment von C. glabrata wiederfinden lassen kdnnen (Mayser et al., 2007). Beobachtungen
zur Funktion des Pigments bei einem Pilz lassen sich also wahrscheinlich auch auf den

jeweils anderen Ubertragen.

1.4.1 Bekannte Strukturen des Pigments von M. furfur

Bei M. furfur wird das Pigment in Gegenwart von Tryptophan als einziger Stickstoffquelle in
das Medium abgegeben. Es erscheint dabei rétlich-braun, mit einer griin-gelben Fluoreszens
im UV-Licht (Mayser et al., 1998). Chromatographische Analysen lassen eine Vielzahl von
unterschiedlich gefarbten Verbindungen unterscheiden (Abbildung 1-1), die zum groéRten
Teil sowohl bei M. furfur als auch bei C. glabrata nachgewiesen werden konnten (Mayser et
al., 2007). Zu den bekannten Verbindungen gehoren unter anderem Pityriacitrin, eine gelbes
Indolderivat mit UV-Absorptionseigenschaften (Mayser et al., 2002, Machowinski et al.,
2006), die roten Bisindolverbindungen Pityriarubin A, B und C, die in aktivierten
Granulozyten die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies unterdriicken koénnen

(Kramer et al.,, 2005a) und Malassezin, eine farblose Verbindung, die als Agonist des
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Abbildung 1-1: Bekannte Strukturen aus dem Pigment von M. furfur. Die im Text erwahnten Verbindungen sind hier im
Vergleich mit der Ausgangsaminosaure Tryptophan gezeigt. Strukturen nach (Mayser et al., 2002, Kramer et al., 20053,
Kramer et al., 2005b)

Arylhydrocarbonrezeptors wirken (Wille et al., 2001a) und zur Apoptose von menschlichen
Melanozyten fihren kann (Kramer et al., 2005b).

Viele weitere Verbindungen sind bereits beschrieben (Mayser et al., 2003 ), aber nicht alle
auf ihre Wirkung hin untersucht. Viele weitere im Chromatogramm sichtbare Stoffe sind
Uberhaupt noch nicht analysiert worden. Die Bandbreite der moglichen Effekte des
Pigments dirfte also noch groRer sein als bisher bekannt.

Neben diesen Verbindungen sind die Malassezia-Spezies auch in der Lage, aus L-DOPA und
Tyrosin Melanine zu bilden (Gaitanis et al., 2005). Allerdings erfolgt die Melaninsynthese
scheinbar unabhangig von der Produktion des tryptophanabhangigen Pigments. So bildet
M. furfur nur sehr wenig Melanin, aber groBe Mengen des hier beschriebenen Pigments

(Mayser et al., 2004).

1.4.2 C. glabrata als Modellorganismus fiir die Pigmentsynthese

Der Syntheseweg fiir das Pigment bei M. furfur konnte bislang nicht aufgeschliisselt werden.
Einer der Hauptgriinde dafiir ist, dass kaum molekularbiologische Werkzeuge fiir diesen Pilz

zur Verflgung stehen. Lediglich durch die Herstellung einer partiellen Genbank (Brunke &
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Hube, 2006) und den Einsatz einer cDNA-Subtraktionstechnologie konnten bereits
differentiell regulierte Gene identifiziert werden, die verstarkt unter pigmentinduzierenden
Bedingungen transkribiert werden (Hort et al.,, 2008b). Es fehlen jedoch grundlegende
Methoden wie Transformationssysteme flir Ansatze der reversen Genetik.

Die groRe Ahnlichkeit zwischen dem Pigment von M. furfur und dem von C. glabrata 13Rt
vermuten, dass beide auf einem sehr dhnlichen Syntheseweg basieren. Im Gegensatz zu
M. furfur sind bei C. glabrata aber alle wichtigen Methoden fir molekularbiologische
Arbeiten etabliert. Transformationssysteme mit entsprechenden Markern sind lange
bekannt (Kitada et al., 1995, Cormack & Falkow, 1999), wenn auch die Rate an illegitimen
Rekombinationen hoch ist. Das haploide Genom erlaubt eine im Vergleich zu C. albicans
einfache Mutation von Genen, und erste genomweite Mutantenbibliotheken wurden
bereits erzeugt (Castafio et al., 2003). AuBerdem ist seit einigen Jahren das gesamte Genom
von 12,3 Megabasen sequenziert und somit fur Vergleiche verfiigbar (Dujon et al., 2004).
Einer der groRten Vorteile bei den Arbeiten mit C. glabrata ist die enge Verwandtschaft zur
Backerhefe S. cerevisiae. Tatsachlich sind diese beiden Pilze sehr viel enger miteinander
verwandt als etwa C. glabrata mit C. albicans. Auch haben sich C. glabrata und S. cerevisiae
in der Evolution erst nach der Duplizierung des kompletten Genoms voneinander getrennt,
wodurch die Syntenie der Gene und ihre Ahnlichkeit auf Aminosiureebene sehr groR ist
(Dujon et al., 2004). Das erleichtert Riickschliisse der Funktion von Genen bei S. cerevisiae
auf die mogliche Funktion bei C. glabrata sehr.

Naturlich dirfen die Unterschiede nicht ignoriert werden — so hat C. glabrata einige Abwei-
chungen im Stoffwechsel aufzuweisen, die moglicherweise mit der Rolle des Pilzes als Kom-
mensale und Pathogen zusammenhangen. Beispielsweise fehlen fiinf Gene des Galaktose-
metabolismus, vier des Phosphatmetabolismus und mindestens drei im Stoffwechsel von
Stickstoff und Schwefel (Dujon et al., 2004). Trotz dieser Unterschiede kann besonders bei

den konservierten Stoffwechselwegen ein Vergleich mit S. cerevisiae lohnen.

1.5  Stoffwechsel von aromatischen Aminosauren bei C. glabrata

Das Pigment von C. glabrata wird nur in Gegenwart von Tryptophan synthetisiert. Unter
diesen Bedingungen kann der Pilz sowohl die Indolverbindungen herstellen als auch den

Stickstoff des Tryptophan zum Wachstum nutzen. Damit steht fest, dass der
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Tryptophankatabolismus wahrend der Pigmentsynthese zumindest aktiv sein muR. Die darin
beteiligten Gene sind also ein mogliches Bindeglied zur Pigmentsynthese. Da aber liber die
spezifischen Stoffwechselwege bei C. glabrata relativ wenig bekannt ist, wird im Folgenden

der Metabolismus von S. cerevisiae beschrieben, der bei C. glabrata sehr dhnlich sein diirfte.

1.5.1 Vergleich mit dem Aminosaurestoffwechsel von S. cerevisiae

Der Katabolismus von Aminosauren ist beim Modellorganismus S. cerevisiae gut erforscht.
Die Backerhefe kann die meisten Aminosduren als alleinige Stickstoffquelle
verstoffwechseln, im Gegensatz zu manchen Pilzen und den meisten anderen Eukaryoten
jedoch nur wenige davon auch als Kohlenstoffquelle nutzen (Large, 1986).

Eine besondere Rolle kommt dabei den aromatischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin
und Phenylalanin, dem Methionin und den verzweigtkettigen Aminosauren Leucin, Isoleucin
und Valin zu. Sie werden in der sogenannten Aminosduregdarung zu ihren
korrespondierenden Alkoholen metabolisiert und wieder ausgeschieden, ohne dass ihr
Kohlenstoffskelett nutzbar gemacht wird. Die dabei entstehenden "Fuselalkohole" sind als
Nebenprodukte der Garung in geringen Konzentrationen wichtige Geschmackstrager von
alkoholischen Getranken (Meilgaard, 1975) und anderen Lebensmitteln. In hohen
Konzentrationen dagegen sorgen sie fir einen unangenehmen Geschmack, der auch
namensgebend fur diese (Fusel-)Verbindungen war.

Der erste, der einen Stoffwechselweg fiir die Aminosauregarung vorschlug, war Felix Ehrlich
(Ehrlich, 1907). Daher ist der Weg heute mit einigen Modifikationen (Neubauer & Fromherz,
1911) im englischen Sprachraum als Ehrlich pathway bekannt (Abbildung 1-2). In diesem
Reaktionsweg wird in einem ersten Schritt Uber eine Transaminasereaktion die
Aminogruppe abgespalten und auf einen Akzeptor Ubertragen (Sentheshanmuganathan,
1960). Uber diesen Akzeptor — meist 2-Oxoglutarat — gelangt der Stickstoff als Glutamat in
den zentralen Metabolismus. Ubrig bleibt eine a-Ketons&ure, die in einem zweiten Schritt zu
einem Aldehyd decarboxyliert wird. Im dritten und letzten Schritt wird dieses Fuselaldehyd
entweder zu einer Fuselsdure oxidiert oder Uber eine Alkoholdehydrogenase zu einem
Fuselalkohol reduziert und als Endprodukte ausgeschieden (Hazelwood et al., 2008).

Fir diese Reaktionen besitzt die Backerhefe mindestens vier Transaminasen, vier

Decarboxylasen, sechs Aldehyddehydrogenasen und sechzehn Alkoholdehydrogenasen. Die
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Abbildung 1-2: Tryptophanabbau bei S. cerevisiae iiber die Aminosauregarung. Verdandert nach (SGD project).
Griin: Namen der beteiligte Enzyme nach der Saccharomyces Genome Database (SGD). Erlauterungen im Text.

genaue Kombination dieser Enzyme fiir die jeweilige Reaktion hangt dabei hauptsachlich
von dem Substrat und der verwendeten Kohlenstoffquelle ab (Hazelwood et al., 2008).

Im Fall von Tryptophan sind dies die Transaminasen Aro8 und Aro9 (Kradolfer et al., 1982,
Iraqui et al., 1998) und die Decarboxylase Aro10, in geringerem MaRe auch Pdcl, Pdc5 und
Pdc6 (Dickinson et al.,, 2003). Dabei ist Expression von Aro8 nur von der generellen
Transkriptionsregulation des Aminosduremetabolismus abhangig (Kradolfer et al., 1982),
wahrend die Transkription von Aro9 und Arol0 erst in Anwesenheit von aromatischen
Aminosauren Uber den Transkriptionsfaktor Aro80 aktiviert wird (Iraqui et al., 1999). Der
Abbauweg (Abbildung 1-2) fiihrt damit vom Tryptophan lber das desaminierte Indol-3-
pyruvat weiter Uber das decarboxylierte 3-Indolacetaldehyd zum Fuselalkohol Tryptophol
oder zur Fuselsdure 2-(Indol-3-yl)ethanoat (Indolessigsaure). Unter normalen aeroben
Anzuchtbedingungen mit Glucose als Kohlenstoffquelle ist das weit Uberwiegende

Endprodukt das Tryptophol (Dickinson et al., 2003).

Flir Tryptophan ist bei der Backerhefe noch ein alternativer Abbauweg lber Kyrunenin zu
NAD beschrieben (Kucharczyk et al., 1998, Panozzo et al., 2002). Allerdings fehlen bei
C. glabrata samtliche Gene dieses de novo-Synthesewegs des NAD (Li et al., 2007). Die
Aminosduregarung zu Tryptophol ist bei C. glabrata also der einzig mogliche Weg,

Tryptophan als Stickstoffquelle zu nutzen.
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1.6  Zielsetzung dieser Arbeit

Mit Hilfe von C. glabrata als pathogenem Modellorganismus sollten folgende Aspekte der

Pigmentproduktion aus Tryptophan untersucht werden:

1. Wie wird das Pigment synthetisiert?
2. Unter welchen Umstanden wird das Pigment synthetisiert?

3. Welche biologische Bedeutung hat das Pigment?

Die erste Frage nach dem Syntheseweg sollte durch den Einsatz einer Sammlung von
Transposonmutanten und durch Transkriptionsanalysen von C. glabrata unter
pigmentinduzierenden Bedingungen beantwortet werden. Hierzu sollte in vitro systematisch
die Fahigkeit zur Pigmentbildung verschiedenster Zufallsmutanten untersucht werden und
diese Erkenntnisse gemeinsam mit den Ergebnissen zur Genregulation bei der
Pigmentierung fiur ein Modell zum Syntheseweg verwendet werden. Dieses Modell sollte
gegebenenfalls durch weitere, diesmal gezielte Mutanten bestatigt oder widerlegt werden.
Flr die Beantwortung der zweiten Frage sollte der Ausgangsstamm und mogliche Mutanten
unter verschiedenen, definierten Bedingungen auf ihre Pigmentierung hin untersucht
werden. Daraus sollten Aussagen lber die moglichen Bedingungen gewonnen werden,
unter denen das Pigment auch in vivo wahrend einer Infektion gebildet werden kénnte.

Die dritte Frage sollte durch Experimente beantwortet werden, die auf den bisherigen
Erkenntnissen zur Pigmentbildung bei Pilzen beruhen. Wegen der bekannten Eigenschaften
des Melanins beim Schutz gegen verschiedene Stresse und gegen Aktivitditen des
Immunsystems sollten besonders die moéglichen defensiven Eigenschaften des Pigments
untersucht werden. Dazu sollten Versuche in vitro und Bedingungen durchgefiihrt werden,
die einer Infektionssituation nahe kommen.

ZusammengefaRt sollte so ein erstes Bild von der Synthese und dem méglichen Nutzen des
Pigments fir den humanpathogenen Pilz C. glabrata gewonnen werden — und damit auch
Rickschlisse fir andere, dieses Pigment synthetisierende Pilze wie M. furfur ermaoglicht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Medien, Mikroorganismen und Zelllinien

2.1.1 Medien

Fir die Verwendung als Festmedium wurde 2% Agar (Kobe I, Roth, fiir Komplexmedien) oder 2%
reinster Agar (Oxoid, fir definierte Medien) zugefligt. Prozentangaben sind als Gewichtsprozent pro

Volumen (w/v) zu verstehen.

YPD-Vollmedium fiir C. glabrata und C. albicans

Hefeextrakt 1% Roth

Pepton 1% BD Biosciences
Glukose 2% Roth
Autoklaviert

Pigment-Induktionsmedium/Kontrollmedium (SD-Trp/SD-Arg)

YNB ohne NH,SO, 0,17 % BD Biosciences
Glukose 2% Roth
Phosphatpuffer pH 5,8 100 mM Merck
L-Tryptophan (SD-Trp) 15 mM Roth

oder L-Arginin (SD-Arg) 15 mM Roth
Sterilfiltriert

SD-Medium fiir Wachstumstests

YNB ohne NH,SO, 0,17 % BD Biosciences

Glukose 2% Roth

Phosphatpuffer pH 5,8 100 mM Merck

L-Aminosaure 10 mM Roth (His: Sigma, Arg: Merck)
oder NH,SO, 0,5% Roth

Sterilfiltriert

Serum-Medium fiir Hypheninduktion

YNB ohne NH,SO, 0,17 % BD Biosciences
Glukose 2% Roth
Phosphatpuffer pH 5,8 100 mM Merck

Serum (FBS) 10% PAA
Sterilfiltriert

LB-Vollmedium fur E. coli

Hefeextrakt 0,5% Roth
Trypton 1% BD Biosciences
NacCl 0,5% Roth

Autoklaviert
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2.1.2 Verwendete Mikroorganismen

Stamm Genotyp Parentalstamm Referenz
Candida glabrata

ATCC 2001 Wildtyp - -

C5 Wildtyp - -

his3A his3A::FRT ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert

leu2A leu2A::FRT ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert

trplA trp1A::FRT ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert

AAA his3A::FRT leu2A::FRT trp1A::FRT ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert

11I7A9 (CAGLOK03949g::Tn7) ATCC 2001 (Castario et al., 2003),

Vorliegende Arbeit
1I7A9A CAGLOK03949g::Tn7 C5 Vorliegende Arbeit
V4B4 (PCAGLOAoglozg::Tn7) ATCC 2001 (Castaﬁo et al., 2003),
Vorliegende Arbeit

VAB4A Pcacloaosio2g::Th7 C5 Vorliegende Arbeit

arol10A his3A::FRT ATCC 2001 Vorliegende Arbeit
CAGLOA03102g::HIS3

aro9A leu2A::FRT ATCC 2001 Vorliegende Arbeit
CAGL0G06028g::LEU2

aro8A leu2A::FRT ATCC 2001 Vorliegende Arbeit
CAGL0GO01254g::LEU2

grplA gpriA:: NAT1 ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert
his3A::FRT leu2A::FRT trp1A::FRT

pde2A pde2A:: NAT1 ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert
his3A::FRT leu2A::FRT trp1A::FRT

cdc25A cdc25A:: NAT1 ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert
his3A::FRT leu2A::FRT trp1A::FRT

gin3A gln3A:: NAT1 ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert
his3A::FRT leu2A::FRT trp1A::FRT

gpalA gpalA:: NAT1 ATCC 2001 Karl Kuchler, nicht publiziert

his3A::FRT leu2A::FRT trp1A::FRT

Candida albicans

SC5314 Wildtyp - (Gillum et al., 1984)
tuplA tuplA::hisG/tuplA::hisG CAl-4 (Braun & Johnson, 1997)
ura3::tm434 RP10::URA3 Ronny Martin, nicht publ.
nrglA nrgl::hisG/nrgl::hisG CAl-4 (Murad et al., 2001b)
ura3::tm434 RP10::URA3 Ronny Martin, nicht publ.
miglA his1A::hisG / his1A::hisG CAl-4 (Zaragoza et al., 2000)
mig1A:: hisG/mig1A::hisG-URA3-hisG
ura3::tm434
Escherichia coli
TOP10F' F'[laclg Tn10(tet")] - Invitrogen

mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
$80lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697

galU galK rpsL(Str") endA1 A’

BW23473 F, A(laclZYA argF)U169 rph-1 K12 (Haldimann & Wanner,
rpoS396(Am) robAl creC510 hsdR514 2001)
AendA9 uidA(AMIul)::pir(wt) recAl

Rosetta F ompT hsdSg(RB" mB’) gal dcm A(DE3 BL21 Novagen (Merck)

(De3) pLysS  [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])
pLysSRARE (Cam", argU, argW, ileX, glyT,
leuW, prol, metT, thrT, tyrU, and thrU)
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Fiir die Messung der Zellschadigung wurde die von einem Plattenzellkarzinom abgeleitete

humane Epithelzelllinie TR146 (Rupniak et al., 1985) genutzt (Cancer Research Technology,

UK). Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640-Medium mit 10% Fotalem Rinderserum (PAA)

bei 37°C mit 5% CO,. Verwendet wurden die Zellen jeweils in den Passagen 10-20.

2.2 Plasmide und Oligonukleotide

2.2.1 Verwendete Plasmide

Fir Subklonierungen wurden die jeweiligen PCR-Produkte (Abschnitt 2.4.2) mit dem TOPO-

TA-Kit (Invitrogen) nach Herstellerangaben in den Vektor pCR2.1 eingebracht und E. coli

TOP10F' damit transformiert (Abschnitt 2.4.6).

2.2.2 Verwendete Primer

Name Sequenz T.[°C] Bemerkungen
Prototrophie-Marker

His3-fwd GGATCCAATTATGGATCCAGTTGAA 54,9 BamHl
His3-rev CTCGAGGAAATACTCTGTTTGTGTGA 53,0 Xhol
Leu2-fwd ACTGGATCCTACCAATAGATAGCGGTTTAA 56,2 BamHlI
Leu2-rev ACTGCTCGAGGTTCGTTTCCCGATACATGC 64,5 Xhol
Trp1-fwd ACGTGGATCCTCGGTGCTCTACAGGAATCC 64,6 BamHl
Trpl-rev ACTCTCGAGTCATTGTTTCTTTGCATTTTG 60,6 Xhol
aro8A-Mutante

Aro8-Bam-| GGATCCTGTAGGCTTGCTTTGTATTTG 59,9 BamHlI
Aro8-Bam-r GGATCCGATTTATGCTAGTGCTTGATG 57,1 BamHl
Aro8-Xho-I| CTCGAGTCGATGTATTGGTAAGAAGTT 56,0 Xhol
Aro8-Xho-r CTCGAGATCAACATTTTACGCCAAA 58,5 Xhol
aro9A-Mutante

Aro9-1 TCTTCTTGCGGCGTATCAT 63,7

Aro9-Bam-r ACTGGGATCCAGATGACACAATTTCCAGC 58,1 BamHl
Aro9-Xho-I| ACTCTCGAGTGTCTTGCATTTTACATATGG 58,1 Xhol
Aro9-r TTATTGGTGTGACGTTGCTGG 66,0
arol0A-Mutante

Aro10-1 TGTGTGCCTGGGATAATATA 57,9

Aro10-Bam-r ACGGCTGGATCCTTCAGCTCGTTACAGTTG 55,3 BamHl
Aro10-Xho-I| ACGGCTCTCGAGAGATGTTCGAAGCATTCG 59,4 Xhol
Aro10-r CCTGGTTTCTTTCAATAAGCA 61,1
Ansequenzierung von Klonen aus der Mutantenbibliothek

Tn7-Readout GGCCTTCTTGCTTTGGAAGTAC 58,5 --- Sequenzierung
Aro8*-Expression

Aro8-Ex-I| ATGACTCTGCCAGAATCTAAA 58,5

Aro8-Ex-r TTATGCCAATTGAAATTCTTC 58,7
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2.3 Mikrobiologische Methoden und Phanotypische Untersuchungen

2.3.1 Anzucht und Lagerung von Mikroorganismen

Wenn in der Beschreibung der Experimente nicht anders beschrieben, wurden C. glabrata-
Hefen auf YPD-Festmedium oder in YPD-Flissigmedium bei 37°C angezogen. C. albicans und
S. cerevisiae wurden mit dem gleichen Medium bei 30°C, E. coli mit LB-Medium bei 37°C
inkubiert. Die Inkubation in Fliissigmedien erfolgte schiittelnd bei 150-180 rpm.

Flr die kurzfristige Lagerung wurden die Organismen auf dem jeweiligen Festmedium bei
4°C gehalten. Fir die langfristige Lagerung wurden die Organismen im passenden

Vollmedium unter Zusatz von 50% (v/v) Glycerin bei -70°C eingefroren.

2.3.2 Isolierung des Pigments

Zur Herstellung von isoliertem Pigment wurde C. glabrata vier Tage bei 37°C schiittelnd in
SD-Trp (Abschnitt 2.1.1) angezogen. Der braungefirbte Uberstand wurde durch
Zentrifugation bei 4500 g fir 10 Minuten von den Zellen getrennt und dann sterilfiltriert
(0,45 um, tensidfreies Celluloseacetat; Nalgene). Die Lagerung erfolgte bei 4°C. Fir
Kontrollversuche wurde mit den entsprechenden nicht-pigmenthaltigen Uberstinden

identisch verfahren.

2.3.3 Bestimmung der Pigmentkonzentration

Die Menge an Pigment im Uberstand wurde als Absorption bei 400 nm in einem Amersham

"Ultrospec 3100 pro"-Photometer bestimmt (Brunke, 2004).

2.3.4 Anzuchtin sauerstofffreier Atmosphare

Sofern erforderlich, wurde C. glabrata in pigmentinduzierender Flussigkultur (SD-Trp) in
einem Anaerobentopf (nach Zugabe von Merck Anaerocult A-Reagenz zur Erzeugung eines
anaeroben Milieus) bei 37°C und 180 rpm angezogen, um die Pigmentbildung unter

Sauerstoffausschluf® zu messen.
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2.3.5 Bestimmung der Wachstumskurven

Fiir die Wachstumskurven mit verschiedenen Stickstoffquellen wurde eine dicht
gewachsene C. glabrata-Ubernachtkultur (37°C) in SD-Medium gewaschen und dann 1:100
in 24-Lochplatten in jeweils 1 ml SD-Medium mit zugesetzten Aminosauren (je 10 mM)
angeimpft. Das Wachstum wurde halbstiindlich tber die optische Dichte bei 600 nm (ODgqq)
automatisiert in einem Infinite M 200 Mikrotiterplattenleser gemessen. Das Programm
bestand aus einer kontinuierlichen Inkubation bei 37°C, unterbrochen von Schiittelschritten

(6 mm Radius fiir 10 Sekunden) und einer sofort folgenden Messung der ODggo.

2.3.6 UV-Bestrahlungstest

Um die Resistenz von C. glabrata-Zellen gegen UV-Licht zu testen, wurden die Stamme auf
dem entsprechenden Festmedium (bspw. auf SD-Trp fur Pigmentbildung, Abschnitt 2.1.1)
fir die im Ergebnisteil genannte Zeit bei 37°C angezogen und eine Mischung von
verschiedenen Kolonien einer Platte in SD-Minimalmedium (Abschnitt 2.1.1) gel6st,
gewaschen und wieder resuspendiert. Die Zelldichte wurde mit Hilfe eines Neubauer-
Hamocytometers (Neubauer improved, Roth) unter dem Mikroskop bestimmt und auf
10’ Zellen/ml eingestellt. Von dieser Losung wurde eine Reihe von 1:10-
Verdiinnungsschritten bis zu 10° Zellen/ml hergestellt. Von diesen Zellsuspensionen wurden
jeweils 10 pl (entspricht 10°> bis 10' Zellen) auf vorgewarmte YPD-Agarplatten
nebeneinander getropft. Nach dem Eintrocknen der Suspensionen wurden die Platten in
einem UV-Crosslinker (Bio-Link, Vilber-Lourmat) nach den Angaben im Ergebnisteil bestrahlt.
Fiir die verschiedenen Wellenldangen wurden die UV-Leuchtmittel jeweils ausgetauscht.
Nach der Bestrahlung wurden die Platten fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert und das

Wachstum dokumentiert und ausgewertet.

2.3.7 Wasserstoffperoxidresistenztest

Die Resistenz gegen Wasserstoffperoxid wurde getestet, indem die Stimme entsprechend
den experimentellen Bedingungen auf pigmentinduzierendem oder nichtinduzierendem
Festmedium fiir drei Tage angezogen wurden (Abweichungen ggf. im Ergebnisteil genannt).
Eine Mischung von Kolonien wurde in SD-Minimalmedium (Abschnitt 2.1.1) gel6st,

gewaschen, resuspendiert und die Zelldichte mit einem Neubauer-Himocytometer
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(Neubauer improved, Roth) bestimmt. Die Zellsuspensionen wurden auf 10’ Zellen/ml
eingestellt und 1:1 mit einer Losung von Wasserstoffperoxid (H,0,, Applichem) in SD-
Minimalmedium (400 mM oder 200 mM fir je 200 mM oder 100 mM Endkonzentration)
gemischt. Die Hefen wurden daraufhin fiir 1 Stunde bei 37°C schittelnd (180 rpm) inkubiert
und danach sofort 1:1000 in SD-Minimalmedium verdiinnt (Endzelldichte 5-10° Zellen/ml).
Von dieser Suspension wurden 100 pl auf YPD-Vollmedium ausplattiert und nach einem Tag
Inkubation bei 37°C die gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Der Prozentsatz der
Uberlebenden Zellen wurde anhand einer H,0,-freien Kontrolle ermittelt, alle Versuche
wurden jeweils mindestens dreimal mit jeweils mindestens drei parallelen Ansatzen

durchgefihrt.

2.3.8 Messung der Hyphenldngen von C. albicans

Die Hyphenbildung von C. albicans wurden in Gegenwart von verschiedenen Stoffen
(Pigment, Uberstand von C. glabrata-Kulturen, Tryptophol in SD-Minimalmedium) getestet.
Hierzu wurde ein semisynchrone Kultur von C. albicans-Zellen (dreifache Passage in YPD bei
30°C jeweils Giber Nacht) pelletiert, mit SD-Minimalmedium gewaschen und dann mit Hilfe
eines Neubauer-Hamocytometers (Neubauer improved, Roth) auf eine Zelldichte von
weniger als 10° Zellen/ml eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden jeweils 10 pl zu 1 ml
der vorbereiteten Testlosungen in eine 24-Loch-Platte (TPP) gegeben (Endzelldichte kleiner
10*/ml) und 10% Serum (FBS, PAA) zugefiigt. Die Zellen wurden die jeweils angegebene Zeit
inkubiert und die relativen Hyphenldangen entweder direkt mit einem Leica DMIL-
Inversmikroskop und der Software Leica Application Suite (LAS, Version 2.7.0) gemessen,

oder mit nach folgendem Protokoll verfahren.

2.3.8.1 Messung der Hyphenldngen im Fluoreszensmikroskop

Alternativ wurden in die 24-Loch-Platten vor dem Test saurebehandelte Deckglaser
gegeben, auf denen die C. albicans-Zellen adharieren konnten. Fiir die Sdurebehandlung
wurden die Deckgldaser zuvor mit 1:50 in Wasser verdinnter Salzsdaure (37%, Roth) lber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert, dann zweifach mit Wasser und einmal mit Ethanol

(95%, Roth) gewaschen, wiederum Uber Nacht bei 37°C getrocknet und autoklaviert.
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Die C. albicans-Zellen wurden in diesem Fall zu den Deckglasern gegeben und nach der
Inkubation mit 4% Formaldehydlosung (Roti-Histofix, Roth) 30 Minuten bei 37°C fixiert und
danach gefarbt. Dazu wurden die Zellen dreimal mit je 1 ml PBS und danach einmal mit H,O
gewaschen und in einer 1:100-Verdiinnung einer Calcofluor-WeiR-Stammlésung (1 mg/ml in
0,1 M Tris-HCl, pH 9,0; Sigma) fiir 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach drei Waschschritten mit H,O wurden die Deckglaser mit "ProLong Gold"-
Einbettmedium (Invitrogen) versehen, auf Objekttrager gegeben und mit einem Leica DM
5500B Fluoreszensmikroskop und der Software Leica Application Suite ausgewertet (und
gegebenenfalls dokumentiert). Mit dieser Methode war die Bestimmung der absoluten

Hyphenlange moglich.

2.3.9 Bestimmung des Uberlebens mit Neutrophilen

2.3.9.1 Isolation von Neutrophilen und Koinkubation

Neutrophile wurden aus gespendetem menschlichem Vollblut gewonnen. Die Trennung der
Zelltypen erfolgte per Gradienten-Dichte-Zentrifugation (Boyum, 1968, English & Andersen,
1974) nach Anweisung des Herstellers (Sigma). Hierzu wurden gleiche Volumia Histopaque-
1077 und Histopaque-1119 (beide Sigma) Ubereinander geschichtet, das Vollblut darauf
gegeben und danach bei 700 g 30 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Fraktion
zwischen den beiden Histopaque-Sorten bestand nach dieser Behandlung nahezu
ausschlieBlich aus polymorphkernigen Granulocyten (PMNs), die ihrerseits zu beinahe 90%
aus Neutrophilen bestehen (Fradin et al., 2005). In dieser Fraktion verbliebene Erythrocyten
wurden in einem Lyseschritt (0,83% NH4Cl, 10 mM HEPES, pH 7.0) entfernt, die PMNSs in PBS
gewaschen und in HBSS-Puffer (Gibco) gelost.

Die C. glabrata-Hefen wurden wie zuvor beschrieben (Abschnitt 2.3.7) auf Festmedium
angezogen, in PBS gewaschen und ebenfalls in HBSS-Puffer gelost. Je 10° Hefen und
Neutrophile wurden im Verhaltnis 1:1 in insgesamt 200 ul HBSS-Puffer gemischt und fir

eine Stunde bei 37°C koinkubiert.
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2.3.9.2 XTT-Reaktion zur Messung der metabolischen Aktivitdt

Zellschadigungen von C. glabrata wurden nach einer modifizierten Methode von Meshulam
Uber die metabolische Umwandlung des Tetrazoliumsalzes XTT in den Farbstoff Formazan
gemessen (Meshulam et al., 1995). Daflir wurden nach der Koinkubation von Hefen und
Neutrophilen 400 ul einer XTT-Lésung (0,5 mg/ml XTT, 50 ug/ml Coenzym Q) zugegeben und
die Mischung bei 37°C nochmals 1 h inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (14.000 g
fir 1 min) wurde die Absorption bei 451 nm mit einem Tecan Infinite M 200
Mikrotiterplattenleser gemessen. Zusatzlich zur Koinkubationsreaktion (Ayx,) wurden
Neutrophile in HBSS-Puffer (Cy) und Hefen in HBSS-Puffer (Ccg) als Kontrollen verwendet.
Die Reduktion der metabolischen Aktivitat konnte dann nach folgender Formel berechnet

werden:
A.EI:F‘ - Eﬁ

Cog

Reduktion d. met. Altlvitit = 1 —

2.3.10 Messung der Zellschadigung von Epithelzellen

Die Schadigung von Epithelzellen in Infektionsmodellen mit C. glabrata wurde Uber die
Freisetzung des Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH) aus den Wirtszellen gemessen. Dazu
wurde das "Cytotoxicity Detection Kit (LDH)" von Roche entsprechend den
Herstellerangaben verwendet. Die Epithelzelllinie TR146 wurde wie in Abschnitt 2.1.3
beschrieben kultriviert. Flr die Versuche wurden Zellen der Passagen 10-20 verwendet, die
in 24-Loch-Platten (TPP) eingesat und zu konfluenten Monolayern ausgewachsen waren.
Diese Monolayer wurden zweimal mit calcium- und magnesiumfreien PBS gewaschen und
mit frischem, serumfreien RPMI-1640-Medium versorgt.

Die Hefezellen wurden wie zuvor beschrieben (Abschnitt 2.3.7) auf Platten angezogen, mit
PBS gewaschen und in serumfreien RPMI-1640-Medium resuspendiert. Die Monolayer
wurden mit je 5:10° C. glabrata-Zellen infiziert und fir 24 Stunden bei 37°C mit 5% CO,
inkubiert. Danach wurde der Kulturiiberstand vorsichtig entfernt, bei 250 g fir 10 Minuten
abzentrifugiert und dieser Uberstand fiir die LDH-Messung nach Herstellerangaben

verwendet. Die Berechnung der Zellschadigung erfolgte nach der Formel

Felative Cytotomizitit = —S——
E.E}'sa - E::I.
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Alle Werte wurden als OD4g0-ODgoo berechnet (also MeRwert abzlglich Kontrollwert), Ecg
steht dabei fir die C. glabrata-infizierten Epithelzellen, C; fiir uninfizierte Epithelzellen
(Kontrolle 1), C, fur C. glabrata ohne Wirtszellen (Kontrolle 2) und Ee flr vollstandig
lysierte Epithelzellen (100%, Lyse in 0,2% Triton-X 100, Serva). Die Kontrollen wurden fir

jedes Experiment unabhangig bestimmt.

2.3.11 Verwendung des Eier-Infektionsmodells

Hihnereier wurden nach einem weiterentwickelten Modell nach (Hartl et al., 1995) fiir die
Infektionsversuche verwendet (I. Jacobsen, unveroffentlichte Daten). C. glabrata wurden
auf induzierendem oder nichtinduzierendem Medium (SD-Arg oder SD-Trp) fiir vier Tage
angezogen. Die Eier wurden unterschiedlich lang bebritet (siehe Abschnitt 3.5.2) und mit
10’ C. glabrata-Zellen infiziert, wie bei (Hartl et al., 1995) beschrieben. Die Eier wurden nach

der Infektion taglich auf Absterben liberprift.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Praparation von DNA

2.4.1.1 Plasmid-Isolation aus E. coli

Die Isolation von Plasmiden aus Ubernacht-Kulturen von E.coli in LB-Medium (mit
passenden Antibiotika) erfolgte durch alkalische Lyse der Bakterienzellen nach einem
modifizierten Protokoll aus Sambrook et al. (Sambrook & Russell, 2001). Zwei Milliliter der
Kultur wurden bei 12.000 g abzentrifugiert, das Pellet in Puffer P1 (50 mM Tris, 10 mM
EDTA, 100 pg/ml RNAse A) resuspendiert und die Zellen durch den alkalischen Puffer P2
(200 mM NaOH, 1% [w/v] SDS) fur 5 Minuten bei RT lysiert. Nach Zugabe des Puffers P3
(3,2 M Kaliumacetat, pH 5.5) zur Neutralisation wurde das Gemisch fiir 10 Minuten bei
12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR liberfiihrt, mit 540
pl Isopropanl versetzt und zum Fallen der Plasmide fir 15 Minuten bei 12.000 g
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde in 1 ml 70% Ethanol gewaschen, der Uberstand entfernt

und das Pellet nach dem Trocknen in 50 ul H,0 resuspendiert.
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2.4.1.2 Isolation von genomischer DNA aus C. glabrata

Fir die Verwendung in PCR-Reaktionen (Abschnitt 2.4.2) und Southern-Blots (Abschnitt
2.4.5) wurde DNA aus C. glabrata-Hefen nach einem modifizierten Protokoll fiir S. cerevisiae
mittels einer mechanischen Lyse gewonnen (Hoffman & Winston, 1987). Die Hefen wurden
hierzu Gber Nacht in YPD-Vollmedium bei 37°C angezogen, 2 ml dieser Kultur fiir 2 Minuten
bei 12.000 g abzentrifugiert, das Pellet in 500 pul H,O resuspendiert und nochmals bei
12.000 g fur 2 Minuten pelletiert. Das Pellet wurde in 200 pl Lyse-Puffer (2% [v/v] Triton-X
100, 1% [w/v] SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) gelost, ein Pelletvolumen
Glasperlen (0,5 mm, sdurebehandelt, Roth) und 200 ul Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
(25:24:1, Roth) zugegeben und der Ansatz dann in einem Precellys 24-Homogenisator
(Peglab) bei einer Einstellung von zweimal 5500 rpm, 15 Sekunden mit 30 Sekunden Pause
behandelt.

Nach Zugabe von 200 pl TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,4) wurde der Ansatz fiir 10
Minuten bei 12.000 g zentrifugiert und die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefald
Uberfiihrt. Nach Zugabe von 1 ml 95% Ethanol (Roth) wurden die Nukleinsduren bei 12.000
g in 20 Minuten gefallt, das Pellet in 400 ul TE (pH 7,4) gel6st und 3 pl einer RNAse-A-Losung
(10 mg/ml, Sigma) zugegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert und dann
zum Féllen der DNA 10 pl 4 M Ammoniumacetat (Merck) und 1 ml 95% Ethanol (Roth)
zugegeben. Optional wurde der Ansatz bei -20°C gekihlt. Nach einer Zentrifugation bei
12.000 g fir 20 Minuten wurde das Pellet getrocknet und in 80-100 ul H,O geldst. Die DNA-
Konzentration wurde mit einem Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer (Peqglab) bestimmt
und der Grad der mechanischen Zerstérung gegebenenfalls mittels eines Agarosegels

Uberpruft.

2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fiir die Amplifikation spezifischer Sequenzen aus DNA wurde die Polymerasekettenreaktion
(PCR) nach Standardvorschriften durchgefiihrt. Typischerweise wurden fiir einen
20 pl-Ansatz 2 pl 10x Puffer mit 15 mM MgCl, (NEB), 0,4 pl 10 mM dNTPs (NEB), zweimal je
0,5 ul 10 uM spezifische Primer (Abschnitt 2.2.2), 1 ul DNA-Template (ca. 100 ng) und 0,1 ul
Tag-Polymerase (NEB, entspricht 0,5 U) eingesetzt. Die Reaktion wurde dann in einem

Biometra T-Personal PCR-Block durchgefiihrt, typischerweise mit einem initialen
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Denaturierungsschritt von 5 Minuten bei 94°C und 30-35 Zyklen von 30 Sekunden bei 94°C,
30 Sekunden Annealing bei primerspezischen Temperaturen und Elongation bei 72°C fiir 1-5
Minuten (nach Amplifikatlange). Nach einer finalen Elongationsphase von 5 Minuten bei
72°C wurde das Produkt bei 4°C bis zur Verwendung gelagert.

Bei PCR-Reaktionen, die eine erhéhte Genauigkeit verlangten, wie bei der Herstellung von
Auxotrophiekassetten fiir die Transformation von C. glabrata (Abschnitt 2.4.7), wurde eine
Polymerase mit Proofreading-Aktivitat eingesetzt, im allgemeinen die Pfu-Polymerase
"Pfusion High Fidelity DNA Polymerase" von NEB. Die Reaktion erfolgte nach

Herstellerangaben analog zu den Beschreibungen zur Tag-Polymerase.

2.4.3 Aufreinigung von Nukleinsauren

DNA aus PCR-Reaktionen (Abschnitt 2.4.2) wurde mit dem "QIAquick PCR Purification Kit"
(Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt und gegebenenfalls konzentriert. Fir
Elutionen aus Agarosegelen wurden die Ethidiumbromid-gefarbten Banden mit einem
Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten und die DNA mit dem "QIAquick Gel Elution Kit"
(Qiagen) ebenfalls nach Herstellerangaben aufgereinigt.

RNA wurde gegebenfalls (siehe Abschnitte 2.6.1.2 und 2.6.1.3) mit dem "RNeasy Mini Kit"

von Qiagen nach Herstellerangaben gereinigt oder aufkonzentriert.

2.4.4 Ligation von DNA

Flir das Einbringen von kurzen DNA-Fragmenten in Plasmide wurde das "TOPO-TA Cloning
Kit" von Invitrogen mit dem Plasmid pCR2.1 nach Herstellerangaben verwendet.

Weitere Ligationen wurden mit T4 DNA-Ligase von NEB durchgefiihrt, ebenfalls nach
Herstellerangaben, gegebenenfalls mit einem zusatzlichen Dephosporylierungsschritt nach
Herstellerangaben (Calf Intestinal Phosphatase (CIP), NEB). Das Insert:Vektor-Verhaltnis

betrug bei den Ligationen im allgemeinen 3:1.
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2.4.5 Hybrisierung von DNA auf Membranen (Southern-Blot)

Zum Nachweis der korrekten Integration von Disruptionskassetten wurden alle in dieser
Arbeit erstellten Mutanten mittels eines Southern-Blots (Southern, 1975) lGberprift. Hierzu
wurde die DNA isoliert (Abschnitt 2.4.1.2), mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
(NEB) im vom Hersteller genannten Puffer Gber Nacht verdaut und in einem 1%-igen

Agarosegel in TBE-Puffer (90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 2 mM EDTA) aufgetrennt.

2.4.5.1 Transfer der DNA auf die Membran durch Kapillarkridfte

DNA im Agarosegel wurde dann fir 20 Minuten schittelnd in 250 mM HCI (Roth)
depuriniert, mit H,O gewaschen, durch zweimal 15 Minuten Schitteln in einem Puffer aus
0,5M NaOH und 1,5 M NaCl denaturiert, wieder mit H,O gewaschen und zum
Neutralisieren zweimal 15 Minuten in einem Puffer aus 0,5 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl (pH 7,5)
geschittelt. Danach wurde das Gel in 20xSSC fir mindestens zehn Minuten equilibriert und
zum Ubertragen der DNA auf eine Membran verwendet. Hierfiir wurde ein Aufbau nach
Herstelleranweisung des "PCR DIG Probe Synthesis Kit" (Roche) verwendet. Auf ein mit
20x SSC (3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0) getranktes Whatman 3MM-Papier, das als
Briicke zwischen zwei Reservoirs von 20x SSC fungierte, wurde ein weiteres Whatman
3MM-Papier in GroRe des Gels gelegt. Darauf wurde das Agarosegel platziert, auf dieses
eine zurechtgeschnittene, positiv geladene Nylonmembran (Roche), und auf diese
wiederum ein passendes Whatman 3MM-Papier, gefolgt von einem Stapel passend
gefalteter Papierhandtiicher in circa 50-80 Lagen. AbschlieRend wurde eine herkdmmliche
Fotowanne mit einem Gewicht (200-500 g) darauf gestellt. Der Transfer durch Kapillarkrafte
erfolgte Giber Nacht, die Membran wurde danach auf ein mit 2xSSC getrdanktes Whatman
3MM-Papier gelegt, und durch Bestrahlung in einem "Bio-Link" UV-Crosslinker (Vilber-
Lourmat) bei zweimal 120 mJ/cm? UV-C-Licht wurde die DNA auf der Membran fixiert. Nach
einem Waschschritt in H,O und anschlieRender Trocknung konnte die Membran fiir die

Hybridisierungsreaktion verwendet werden.
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2.4.5.2 Markierungsreaktion zur Sondenherstellung

Fir den Nachweis der Zielsequenzen wurde eine Digoxigenin-markierte DNA-Sonde im PCR-
Verfahren hergestellt. Hierzu wurde eine passende Sondensequenz entsprechend den
Angaben im Ergebnisteil ausgewahlt und eine PCR (Abschnitt 2.4.2) durchgefiihrt, bei der
ein Teil der Nukleotide durch eine Mischung von dNTPs und Digoxigenin-markierten dUTPs
(Roche) ersetzt wurde (effektives Verhaltnis dUTPp:dTTP 1:6). Der Erfolg der Markierung
wurde fir jede Sonde durch einen Vergleich der Laufeigenschaften in einem Agarosegel

Uberprift, in dem eine markierte Sonde langsamer lauft als das unmarkierte Amplifikat.

2.4.5.3 Hybridisierungsreaktion und Nachweis

Fiir die Hybrisierung der Sonde mit der Zielsequenz wurden die vorbereiteten Membranen
(Abschnitt 2.4.5.1) in einem Hybridisierungsofen (Biometra OV-1) mit DIG EasyHyb (Roche)
fir mindestens zwei Stunden bei 42°C prahybridisiert. Von der vorbereiteten Sonde
(Abschnitt 2.4.5.2) wurden je nach ungefdhrer Konzentration (nach Agarosegelbild) 10-20 ul
bei 99°C fiir 5 Minuten denaturiert und in 20 ml DIG EasyHyb zu der Membran gegeben. Die
Hybrisierung erfolgte dann tiber Nacht im Hybridisierungsofen bei 42°C.

Die Membranen wurden am nachsten Tag zweimal 5 Minuten bei Raumtemperatur in
Niedrigstringenzpuffer (2xSSC, 0,1% [w/v] SDS) gewaschen, danach noch zweimal 15
Minuten bei 68°C in vorgewarmten Hochstringenzpuffer (0,1xSSC, 0,1% [w/v] SDS). Fir den
Nachweis der Sonde wurden die Membranen bei Raumtemperatur zweimal 5 Minuten in
Waschpuffer (Maleinsdurepuffer [100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl, pH7,5] mit
0,3% [w/v] Tween 20) gewaschen. Mit einer Blockierungslosung (1% Blockierungsreagenz
[Roche] in Maleinsaurepuffer) wurde die Membran 30 Minuten abgesattigt und dann
0,75 ul einer Losung von Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Fab-Antikérperfragmenten
gegen Digoxigenin (Roche, effektive Verdiinnung 1:20.000) in Blockierungslésung
zugegeben. Nach weiteren 30 Minuten Bindungszeit wurden die Membranen dreimal
10 Minuten in Waschpuffer gewaschen und danach mindestens 5 Minuten in
Alkalische-Phosphatase-Puffer (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5) inkubiert. Die Membran
wurde dann aus dem Hybridisierungsgefall entfernt, und (nur noch feucht) mit einem
Alkalische-Phosphatase-Subtrat fiir Chemolumineszenz (CDP-Star, Roche, 1:100 in

Alkalische-Phosphatase-Puffer) bedeckt. Nach 5 Minuten Inkubation wurde die
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Uberschissige Substratlosung entfernt und die Lumineszens mit einem "Chemi Smart 5000"
Chemolumineszenssystem (Vilber Lourmat, Software ChemiCapt V12.8) nachgewiesen und
dokumentiert. Zur Bestimmung der Fragmentgrofen wurden bei allen Southern-Blots von
Anfang an die beiden DIG-markierten DNA-GroBenmarker "DNA Molecular Weight Marker"
Il und lll (Roche) mitgefiihrt.

2.4.6 Transformation von E. coli

Chemisch kompetente E. coli-Zellen wurden hergestellt, indem eine Ubernachtkultur (LB)
1:1000 in frisches LB-Medium Uberfihrt wurden. Die Kulturen wurden bei 37°C, 180 rpm
inkubiert, bis eine ODs7g von 0,2 bis 0,4 erreicht war. Nach 10 Minuten Kiihlung auf Eis
wurden diese Zellen bei 4000 rpm in 15 Minuten in einer gekihlten (4°C) Zentrifuge
pelletiert. Das Pellet wurde in 18 ml kaltem Puffer RF1 (30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCl,,
10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15% [v/v] Glycerin, pH 5,8 mit Essigsdure) gelost, 30 Minuten
auf Eis inkubiert und wieder zentrifugiert wie zuvor. Dieses Pellet wurde dann in 4 ml Puffer
RF2 (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% Glycerin, pH 6,5 mit KOH)
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Aliqouts zu 50 ul auf vorgekiihlte
Reaktionsgefalle verteilt und diese sofort in fllissigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung der
kompetenten Zellen erfolgte bei -80°C, fiir Transformationen wurden diese auf Eis wieder
aufgetaut.Zur eigentlichen Transformation wurden maximal 100 ng DNA in maximal 10%
Volumen (5 pl) zu den Zellen gegeben und vorsichtig mit diesen gemischt. Nach 20 Minuten
Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 30 Sekunden bei 42°C im Wasserbad erhitzt, wieder
auf Eis gegeben und kurz danach mit 500 ul LB-Medium versetzt. Nach einer Stunde
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika

ausgestrichen.

2.4.7 Transformation von C. glabrata

Die Transformation von intakten C. glabrata-Zellen wurde nach einer modifizierten
Methode von Gietz et al. durchgefiihrt (Gietz et al., 1992). Von einer Ubernacht-Vorkultur
(37°C) in YPD-Flussigmedium wurde 1 ml in 100 ml frisches YPD-Fllssigmedium Uberfihrt.
Bei einer ODggo von 0,8 (typischerweise nach etwa 4 Stunden Wachstum) wurde die

gesamte Kultur 5 Minuten bei 2700 g, 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 10 ml TE-Puffer
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(1xTE, pH7.4) gel6st. Nach einem weiteren, identischen Zentrifugationsschritt wurde das
Pellet in 10 ml TELiAc-Puffer (1xTE, pH7.4; 0.1M LiAc; autoklaviert) resuspendiert, ein
weiteres mal mit den gleichen Parametern abzentrifugiert und das Pellet dann in 1 ml
TELiAc-Puffer resuspendiert. Die Hefensuspension wurde in Aliquots zu je 50 ul aufgeteilt
und diese fir die eigentliche Transformation verwendet.

Dafiir wurde zu den Aliquots 1 pg der linearisierten DNA (die Transformationskassette)
gegeben, zusatzlich noch 5 pl denaturierter (5 Minuten bei 98°C) Heringssperma-DNA
(Ambion) und 300 pl PLATE-Puffer (40% w/v PEG 3350 in TELiAc-Puffer; autoklaviert). Die
Suspension wurde kurz mit einem Vortex gemischt und dann fir 30 Minuten bei 30°C
inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 15 Minuten bei 45°C wurden die Zellen durch
Zentrifugation bei 4500 g fiir 3 Minuten pelletiert, der Uberstand entfernt und die Hefen in
1 ml YPD-Vollmedium gel6st. Fur Auxotrophie-Marker wurden die Zellen nach einer Stunde
schittelnder Inkubation bei 37°C wieder wie zuvor pelletiert, in Minimalmedium (SD)
aufgenommen und auf den entsprechenden Selektionsmediumagarplatten (SD/NH4S0,)
ausplattiert. Fiir Resistenzmarker wie hph wurde die Inkubationszeit bei 37°C (iber Nacht
verlangert und die Hefen auf YPD-Platten mit 500 pg/ml Hygromycin ausgestrichen.

Nach 2-3 Tagen bei 37°C wurden die transformierten Stamme aus den gewachsenen
Kolonien vereinzelt und anschlieBend per PCR (Abschnitt 2.4.2) und Southern-Blot

(Abschnitt 2.4.5) auf die korrekte Integration der Kassette hin getestet.

2.4.8 Heterologe Expression von Aro8 in E. coli

Mit den Primern Aro8-Ex-l und Aro-8-Ex-r wurde das komplette Gen ARO8 aus genomischer
DNA des Wildtypstamms ATCC2001 amplifiziert. Das Produkt wurde in den Vektor pCR2.1
(Invitrogen) kloniert und sequenziert. Ein EcoRI-Fragment mit dem kompletten ARO8-Gen
wurde isoliert und in den EcoRl-linearisierten Expressionsvektor pRSET-B (Invitrogen)
Ubertragen. Mit diesem Konstrukt wurden "Rosetta" E. coli-Zellen (Novagen) transformiert.

Von einer Vorkultur dieser Zellen wurden 200 ml LB-Medium angeimpft und bei 30°C
schiittelnd (300 rpm) bis zu einer OD600 von 0,5-0,8 angezogen. Durch Zugabe von 1 mM
IPTG wurde die Proteinsynthese induziert und die Zellen nach 5 Stunden durch
Zentrifugation geerntet. Das Pellet wurde in 50 mM HEPES-Puffer (pH 7,5) gel6st und die
Zellen durch Ultraschallbehandlung aufgebrochen. Nach Abtrennung der unldslichen

Fraktion durch Zentrifugation wurde der Uberstand mit dem histidinmarkierten
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rekombinanten Protein in einer AKTA Explorer (Amersham) aufgereinigt. Dazu wurde eine
14 ml-Nickel-Sepharose-Sdule mit 50 mM HEPES (pH 7,5) aquilibriert und mit der |6slichen
Fraktion des Zelllysats beladen. Nach einem Schritt mit 3 Saulenvolumen 50 mM HEPES (pH
7,5) wurde die Saule mit 5 Volumen 50 mM HEPES (pH 7,5) mit 40 mM Imidazol gewaschen.
Danach wurde das markierte Protein mit 5 Sdulenvolumen 50 mM HEPES (pH 7,5) mit 200
mM Imidazol eluiert und anschlieend in einer Filtereinheit mit 30 kDa AusschluBRgroRe
(Amicon, Millipore) aufkonzentriert und in 50 mM HEPES (pH 7,5) gel6st. Proben wurden bei
jedem Schritt genommen und im Anschlu auf einem SDS-Polyacrylamidgel tGberprift.

Die Transaminaseaktivitat wurde standardmaRig in einem Ansatz bestehend aus 3 mM L-
Tryptophan, 2 mM a-Ketoglutarat, 100 mM HEPES (pH 7,5), 10 uM Pyridoxalphosphat und
dem aufgereinigten Enzym bestimmt. Fir die spezifische Aktivitdit wurde die
Proteinkonzentration tber einen Bradford-Test (BioRad) nach Standardverfahren gemessen.
Fir die Pigmentproduktion wurde der beschriebene Test mit 10 mM L-Tryptophan, 10
mM a-Ketoglutarat, 100 mM HEPES (pH 7,5), 10 uM Pyridoxalphosphat und dem Enzym
durchgefiihrt. Die Messungen der optischen Dichte erfolgten dabei entweder mit einem
Amersham "Ultrospec 3100 pro"-Photometer oder einem Tecan Infinite M 200 Mikrotiter-

plattenleser.

2.5 Durchmusterung der Mutantenbibliothek

Die Sammlung von Transposon-Insertionsmutanten wurde durch B. Cormack in Form von
zwanzig Pools mit zufalligen Mutanten zur Verfligung gestellt (Castano et al., 2003). Fir die
Durchmusterung (Screening) der Bibliothek wurden von jedem Pool Aliquots auf YPD-
Agarplatten (@ 130 mm) ausplattiert und die Platten bei 37°C inkubiert, bis groRe und kleine
Kolonien gut erkennbar waren. Diese Einzelkolonien wurden in 96-Lochplatten mit YPD-
Medium Ubertragen und nochmals tiber Nacht bei 37°C angezogen. Von jedem Pool wurden
so mindestens 1000 Kolonien isoliert und mit 50% sterilem Glycerin flr spatere Verwendung
bei -70°C gelagert.

Zur Bewertung der Pigmentbildung wurden die Mutanten aus den YPD-Vorkulturen auf
96-Lochplatten, die mit pigmentinduzierendem Festmedium gefillt waren (SD-Agar mit
Glukose und Tryptophan: SD-Trp, s. Abschnitt 2.1.1), Ubertragen. Nach drei Tagen
Inkubation bei 37°C wurden Wachstum und Pigmentbildung visuell bewertet und Mutanten

mit auffalliger Abweichung von der Wildtyppigmentierung ausgewahlt. In einer zweiten
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Testrunde wurden von diesen Mutanten 5 pl einer Ubernachtkultur auf frisches
Induktionsmedium gegeben (24-Lochplattenformat) und die Pigmentierung nochmals
bewertet. Bei Mutanten, die in beiden Testrunden Auffdlligkeiten zeigten, wurden die

Insertionsstellen des Transposons ansequenziert.

2.5.1 Sequenzierung der Transposon-Insertionsstellen

Von Mutanten mit abweichender Pigmentbildung auf Induktionsmedium wurde gDNA aus
einer Ubernachtkultur isoliert (Abschnitt 2.4.1.2), mit dem Restriktionsenzym Mfel (NEB)
verdaut und mit T4-Ligase (NEB) religiert. Das von dem Transposon T7 abgeleitete
Disruptionskonstrukt enthalt eine Kanamycin-Resistenzkassette (KanR) und den
Replikationsursprung R6Ky, der das -Protein fiir seine Funktion benétigt. Der E. coli-Stamm
BW23473 enthalt das fur M kodierende pir-Gen (Metcalf et al., 1996). Dieser Stamm wurde
mit der religierten DNA transformiert (Abschnitt 2.4.6) und auf LB mit Kanamycin (30 ug/ml;
Sigma) selektiert. Die wachsenden, das zirkularisierte Tn7-Konstrukt samt flankierender
C. glabrata-DNA enthaltenden E. coli-Klone wurden vereinzelt, die Plasmid-DNA isoliert
(Abschnitt 2.4.1.1) und mit einem aus dem Transposonkonstrukt herausgerichteten Primer
(Tn7-Read out; Abschnitt 2.2.2) ansequenziert. Die Sequenzierung erfolgte dabei durch
Service-Einheiten im Robert-Koch-Institut oder im Hans-Knoll-Institut mit dem BigDye®
Terminator-System (Applied Biosystems). Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem
BLAST-Algorithmus mit dem bekannten C. glabrata-Genom abgeglichen und so die

urspriingliche Position des Tn7-Konstrukts im Genom ermittelt.

2.5.2 Transformation zur Kontrolle des gefundenen Gens

Gegebenenfalls wurde das in Abschnitt 2.5.1 erhaltene Plasmid verwendet, um eine
Kontrolltransformation von C. glabrata durchzufiihren. Dafiir wurde das Plasmid mit Mfel
wieder linearisiert und der C. glabrata-Wildtyp mit diesem Konstrukt transformiert. Das
Tn7-Konstrukt enthélt zusatzlich zur Kan®-Sequenz noch eine Hygromycin-Resistenzkassette
(hph), die zur Selektion der Transformanten auf YPD-Vollmedium mit 500 pg/ml Hygromycin
(Sigma) ausgenutzt wurde (Castafio et al., 2003). Uber die flankierenden Gensequenzen kam

es zu homologen Rekombinationen mit dem urspriinglich disruptierten Gen, wodurch eine
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isogene Mutante in einem unabhadngigen Wildtypstamm erzeugt werden konnte. Die
korrekte Insertion wurde per PCR Uberpriift und der Phanotyp der neuen Mutante mit der
in der Bibliothek gefundenen verglichen. So konnten Fehlinterpretationen, wie sie durch
Mehrfachinsertionen des Tn7-Konstrukts in einem Isolat hatten auftreten koénnen,

verhindert werden.

2.6 Genexpressionsanalyse

2.6.1 Microarrays

Die C. glabrata-Microarrays wurden freundlicherweise von Steffen Rupp (Stuttgart) zur
Verfiigung gestellt. Es handelt sich um Glas-Arrays mit in Duplikaten aufgebrachten cDNAs,
die mit 5908 69- oder 70-mer-Oligonukleotiden 5053 der bekannten ORFs von C. glabrata
reprasentieren. Bei den C. albicans-Microarrays handelte es sich um kommerziell erhiltliche
Oligonukleotid-Glas-Arrays (Eurogentec). Sie enthalten fiir 6606 bekannte ORFs

Oligonukleotide jeweils in Duplikaten.

2.6.1.1 Gemeinsame Referenzen

Fiir die Microarray-Experimente wurden alle Proben in Zweifarbexperimenten zusammen
jeweils mit der gemeinsamen Referenz fir C. albicans oder der fir C. glabrata hybridisiert.
In beiden Fallen handelt es sich um RNA, die aus einer exponentiell wachsenden Kultur des
Pilzes in YPD-Vollmedium isoliert wurde. Eine dichte Ubernachtkultur des Pilzes wurde dafiir
in frisches Medium Uberimpft, bei 37°C und 180 rpm inkubiert und bei einer ODggo von 5,0
isoliert. Die gemeinsamen Referenz-RNAs wurden nach den folgenden Protokollen mit Cy3-

Nukleotiden markiert und dann jeweils fiir alle Experimente eingesetzt.

2.6.1.2 Probennahme fiir RNA-Isolierung

Kulturen von C. glabrata oder C. albicans wurden den experimentellen Bedingungen
entsprechend behandelt, abzentrifugiert und die RNA mit dem RNeasy Mini-Kit (Qiagen)

nach Herstellerangaben isoliert. Fiir die mechanische Lyse der Zellen mit Glasperlen
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(0,4-0,6 mm, Sartorius) wurde ein Precellys 24-Homogenisator (Peqlab) eingesetzt,
eingestellt auf zweimal 6500 rpm fiir je 30 Sekunden, dazwischen 30 Sekunden Pause.

Die aufgereinigte RNA wurde in einem BioAnalyzer 2100 (Agilent) mit dem RNA Nano Chip
(Agilent) auf ihre Integritdt Uberprift. Qualitativ hochwertige RNA wurde nach einer
zusatzlichen Quantifizierung in einem Nanodrop-1000-Spektrometer (Peqglab) fiir die

Markierungsreaktion eingesetzt. Die Lagerung von RNA erfolgte gel6st in Wasser bei -70°C.

2.6.1.3 Markierungsreaktion

Die RNA wurde mit dem Low RNA Input Linear Amplification Kit (Agilent) nach
Herstellerangaben mit fluoreszierenden Nukleotiden amplifiziert und dabei markiert. Dazu
wurde je 1 ug RNA mit Oligo-dT/T7-Promotor-Primern revers transkribiert und die erhaltene
cDNA in Gegenwart von Cy-markierten Nukleotiden (Cy3- bzw. Cy5-CTP, GE Healthcare) in
vitro transkribiert. Die erhaltene cRNA wurde mit dem RNeasy Mini-Kit (Qiagen) aufgereinigt
und die Menge und spezifische Aktivitat (Inkorporationsrate) mit dem Nanodrop-1000-
Spektrometer bestimmt. Markierte cRNA mit einer Aktivitdit von mehr als 5 pmol/ug
(gewohnlich: 10-12 pmol/ug) Cy-markierten Nukleotiden wurde fir die Hybridisierung

verwendet. Die Lagerung von markierter cRNA erfolgte in Wasser bei -80°C.

2.6.1.4 Hybridisierungsreaktion

Jeweils 1 pug cRNA von Probe (Cy5) und gemeinsamer Referenz (Cy3) wurden in 50 ul DIG
EasyHyb (Roche) verdiinnt und fiir 10 Minuten bei 65°C denaturiert. Die Microarrays
wurden mit einem LifterSlip-Deckglas (Erie Scientific) bedeckt und die cRNA-Losung
darunter pipettiert. Danach wurden die Arrays in einer Hybrisierungskammer (Corning)
wasserdicht verschlossen und 16-20 h bei 42°C im Wasserbad hybrisiert. Die hybrisierten
Arrays wurden in drei Schritten gewaschen (15 min in 2x SSC, 1 % SDS; 8 min in 1x SSC, 0,2
% SDS; 5min in 0,1x SSC, 0,2% SDS) und zum Trocknen in einem 50-ml-Plastikgefald
abzentrifugiert (450 g, 5 min). Hybridisierungen auf den Arrays wurden in einem GenePix
4000B-Zweifarbscanner in einer Auflésung von 10 um mit der GenePix-Software, Version 4.1

(Molecular Devices) erfasst und ausgewertet.
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2.6.2 Datenerfassung

Die automatische Erfassung der einzelnen hybridisierten Punkte durch die GenePix-Software
wurde gegebenenfalls manuell korrigiert und die Daten in das Programm GeneSpring GX
(Version 10, Agilent) zur weiteren Auswertung importiert. Nach einer Normalisierung der
Rohdaten Gber den LOWESS-Algorithmus und der Annotierung der Daten nach dem MIAME-
Standard (Brazma et al.,, 2001) wurden die Filter- und Auswertungswerkzeuge des
Programms entsprechend der Angaben im Ergebnisteil eingesetzt. Die erhaltenen Daten

wurden in elektronischen Datenbanken hinterlegt.

2.6.3 GO-Term-Analysen

Die GO-Term-Anreicherungsanalyse flr C. glabrata wurde mit dem Programm GeneSpring
GX 10 anhand der Annotation in der Génolevures-Datenbank durchgefiihrt. Zusatzlich
wurden die Annotationen nach eigenen Kriterien mit den GO-Termen der S. cerevisiae-
Homologe aus der Saccharomyces Genome Database erweitert (siehe Abschnitt 3.2.3.3). Die
zugrundeliegenden Annotationsdaten stammen jeweils aus dem Marz 2009. Die Signifikanz
der Anreicherung von GO-Termen wurde dabei durch GeneSpring GX 10 Uber eine
hypergeometrische Verteilung berechnet.

Bei C. albicans wurde fir die Analysen nach GO-Termen auf die umfangreiche Annotation
der Candida Genome Database (Arnaud et al., 2005) zurlickgegriffen und die von dieser
Datenbank bereitgestellte GO-Slim-Analyse durchgefiihrt, die einen an C. albicans
angepalites, reduzierten Umfang an GO-Kategorien verwendet. Die Ergebnisse wurden

zuletzt mit dem Stand der Annotationen im Juli 2009 abgeglichen.
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2.7 Datenaufbereitung und Datenauswertung

2.7.1 Verwendete Programme

Folgende Programme wurden in dieser Arbeit verwendet und teilweise im Rahmen der

Arbeit selbst entwickelt:

Programmname Version Hersteller/Autor Verwendung

BioPaxer 1.0b Eigenes Programm Genexpression, Konvertierung
Genespring GX 10.0.1  Agilent Technologies Genexpressionsanalyse
GenePix 4.1 Molecular Devives Genexpression, Datenerfassung
GO-Termer 1.0b Eigenes Programm Genexpression, Konvertierung
GraphPad Prism 5.02 GraphPad Software Datenaufbereitung, Statistik
Lasergene 7.2.1 DNAStar Inc. DNA-Sequenz-Arbeiten

Mapper 1.0b Eigenes Programm Genexpression, Darstellung
Office 2007 12.0 Microsoft Corporation Datenaufbereitung, -darstellung

2.7.2 Insilico-Analysen

Folgende Datenbanken wurden fiir Sequenzvergleiche und Analysen der Microarray-Daten

verwendet:

Datenbank Internetadresse Referenz

Candida Genome www.candidagenome.org (Arnaud et al., 2005)
Database (CGD)

Saccharomyces Genome www.yeastgenome.org (Christie et al., 2004)
Database (SGD)

National Center for www.ncbi.nlm.nih.gov

Biotechnology
Information (NCBI)

Génolevures www.genolevures.org (Sherman et al., 2009)
Gene Ontology (GO) www.geneontology.org (Ashburner et al., 2000)
L2L C. albicans Database candida.bri.nrc.ca/L2L/ (Newman & Weiner, 2005)

2.7.3 Statistische Verfahren

Sofern nicht explizit anders erwahnt, wurde das Signifikanzniveau der MeRergebnisse liber
einen zweiseitigen t-Test bestimmt (gegebenenfalls nach zusatzlichem F-Test), unter
Verwendung von Microsoft Excel oder GraphPad Prism (Abschnitt 2.7.1). Fir die Ergebnisse
des Versuchs zum Uberleben mit Neutrophilen (Abschnitt 3.5.3) wurde der Wilcoxon-
Vorzeichenrangtest verwendet, um den Unterschieden in den Neutrophilen-Chargen
Rechnung zu tragen. Signifikanzniveaus wurden in den Abbildungen mit * (p<0,05),

** (p<0,01) und *** (p<0,001) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Parameter fiir die Bildung des Pigments

Fiir die Untersuchung der Pigmentsynthese sollten zuerst diejenigen Parameter bestimmt
werden, die die Pigmentbildung beeinflussen kdnnen. Darum wurde die Pigmentierung von
C. glabrata-Hefen unter verschiedenen Anzuchtbedingungen in Gegenwart von Tryptophan
gemessen. Aus diesen Daten sollten erste Erkentnisse dariiber gewonnen werden, auf
welchem Syntheseweg das Pigment gebildet wird und wie diese Synthese reguliert wird.
Zusammen mit Untersuchungen des Transkriptionsprofils wahrend der Pigmentbildung
(Abschnitt 3.2.3) und von Zufallsmutanten mit veranderter Pigmentierung (Abschnitt 3.2.1)

sollten so mogliche Ziele fir spatere definierte Deletionsmutanten bestimmt werden.

3.1.1 Zeitlicher Verlauf

Die sichtbare Pigmentbildung setzt in induzierendem Kulturmedium (Minimalmedium mit
Tryptophan als einziger Stickstoffquelle) bei 37°C nach etwa zwei Tagen ein und erreicht
nach etwa drei Tagen das Maximum (Abbildung 3-1A/B, Pigment). Die Kultur befindet sich
zu diesen Zeitpunkten schon in der stationdren Phase, die in diesem Medium nach etwa 24
bis 36 Stunden erreicht wird (Abbildung 3-1B, Wachstum). Um zu ermitteln, ob die
Pigmentbildung von diesem Eintritt in die spaten Wachstumsphasen abhédngig ist oder ob
schon vorher ein Pigmentvorldufer gebildet wird, der seinerseits langsam zum sichtbaren
Pigment reagiert, wurden von induzierten Kulturen Proben des Uberstands genommen und
sterilfiltriert. In diesen zellfreien Proben wurde der Pigmentgehalt als Absorption bei 400
nm gemessen, und zwar einmal sofort bei Probennahme und noch einmal nach drei Tagen

zusatzlicher Lagerung im Dunkeln.

Alle Proben dunkelten wahrend der zusatzlichen Lagerung deutlich nach. Wahrend die
sofort gemessenen Proben erst lange nach dem Eintritt in die stationdre Phase eine starke
Zunahme der ODyqg zeigten (Abbildung 3-1B B, Pigment), war mit denselben Proben nach
zusatzlicher Lagerung schon wahrend des logarithmischen Wachstums eine starke
Pigmentierung erkennbar, die sich wdhrend der stationdren Phase nur noch wenig

verstarkte (Abbildung 3-1A/B, Pigment final). Die initiale Pigmentbildung findet also nicht
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Abbildung 3-1: Zeitlicher Verlauf der Pigmentbildung. (A) Firbung des Uberstands vor (Pigment) und nach einer
zusétzlichen Inkubation (Pigment final) (B) Messung der Pigmentmenge als ODgqo. Das Wachstum (blau) ist langsamer als in
Vollmedium, erreicht aber nach der logarithmischen Phase nach etwa 24 Stunden die stationdre Phase. Sichtbares Pigment
(rot) tritt erst nach etwa 40 Stunden auf. Zellfreier Uberstand dunkelt nach (griin) und zeigt, dass die Pigmentproduktion
schon nach wenigen Stunden Wachstum meRbar einsetzt.

erst wahrend der stationdren Phase statt, sondern schon wahrend des Wachstums, und in
dieser Phase wird ein Pigmentvorlaufer oder ein pigmentbildendes Enzym von C. glabrata in

den Uberstand abgegeben, in dem sich das Pigment dann bildet.

3.1.2 Abhangigkeit von Sauerstoff

Die Kultivierung und Pigmentbildung erfolgte unter aeroben Bedingungen. Um eine
mogliche Abhangigkeit der Pigmentierung von Sauerstoff zu untersuchen, wurde C. glabrata
unter sauerstofffreier Atmosphdre in pigmentinduzierendem Medium angezogen. Auch
nach mehreren Tagen Wachstum blieb das Kulturmedium hell, wahrend sich in der Anzucht
mit Luftsauerstoff Pigment gebildet hat.

Der sterilfiltrierte Uberstand der sauerstofffreien Kultur zeigte eine langsame Verfiarbung,
sobald er der normalen Atmosphéare ausgesetzt wurde (Abbildung 3-2, Kein Sauerstoff). Die
Intensitat der Farbung erreichte dabei nicht das Niveau der sauerstoffhaltigen
Kulturbedingung, auch nicht nach Anpassung an die geringere Zellzahl bei sauerstofffreiem

Wachstum (ODgyo 3,5 zu 8,5 bei normaler Atmosphare). Als Kontrolle unter
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Abbildung 3-2: Nachdunklung nach Anzucht in sauerstofffreier Atmospare. OD,y-Entwicklung vom Zeitpunkt der
Probennahme (nach vier Tagen Wachstum) an als MaR der Pigmentbildung. Die Sekundarreaktion setzt ein, sobald der
Kulturiiberstand dem Luftsauerstoff ausgesetzt wird und dauert etwa 24 Stunden an (rot, rechte Achse). Zum Vergleich
Pigment, das in sauerstoffhaltiger Atmosphare gebildet wurde und keine Anderung der OD4y mehr zeigt (griin, linke
Achse). Induktionsmedium ohne Hefen (Medium, blau, rechte Achse) zeigt keine Nachdunklung.

Sauerstoffabschlull gehaltenes Induktionsmedium ohne C. glabrata hatte anfangs die
gleiche ODg4qo (Abbildung 3-2, Medium) , zeigte aber keine meBbare Nachdunklung.

Fir die Bildung des Pigments ist also Sauerstoff notig, wobei die Reaktion in einen
sauerstoffunabhdngigen und einen sauerstoffabhangigen Schritt unterteilt werden kann.
Der zweite Schritt kann offensichtlich auch in zellfreiem Medium erfolgen. Moglicherweise
sezerniert C. glabrata also ein Zwischenprodukt, das spontan oder vermittelt von
extrazellularen Enzymen zu dem endgiiltigen Produkt weiterreagiert, wofiir Sauerstoff
bendtigt wird. Um dieses oder diese Zwischenprodukte zu ermitteln, wurde im nachsten
Schritt der Uberstand einer sauerstofffrei angezogenen Kultur mittels HPLC mit dem einer

unter Sauerstoff gewachsenen verglichen und die zeitliche Entwicklung verfolgt.

3.1.2.1 Analyse der Zwischenprodukte

Das erste Abbauprodukt des Tryptophans in S. cerevisiae ist Indolpyruvat ((Kradolfer et al.,
1982); vgl Abschnitt 1.5.1). Sollte es sich dabei um das Zwischenprodukt handeln, das in der
sauerstoffabhingigen Reaktion umgesetzt wird, miiBte es im Uberstand der sauerstofffrei
gewachsenen Kulturen noch nachweisbar sein. Die Analyse (iber HPLC zeigt jedoch, dass
sowohl in den sauerstofffrei als auch in den unter normaler Atmosphdre gewachsenen
Kulturen Indolpyruvat nicht nachweisbar ist (Abbildung 3-3; beispielsweise ist der Peak bei

Minute 2,5 in den Proben nicht vorhanden). Das Endprodukt des Tryptophanabbaus,
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Abbildung 3-3: HPLC-Chromatogramm der Uberstinde von pigmentinduzierten Kulturen in sauerstoffhaltiger (+O,-
Uberstand) und -freier (-O,-Uberstand) Atmosphire. Zum Vergleich sind die Kurven von Indolpyruvat und Tryptophol
eingefligt. Wahrend Tryptophol unter beiden Bedingungen gebildet wird, wird kein meBbares Indolpyruvat in den

Uberstand abgegeben. Die sauerstoffabhingige Reaktion geht somit nicht direkt vom Abbauzwischenprodukt Indolpyruvat
aus.

Tryptophol, ist unter beiden Bedingungen nachweisbar (Peak bei Minute 4,3), das
Tryptophan wurde also erwartungsgemall umgesetzt (vgl. Abschnitt 1.5). Der
pigmenthaltige Uberstand aus der sauerstoffhaltigen Atmosphire enthilt auRerdem
insgesamt mehr Inhaltsstoffe als der Uberstand der sauerstoffrei gewachsenen Kultur.
Beiden gemeinsam ist ein Peak nahe des Hauptsignals des Indolpyruvats (etwa Minute 2,0),
der aber nicht mit diesem identisch ist. Indolpyruvat ist also nicht in gréReren Mengen im
Uberstand der sauerstofffrei angezogenen Kultur aufzufinden.

Gleichzeitig wird (iber den Zeitverlauf der Nachdunklung ein Peak im Chromatogramm
sichtbar, der noch keiner Substanz zugeordnet werden kann (Abbildung 3-5). Dasselbe
Signal [aRt sich auch in der Kultur finden, die mit Sauerstoff angezogen wurde (Abbildung
3-3; Minute 4,7). Ein mit dem Erscheinen der unbekannten Substanz einhergehender Abbau
einer anderen Substanz — also des moglichen Vorlaufers — 1aRt sich aber nicht erkennen.
Sowohl mit als auch ohne Sauerstoff bildet C. glabrata also Tryptophol aus Tryptophan, und
in einer sauerstoffunabhangigen Sekundarreaktion entsteht (iber die Zeit eine tber HPLC

meRbare Verbindung. Das Zwischenprodukt konnte so aber nicht identifiziert werden.
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Abbildung 3-5: HPLC-Chromatogramm der Nachdunklungsreaktion. Nach der Anzucht in sauerstofffreier Atmosphare

wurde der Uberstand in Abstanden von je einer Stunde {iber HPLC vermessen. Die sichtbare Nachdunklung geht einher mit
der Zunahme eines Peaks bei 4,7 Minuten (Pfeil), verursacht durch eine unbekannte Substanz.

3.1.3 Abhangigkeit von anderen Stickstoffquellen

Die Pigmentbildung wurde bei M. furfur und C. glabrata mit Tryptophan als einziger
Stickstoffquelle nachgewiesen (Mayser et al., 1998, Mayser et al., 2007). Um zu
untersuchen, welchen EinfluR die Verfligbarkeit alternativer Stickstoffquellen auf die
Pigmentierung von C. albicans hat, wurde deshalb Tryptophan mit allen anderen

Standardaminosduren jeweils in Konzentrationen von 5 mM gemischt und die

Pigmentbildung gemessen (Abbildung 3-4A,B). Die Pigmentbildung wird von allen anderen
Aminosauren gehemmt, aber in unterschiedlichen MaRen. Wird die Absorption bei 400 nm
als MaR fir die Pigmentierung genommen, so ist die geringste Menge Pigment im

Uberstand bei Medien mit Arginin und Asparagin mit etwa 2% nachweisbar. Am wenigsten

A B
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Abbildung 3-4: EinfluB von weiteren Aminosduren auf die Pigmentbildung. Mischung von Tryptophan mit alternativen
Stickstoffquellen jeweils 5 mM. (A) OD,qo des Kulturiiberstands nach vier Tagen im Vergleich zu Tryptophan (in Prozent).
Grln — polare Aminosauren; Blau — apolare Aminosduren; Rot — aromatische Aminosauren; Orange — Prolin. (B) Farbe der
Tryptophan-Aminosaure-Mischkulturen.
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negativen EinfluR hat Tyrosin. Bei Zugabe dieser Aminosdaure wurde Uber 70% der
Pigmentmenge gebildet wird (Abbildung 3-4A).

Eine Abhdngigkeit der Inhibition der Pigmentbildung von der Art der zugesetzten
Aminosaure — polar, unpolar oder aromatisch — ist nicht erkennbar. Im Gegensatz zu Tyrosin
verringert beispielsweise die ebenfalls aromatische Aminosaure Phenylalanin die Pigmentie-
rung auf etwa 15%. Auch die Wachstumsgeschwindigkeit von C. glabrata mit der jeweiligen
Aminosaure als Stickstoffquelle (als MaR fiir die "Giite") hat keine erkennbare Relevanz fir
die Hemmung der Pigmentierung (Abbildung 3-6; vgl. Abschnitte 3.1.5 und 3.2.4).

Eine mogliche Ursache fiir die Reduzierung der Pigmentproduktion ware die Anwesenheit
der Aminosdure selbst, die die eigentliche Bildungsreaktion hemmen kénnte. Um dies
auszuschlieBfen, wurde wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben eine C. glabrata- Kultur unter
SauerstoffausschluR angezogen und der farblose Uberstand mit den jeweiligen
Aminosauren gemischt. Die Bildung des Pigments in der Sekundarreaktion wurde wiederum
als Absorptionszunahme bei 400 nm verfolgt. In Abbildung 3-7 ist das Ergebnis
zusammengefaRt. Mit Ausnahme von Cystein hatte keine der getesteten Aminosduren
einen signifikanten EinfluR auf die Bildung des Pigments in der Sekundarreaktion (Abbildung

3-7A,B). Bei Tryptophan und Tyrosin zeigte sich eine etwas schnellere Bildung und eine
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Abbildung 3-6: Hemmung der Pigmentproduktion durch zusatzliche Stickstoffquellen und Wachstumsgeschwindigkeit in
den entsprechenden Medien. Die Qualitat der Stickstoffquelle (Verwertbarkeit fir Wachstum) hat keinen erkennbaren
EinfluR auf die Hemmung der Pigmentproduktion. Dargestellt ist die Generationszeit in Kulturen mit den jeweiligen
Stickstoffquellen und die Pigmentproduktion im Vergleich zu Kulturen mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle. Farbe
der Datenpunkte wie in Abbildung 3-4.
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Abbildung 3-7: Wirkung von verschiedenen Aminosduren auf die Sekundarreaktion der Pigmentbildung. (A) Zellfreier
Uberstand einer unter sauerstofffreier Atmosphire in Induktionsmedium angezogenen C. glabrata-Kultur wurde mit
Aminosduren versetzt (je 5 mM). Die Entwicklung des Pigments wird durch die Anwesenheit der meisten Aminosauren
(graue Linien) nicht gehemmt. Ausgewadhlte Aminosauren sind farbig dargestellt, ebenso die Vergleichsreaktion ohne
zusétzliche Stickstoffquelle (Medium). Nur Cystein hemmt die Bildung des Pigments im zellfreien Uberstand. (B) Dieselben
Daten als Vergleich der OD4gp mit dem Medium nach verschiedenen Zeitpunkten fir alle Aminosauren. Mit Threonin und
Tryptophan erfolgt die Reaktion etwas schneller, und nur Cystein wirkt hemmend.

groBere Gesamtabsorption (Abbildung 3-7B), die bei Tryptophan aber auch auf die hohere
Eigenfarbung des Medium zuriickfiihrbar ist. Cystein verlangsamt die Pigmentbildung
deutlich, so ist beispielsweise nach 24 Stunden erst 70% der Absorption des Uberstands
ohne Aminosduren erreicht (Abbildung 3-7B). Die Inhibition der Pigmentbildung erfolgt also
— mit Ausnahme von Cystein — nicht tGber eine Behinderung der Sekundarreaktion durch die

Anwesenheit alternativer Aminosauren.

3.1.4 Abhangigkeit von initialer Zelldichte

Die Zelldichte spielt bei Mikroorganismen — iber das Quorum-sensing-Phanomen — in vielen
Fallen eine wichtige Rolle bei morphologischen Veranderungen. Hier wurde die Rolle der
initialen Zelldichte fir die Pigmentierung untersucht, indem eine C. glabrata-Kultur in
verschiedenen Verdinnungen in tryptophanhaltiges Medium Uberfiihrt wurde. Die
Pigmentmenge nach zwei Tagen zeigte dabei eine deutliche Abhdngigkeit von der Dichte
beim Animpfen. Die grofte Menge Pigment findet sich bei einer initialen ODggg von 0,5 im
Uberstand, niedrigere und hohere Dichten fiihren zu weniger Pigmentakkumulation
(Abbildung 3-8). Die hochste getestete Anfangs-ODgyo (8,0) zeigt mit etwa 20% der
maximalen Pigmentmenge die geringste Produktion. Wird die Pigmentproduktion auf die

angeimpfte Zellmenge bezogen (OD4o0/ODggo), SO zeigt sich eine deutliche Inhibition der
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Abbildung 3-8: Pigmentbildung in Abhangigkeit von der initialen Zelldichte. Induzierendes Medium wurde mit
verschiedenen Mengen C. glabrata angeimpft (Anfangs-ODgy, Achse logarithmisch zur Basis 2) und nach zwei Tagen die
Pigmentmenge im Uberstand gemessen (OD400). Die absolute Pigmentmenge nimmt mit steigender Zellzahl erst an und
nimmt dann wieder deutlich ab (blaue Linie). Relativ zur initialen Zellzahl (Quotient Pigment/Zelldichte, rote Linie)
reduziert sich die Pigmentierung stark mit zunehmender Dichte.

Pigmentbildung mit steigender Zelldichte (Abbildung 3-8). Die Pigmentierung von
C. glabrata ist auch von der Zelldichte abhangig, und eine hohe Animpfdosis inhibiert die
Synthese des Pigments. Fir die weiteren Versuche wurde deshalb im Normalfall das

Induktionsmedium mit einer ODggg von 0,2 angeimpft.

3.1.5 Unabhangigkeit vom Wachstum

Um zu bestimmen, ob fir die Pigmentbildung Wachstum in Induktionsmedium nétig ist oder
ob das Pigment unabhdngig vom eigentlichen Wachstum gebildet wird, wurde der
Wildtypstamm ATCC2001 und eine histidinauxotrophe Mutante desselben in pigment-
induzierendem Medium mit Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle angezogen. Wildtyp
und Mutante wurden mit einer initialen ODggg von 1,0 angeimpft. Unter diesen Bedingungen
wachst der Wildtyp innerhalb von 24 Stunden zur maximalen Dichte heran, wahrend die
Mutante nahezu kein Wachstum zeigt (Abbildung 3-9). Nach der zusatzlichen Inkubation zur
vollstandigen Ausbildung des Pigments (vgl. Abschnitt 3.1.1) wurde die Pigmentmenge im
Uberstand gemessen. Der Wildtyp erreichte schon nach 24 Stunden nahezu die maximale
Pigmentierung (vgl. Abschnitt 3.1.1), wahrend bei der auxotrophen Mutante etwa 30%
dieses Werts gemessen wurde. Nach drei Tagen Inkubation hat auch die Mutante beinahe

den Maximalwert erreicht (Abbildung 3-9). Die Bildung des Pigments und das Wachstum
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Abbildung 3-9: Wachstum und Pigmentbildung von C. glabrata-Wildtyp und einer histidinauxotrophen Mutante in
tryptophanhaltigem Medium. Die Mutante zeigte erwartungsgemal nahezu kein Wachstum in dem Medium, bildete aber
Pigment. Trotz der geringeren Zellzahl erreichte die Pigmentmenge nach drei Tagen fast Wildtypniveau. Linke Skala
Wachstum (ODgq), rechte Skala Pigmentmenge im Uberstand (OD,q0)

sind also prinzipiell unabhdngig, es kommt nur zu einer Verlangsamung der Pigmentierung.

Fir die weiteren Experimente wurden daher Proben nach drei Tagen genommen.

3.1.6 Einflufd der Kohlenstoffquelle

Bei S. cerevisiae ist die Regulation verschiedener Gene in Antwort auf die Stickstoffquelle
von der globalen Stickstoffkatabolitrepression abhangig. Besonders der Transkriptionsfaktor
GIn3 wird in Abwesenheit von gut verwertbaren Stickstoffquellen dephosphoryliert, gelangt
so in den Nucleus und aktiviert dort die Transkription von Genen der Stickstoffaufnahme
und -verwertung (Beck & Hall, 1999). Es konnte aber gezeigt werden, dass auch die

Kohlenstoffquelle die Lokalisation von GIn3 und damit die Transkription dieser Gene
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Abbildung 3-10: EinfluR der Kohlenstoffquelle auf die Pigmentbildung. (A) Mit den alternativen Kohlenstoffquellen
Acetat, Ethanol oder Glycerin wéchst C. glabrata deutlich langsamer als mit Glucose. (B) Die Pigmentbildung ist mit den
alternativen Kohlenstoffquelle sehr stark reduziert. Messung des Pigments als OD,y, nach vier Tagen Inkubation des
zellfreien Uberstands. Hier beispielhaft gezeigt an einem typischen Experiment.
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beeinflussen kann (Bertram et al., 2002). Stickstoff- und Kohlenstoffnutzung sind also bei
diesem Pilz teilweise eng miteinander verzahnt. Deshalb sollte bei C. glabrata der mogliche
EinfluR der Kohlenstoffquelle auf die Pigmentbildung aus Tryptophan untersucht werden.

Dafiur wurden C. glabrata-Hefen in Minimalmedium mit Tryptophan und jeweils 2% Glucose
oder alternativ Acetat, Ethanol oder Glycerin angezogen. Mit den nichtfermentierbaren
Kohlenstoffquellen kam es erwartungsgemals zu einem langsameren Wachstum (Abbildung
3-10A). Auch die Pigmentsynthese war deutlich reduziert im Vergleich mit der
glucosehaltigen Kulturbedingung. Abbildung 3-10B zeigt ein typisches Experiment: Wahrend
mit Glucose wie zuvor nach etwa 24 Stunden die maximale Pigmentierung erreicht wurde
(ODago = 3,5), blieb die Pigmentmenge im Uberstand mit den anderen Kohlenstoffquellen
auch nach 96 Stunden sehr gering. Mit Acetat erreichte die Kultur nach dieser Zeit 10% der
Menge mit Glucose (ODggo = 0,35), mit Ethanol nur 4% (ODg4go = 0,15) und mit Glycerin 7%
(ODg4go = 0,25). Da die Pigmentsynthese auch mit der geringeren Zellzahl nach dieser Zeit das
Maximum hatte erreichen konnen (Abschnitt 3.1.5), kann gefolgert werden, dass die
Synthese des Pigments mit den schwerer verwertbaren Kohlenstoffquellen Acetat, Ethanol

und Glycerin stark reduziert ist.

3.1.7 Benotigte Tryptophankonzentration

Das Standardmedium fir die Induktion des Pigments bei M. furfur enthielt 15 mM
Tryptophan (Mayser et al., 1998, Hort et al., 2008a). Beschrieben wurde die Pigmentbildung
bei diesem Pilz aber auch noch bei einer minimalen Konzentration von etwa 0,5 mM
(Mayser et al., 1998). Um zu ermitteln, welche Tryptophankonzentration bei C. glabrata fir
die Pigmentbildung bendétigt wird, wurde eine in diesem Medium nicht wachsende
tripelauxotrophe Mutante (his34, leu2d, trplA) in Minimalmedium mit verschiedenen
Tryptophankonzentrationen induziert. Die Kulturen wurden dazu mit einer optischen Dichte
(ODggo) von 1,0 angeimpft.

Die Pigmentbildung nach drei Tagen zeigte, dass schon mit weniger als 0,5 mM Tryptophan
eine meRbare Pigmentierung eintritt, die bei etwa 1 mM die halbmaximale Starke erreicht

und zwischen 3,9 und 7,5 mM ihr Maximum erreicht (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11: Minimale Tryptophankonzentration fiir sichtbare Pigmentierung. Eine tripelauxotrophe Mutante wurde
in Minimalmedium mit Tryptophan in verschiedenen Konzentrationen angezogen und die Pigmentbildung im Uberstand
nach drei Tagen gemessen. Eine melRbare Pigmentbildung setzt schon unter 0,5 mM Tryptophan ein und erreicht ihre
halbmaximale Menge bei etwa 1 mM. Etwa bei 2 mM wird das Maximum der Pigmentierung erreicht. n=3.

3.1.8 Einflufd von cAMP auf die Pigmentierung

Die Anpassung an verschiedene Kohlenstoff- und Stickstoffquellen erfolgt bei S. cerevisiae
hauptsachlich Gber den cAMP-PKA-, den MAPK- und den TOR-Signaltransduktionsweg
(Gagiano et al., 2002). Unter anderem wird die Anwesenheit von Glucose Uber das
G-Protein-System Gprl/Gpa2 wahrgenommen (Lorenz et al., 2000), das gleichzeitig auch als
Rezeptor fir Stickstoffmangel dient (Lorenz et al., 2000). Die Anwesenheit von Glucose und
der Mangel an gut verwertbaren Stickstoffquellen fiihrt so zu einem Anstieg der cAMP-
Konzentration und damit zur Initiation zum Beispiel von Pseudohyphenwachstum.

Um festzustellen, ob die cAMP-Signaltransduktion auch bei der Induktion des Pigments eine

Rolle spielt, wurden 10 pl des cAMP-Analogons Dibutyryl-cAMP (100 mM) zu C. glabrata-
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Abbildung 3-12: Wirkung von cAMP auf die Pigmentierung. (A) cAMP induziert Pigmentbildung auf Platten mit
Tryptophan und Arginin. 10 pl einer mittig aufgetropften cAMP-L6sung (100 mM) I6sen Pigmentierung aus. (B) cAMP
induziert verstarkte Pigmentbildung unter beinahe allen getesteten Bedingungen. Nach einem Tag Inkubation mit 10 mM
DBCcAMP bildet sich bis zu doppelt soviel Pigment, abhdngig von der Stickstoffquelle.
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Zellen gegeben, die auf einer Platte mit Minimalmedium mit Glucose und einer Mischung
aus Tryptophan und Arginin wuchsen. Dieses Medium inhibiert normalerweise die
Pigmentbildung (Abschnitt 3.1.3), in Gegenwart von Dibutyryl-cAMP (DBcAMP) zeigt sich
jedoch eine deutliche Pigmentierung (Abbildung 3-12A).

Auch in Flissigmedium konnte durch die Zugabe von DBcCAMP unter fast allen Bedingungen
eine erhéhte Pigmentproduktion gemessen werden. DBcAMP wurde zu dicht angeimpften
Hefen (ODgoo 1,0) in Medium mit einer Mischung von Tryptophan und verschiedenen
Aminosauren gegegen (vgl. Abschnitt 3.1.3). Nach 24 h Inkubation wurde die OD4q direkt
gemessen. Mit DBCAMP bildeten die Hefen bis zu doppelt so viel Pigment, mit einer weiter-

hin bestehenden Abhangigkeit von der zusatzlichen Stickstoffquelle (Abbildung 3-12B).

Zuletzt wurden Mutanten von C. glabrata auf ihre Pigmentbildung getestet, die an der
moglichen Signaltransduktion beteiligt sind. Tabelle 3-1 fal’t die verwendeten Mutanten
zusammen (freundlicherweise Uberlassen von K. Kuchler, Wien). Da alle Mutanten auf
einem his3Aleu2Atrp1A-Ausgangsstamm basieren, wurde dieser als Kontrolle mitgefiihrt.
Alle Stamme wurden in pigmentinduzierendem Medium mit einer ODgyo von 1,0 angeimpft
und die Pigmententwicklung als ODsyp gemessen. Wachstum konnte wegen der
Auxotrophien in dem Induktionsmedium nicht stattfinden (vgl. Abschnitt 3.1.5), wodurch

ein Effekt durch unterschiedliche Wachstumsraten ausgeschlossen werden konnte.

Tabelle 3-1: Gene der méglichen Signaltransduktionswege bei der Pigmentsynthese. Ausgewahlte Mutanten wurden drei
Tage in induzierendem Medium angezogen und die finale Pigmentbildung mit der Referenzmutante (siehe Text)
verglichen. Jeweils n>3.

C. glabrata-Gen S.c.-Homolog Kurzbeschreibung Pigmentprod.
CAGLOK01507g GPR1 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 52% + 7%
CAGLOK09944g PDE2 Phosphodiesterase 112% + 11%
CAGLOE03476g CDC25 Nukleotidaustauchfaktor 103% + 7%
CAGL0C02277g GLN3 Transkriptionsaktivator; stickstoffreguliert 88+2%
CAGLOF06677g GPA1 Ga-Untereinheit; Pheromonwahrnehmung 94% + 18%

In Ubereinstimmung mit den vorherigen Daten zeigte sich eine deutlich reduzierte
Pigmentsynthese bei einer Mutante, der eine Gen mit Homologie zu GPR1 aus dem
Gprl/Gpa2-cAMP-Signaltransduktionsweg der Nahrstoffwahrnehmung bei S. cerevisiae
fehlt. Die C. glabrata-Mutante, der das zu GPA1 homologe Gen fehlt, das bei S. cerevisiae als
G-Protein-a-Untereinheit der Pheromonwahrnehmung dient, zeigt dagegen keine

Reduktion, ebensowenig wie die anderen getesteten Mutanten aus Tabelle 3-1.
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3.1.9 Zusammenfassung des Abschnitts 3.1

Die tryptophanabhdngige Pigmentsynthese von C. glabrata erfolgt in einem mindestens
zweistufigen Prozess, dessen zweiter Schritt ohne Pilzzellen, aber nur in Gegenwart von
Sauerstoff stattfinden kann. Der Zusatz von alternativen Stickstoffquellen inhibiert die
Pigmentierung in unterschiedlichem Malle, aber nicht durch eine Reaktion mit dem
gebildeten Pigmentvorlaufer, sondern auf Ebene der induzierten Hefezellen. Die Regulation
der Pigmentbildung ist von cAMP beeinfluRit. Weitere Faktoren, die die Pigmentierung

verringern konnen, sind hohe Zelldichte und nichtfermentierbare Kohlenstoffquellen.

3.2  Molekularbiologische Ansatze zur Aufklarung des Pigmentsynthesewegs

Der Syntheseweg des Pigments war zu Beginn der Untersuchungen véllig unbekannt. Klar
war nur, dass es sich offensichtlich um eine Umsetzung von Tryptophan handelte, da der
Indolkorper bei allen bekannten Strukturen im Pigment von Malassezia furfur wieder auftrat
(Wille et al., 2001b, Mayser et al., 2002, Mayser et al., 2003, Irlinger et al., 2004, Mayser et
al., 2007). Fur eine genetische Untersuchung des Pigmentsynthesewegs bot sich eine
Verfahren an, bei dem ohne Vorwissen eine groRe Zahl von moéglichen Kandidatengenen

untersucht werden kann.

3.2.1 Analyse einer Mutantenbibliothek

Fir die Untersuchung einer groBen Zahl von moglichen Genen der Pigmentsynthese wurde
eine  Bank mit zufdlligen Transposonmutanten von C. glabrata genutzt, die
freundlicherweise von Prof. Cormack, Baltimore, zur Verfligung gestellt wurde (Castafio et
al., 2003). Es handelte sich dabei um zwanzig Pools von Insertionsmutanten, bei denen das
Transposon Tn7 an zufdlligen Stellen im Genom integriert vorliegt. Fiir die weiteren
Untersuchungen wurden aus diesen Pools jeweils etwa 1000 Kolonien vereinzelt und auf
induzierendem Medium nach ihrer Fahigkeit zur Pigmentsynthese bewertet.

In Abbildung 3-13 ist schematisch der Ablauf der gesamten Analyse dargestellt. Die
vereinzelten Mutanten wurden in zwei Runden auf ihre Pigmentbildung getestet, und das

Transposon samt benachbarter genomischer DNA isoliert, um Uber Sequenzierung den Ort
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Vereinzeln der Erste Testrunde auf Zweite Kontrolle der Sequenzierung
Mutanten Pigmentbildung positiven Klone

Ubertragen des Transposons in Herstellung einer Deletionsmutante Phinotypisierung
Wildtypstamm (Insertionsmutante) mit Auxotrophiemarkern

Abbildung 3-13: Schema zum Screening der Mutantenbibliothek. Nach der Vereinzelung erfolgte ein zweistufiger Test auf
Pigmentbildung auf Minimalmedium mit Tryptophan. Die Transposons wurden dann isoliert, in E. coli als Plasmide
amplifiziert und aus dem Transposon heraus sequenziert. Parallel dazu wurde das isolierte Transposon noch einmal in den
Wildtypstamm (ibertragen, um sicherzustellen, daR die beobachteten Phanotypen nicht auf Artefakte durch
Doppelinsertionen in der Bank zurilickzufiihren sind. Aufgrund der Sequenzdaten wurde dann eine Deletionsmutante des
Gens in einer auxotrophen C. glabrata-Mutante unter Verwendung der entsprechenden Marker hergestellt. Die
Phanotypisierung nach der Kontrolle durch PCR und Southern-Blot erfolgte dann mit den letztgenannten definierten
Mutanten.

der Insertion festzustellen. Um auszuschlieBen, dass die Phanotypen auf Artefakte
beispielsweise durch mehrere inserierte Transposons in einem Stamm zurickzufiihren sind,
wurde das isolierte Transposon danach in einen neuen Wildtypstamm Ubertragen. Fir die

endglltige Phanotypisierung schlielich wurden gezielte Deletionsmutanten hergestellt.

3.2.1.1 Klassen von Mutanten

Insgesamt wurden etwa 17.000 Einzelkolonien auf ihre Fahigkeit zur Pigmentbildung
untersucht. Die weit Uberwiegende Mehrzahl (99,0%) zeigte dabei keine sichtbare

Veranderung der Pigmentierung (Tabelle 3-2). Die restlichen Mutanten wurden in drei

Abbildung 3-14: Verschiedene Klassen von Mutanten. (A) Kein Wachstum. (B) Verringerte Pigmentbildung. (C) Normale
Pigmentbildung. (D) Erhohte Pigmentbildung. Alle hier gezeigten Mutanten sind auf Minimalmedium mit Tryptophan fir
drei Tage gewachsen.
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Kategorien unterteilt: kein Wachstum, verringerte oder ausbleibende Pigmentierung und

erhohte Pigmentierung (Abbildung 3-14). Fir weiterfihrende Untersuchung wurden

Vertreter der letzten beiden Klassen verwendet.

Tabelle 3-2: Ergebnis des Mutantenscreenings

Klassifizierung Anzahl
Keine Anderung in Wachstum und Pigmentierung 17101
(Abbildung 3-14C)
Kein Wachstum auf SD-Medium mit Tryptophan 140
(Abbildung 3-14A)
Verringerte oder keine Pigmentbildung 29
(Abbildung 3-14B)
Erhohte Pigmentbildung 10

(Abbildung 3-14D)

Gesamt

17280

3.2.2 Mutanten mit verringerter Pigmentierung

In Prozent
98,96%

0,81%

0,17%

0,06%

100%

Insgesamt wurden 29 verschiedene Mutanten gefunden, bei denen die Insertion eines

Transposons zu einer verringerten Pigmentbildung gefiihrt hat. Bei 25 konnte durch

Sequenzierung das getroffene Gen bestimmt werden. Insgesamt waren sieben verschiedene

Gene betroffen, die in Tabelle 3-3 zusammengefalit sind.

Tabelle 3-3: Gene mit Transposoninsertionen bei hypopigmentierten Mutanten.
Name und Funktion der S. cerevisiae-Homologen

FIG1

GID8

YTA12

MSP1

FYV10

ViD24

VID30

Gesamt

Membranprotein, moglicherweise involviert in Ca**-Influx und Mating
(Factor-Induced Gene 1)

Funktion unbekannt. Beteiligt an der proteasomabhangigen Katabolit-
inaktivierung von Fructose-1,6-Bisphosphatase

(Glucose Induced Degradation deficient 8)

Teil einer Protease der inneren Mitochondrienmembran, benotigt fiir
korrekte Faltung mitochondrialer Proteine (Yeast Tat binding Analog 12)
Mitochondriales Protein. Beteiligt an Sortierung der mitochondrialen
Proteine. Wahrscheinliche ATPase (Mitochondrial Sorting of Proteins 1)
Funktion unbekannt. Nétig fiir Uberleben bei K1-Killertoxinbehandlung.
Beteiligt an der proteasomabhangigen Katabolitinaktivierung von
Fructose-1,6-Bisphosphatase (Function required for Yeast Viability 10)
Peripheres Membranprotein der Vid-Vesikel. Férdert die proteasom-
abhangigen Katabolitinaktivierung von Fructose-1,6-Bisphosphatase
(Vacuolar Import and Degradation 24)

Beteiligt an der proteasomabhangigen Katabolit-inaktivierung von
Fructose-1,6-Bisphosphatase (FBPase). Bindet FBPase. Verschiebt den
Stickstoffstoffwechsel zu Glutamat (Vacuolar Import and Degradation 30)

Anzahl
1

18

25
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Zwei deutliche Gruppen zeichneten sich innerhalb der Funktionen der zerstérten Gene ab,
die Beteiligung an der proteasomabhéangigen Katabolitinaktivierung von Fructose-1,6-
Bisphosphatase (vier Gene mit 21 Mutanten) und die Beteiligung an der korrekten Faltung
und Sortierung mitochondrialer Proteine (zwei Gene mit vier Mutanten). Besonders haufig
war das Homolog zu dem S. cerevisiae-Gen GID8 (CAGLOK03949g) getroffen, mit insgesamt
18 Insertionen in zwolf Pools. Diese Insertionen waren gréStenteils unabhangig voneinander
und Uber die gesamte Linge des Gens verteilt (Abbildung 3-15). Fiir die weiteren
Untersuchungen zu den hypopigmentierten Mutanten wurde deshalb zuerst eine dieser
Mutanten verwendet, die nach der Position in der Sammlung mit dem Kdirzel //7A9

bezeichnet war.

4 WY Y &
>

Abbildung 3-15: Unabhaéngige Insertionsstellen von Tn7 im GID8-Homolog. Farbliche Unterscheidung der Insertionen nach
den zwolf Mutantenpools, in denen die unabhangigen Insertionen gefunden wurden.

3.2.2.1 Mutanten mit erhohter Pigmentierung

Von den zehn Mutanten mit erhdhter Pigmentierung konnte bei flinf die DNA-Sequenz
neben dem Transposon bestimmt werden. In allen Fillen handelte es sich um einen
intergenischen Bereich zwischen CAGLOA03080g und CAGLOA03102g, in Ableserichtung vor
dem zweiten Gen gelegen. Die S. cerevisiae-Homologe der beiden Gene sind YDR379C-A
(kodiert fiir ein mitochondriales Protein unbekannter Funktion) und ARO10 (kodiert fiir eine
Phenylpyruvat-Decarboxylase, die an der Aminosauregdrung beteiligt ist). Auch hier waren
alle gefundenen Insertionsstellen unabhangig voneinander. Da die Insertionen alle in einer
moglichen Promotorregion des Homologs von ARO10 stattfanden, wurde dieses Gen als
wahrscheinlich betroffenes fiir die Untersuchung der hyperpigmentierten Mutanten
herangezogen (Tabelle 3-4). Die ausgewahlte Mutante tragt das Kirzel V4B4.
Tabelle 3-4: Gene mit Transposoninsertionen bei hyperpigmentierten Mutanten.
Name und Funktion der S. cerevisiae-Homologen Anzahl
ARO10  Phenylpyruvate-Decarboxylase, katalysiert die Decarboxylierung von 5
Phenylpyruvat zu Phenylacetaldehyd. Beteiligt an der Aminosduregarung.

(AROmatic amino acid requiring 10)
Gesamt 5
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3.2.3 Transkriptionsanalyse der Pigmentsynthese

Eine alternative Methode, die fiir die Pigmentsynthese relevanten Gene zu identifizieren, ist
die Transkriptionsanalyse. Hierflir wurden speziell angefertigte Microarrays mit insgesamt
5063 der 5202 bekannten offenen Leserahmen von C. glabrata nach der Génolevures-

Datenbank, Genomversion 3 (Sherman et al., 2009), verwendet.

3.2.3.1 Experimentelle Parameter

Der C. glabrata-Wildtypstamm ATCC2001 wurde fiir die Transkriptionsanalyse aus einer
Vorkultur in YPD-Vollmedium in Minimalmedium mit Glucose und Tryptophan oder Arginin
als einziger Stickstoffquelle Gbertragen. Nach 8, 24 und 48 Stunden wurden RNA-Proben
genommen und die markierte cRNA zusammen mit einer gemeinsamen Referenz (cRNA
einer exponentiell wachsenden Kultur in YPD-Vollmedium) auf Microarrays hybridisiert. Die
Zeitpunkte waren dabei so gewahlt, dass eine mittlere Wachstumsphase mit noch keinem
sichtbaren Pigment im Uberstand (8 Stunden), eine spite Wachstumsphase mit
beginnender Pigmentierung (24 Stunden) und eine stationdre Phase mit deutlich
erkennbarer Pigmentierung (48 Stunden) vertreten sind. Der Vergleich mit in Arginin
gewachsenen Kulturen sollte das Herausfiltern von Genen ermdglichen, die allein durch das
Wachstum in Minimalmedium reguliert werden.

Um die Bedingung zu ermitteln, unter der die beiden Wachstumsbedingungen die
deutlichsten Unterschiede zeigen, wurden alle Proben gemeinsam mit den Daten der
stationaren Vorkultur in einem hierarchischen Cluster zusammengefaldt (Abbildung 3-16).
Das Expressionsmuster zu den Zeitpunkten 24 und 48 Stunden in Arginin ist dem der
Vorkultur am dhnlichsten, wahrend bei Wachstum in Tryptophan diese Zeitpunkte ndher an
den Bedingungen nach 8 Stunden Wachstum in Arginin liegen. Der Zeitpunkt 48 Stunden in
Tryptophan liegt trotz einiger Ahnlichkeiten zu dem Cluster mit Vorkultur und spaten
Argininkulturen noch weiter auBBerhalb (Abbildung 3-16).

Um zu ermitteln, welche Faktoren diese Ahnlichkeit bestimmen, wurden ausgewihlte
Gencluster mit ahnlicher Expression in Vorkultur, spaten Argininzeitpunkten und 48 Stunden
Tryptophan ndher untersucht (Abbildung 3-16, A-C). Uber eine GO-Analyse (Abschnitt
3.2.3.3) konnten die signifikanten biologischen Prozesse, die durch diese Cluster

reprasentiert werden, ermittelt werden. Die hochregulierten Gene in den Clustern A und C
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Arg Arg Arg Trp Trp Trp

VK 24 48 8 24 8 48

[T |

Cluster Expression GO # Kurzbeschreibung p-Wert
A 0006914 Autophagie 0,0000
0042594 Reaktion auf Hunger 0,0002

0006094 Gluconeogenese 0,0001
0009062 Fettsiureabbau 0,0002

B - 0007049 Zellzyklus 0,0000
0009059 Synthese von Makromolekiilen 0,0011

0,125 1,0 8,0

Abbildung 3-16: Hierarchische Clusteranalyse der Kulturbedingungen. VK — Vorkultur, Arg — Arginin, Trp — Tryptophan.
Expression zu verschiedenen Zeitpunkten im Vergleich zur gemeinesamen Referenz. Drei Gencluster (A-C) wurden
ausgewahlt und auf GO-Term-Anreicherung untersucht (rechts). Die zwei GO-Terme hoher Ordnung mit der groRRten
Signifikanz sind angegeben.

stehen flir die Antwort auf Hungerbedingungen und die Mobilisierung von Reserven,
wahrend die herunterregulierten in Cluster B Wachstum und Zellteilung reprasentieren.
Nach 24 Stunden zeichnet sich also in Argininmedium der Eintritt in die stationdre Phase auf
Transkriptionsebene bereits ab, in Tryptophanmedium jedoch noch nicht. Nach 48 Stunden

war die stationdre Phase deutlich erkennbar und dominierte das Transkriptionsprofil.

Aus diesen Daten konnte eine Strategie zur Bestimmung der differentiell exprimierten Gene
gewonnen werden. Zuerst wurden diejenigen Gene herausgefiltert, die im Vergleich zur
Vorkultur in Tryptophanmedium nach 8 oder 24 Stunden heraufreguliert sind (mindestens
dreifach hohere Expression). Um die Gene zu eliminieren, die durch das Wachstum in
Minimalmedium alleine verstarkt exprimiert werden, wurde der gleiche Filter auf die in
Arginin exprimierten Genen angewendet. Uber die Differenzmengen konnten so diejenigen
Gene isoliert werden, die in Tryptophan nach 8 oder 24 Stunden heraufreguliert sind, nicht
aber in Arginin. In Abbildung 3-17 ist die Strategie in Form von Venn-Diagrammen
zusammengefalit. Insgesamt konnten so 47 Gene (Anhang 7.6.1) identifiziert werden, die

allein in Tryptophan hochreguliert wurden.
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Arg,24h
[54] 3x 1
(47]

Abbildung 3-17: Strategie bei der Auswertung der C. glabrata-Microarraydaten zur Pigmentierung. Die
Durchschnittsmenge der hochregulierten Gene in Tryptophan zu beiden Zeitpunkten (172 Gene) und die
Vereinigungsmenge der in Arginin hochregulierten Gene (306 Gene) wurden ermittelt. Die Differenzmenge ergibt die Gene,
die in Tryptophan, aber nicht in Arginin hochreguliert sind (47 Gene, lila).

3.2.3.2 In Tryptophanmedium heraufregulierte Gene

In Tabelle 3-5 sind die in tryptophanhaltigem Medium differentiell am starksten
hochregulierten Gene aufgelistet. Zu diesen Genen gehdéren besonders solche, die fir
Proteine des Argininbiosynthesewegs kodieren (ARG3, CPA2, ARG4, ARG1), und solche fir
Proteine der Aminosduregarung (ARO10, AROS8). Auch Gene der glucoseabhangigen
Katabolitinaktivierung (VID24) sind bei Wachstum mit Tryptophan als einziger
Stickstoffquelle starker exprimiert als mit Arginin, ebenso wie das Gen fir eine GTPase
(RHOS5). Das Gen fiir einen Transporter, der gegen schwache organische Sauren schitzt, ist
besonders nach 24 Stunden Wachstum mit Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle sehr
stark hochreguliert (PDR12), wahrend es in Medium mit Arginin keine verstarkte Expression
zeigt. Das Homolog zu YER130C zeigt nach BLAST-Suche nur in Teilen seiner Sequenz

Ahnlichkeiten zu Transkriptionsfaktoren anderer Pilze.

Die am hochsten exprimierten Gene betreffen also  hauptsachlich  den
Stickstoffmetabolismus und seine Regulation (8/16 Genen), die Signaltransduktion (2/16)
und die Resistenz gegen Salze und Sauren (2/16). Die Gesamtibersicht tber die differentiell
exprimierten Gene unter den verschiedenen Bedingungen findet sich im Anhang (Abschnitt

7.6.1).
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Tabelle 3-5: Differentiell hochregulierte Gene in Tryptophanmedium. Expression angegeben als Vielfaches des
Vorkulturniveaus. Auswahl aus der Gesamtmenge mit mindestens flinffacher Hochregulierung in Tryptophan nach acht
Stunden. Homologe bei S. cerevisiae nach Génolevures-Datenbank, Beschreibung nach SGD.

Arg Trp s.c.-

Name 8h 24h 8h 24h Homolog Beschreibung

CAGLOA03102G 0,8 0,8 12,8 10,4 ARO10 Phenylpyruvat-Decarboxylase;
Aminosauregarung

CAGLO0I10791G 0,6 0,7 8,8 6,3 ARG3 Ornithin-Carbamoyltransferase;
Arginin-Synthese

CAGLOHO06017G 1,9 2,2 7,6 5,1 FLR1 Multidrug-Transporter;
Arzneimittelresistenz

CAGL0J11242G 1,9 1,4 7,5 6,6 RHO5 GTPase der Ras-Familie;
Proteinkinase-C-Signalweg

CAGLOG01254G 2,6 2,1 7,2 3,9 ARO8 Aromatische Aminotransferase [;
Aminosauregarung

CAGLO0K02145G 2,9 1,2 6,9 5,9 YER130C Protein unbekannter Funktion

CAGLOC04917G 0,7 0,9 6,6 4,3 CPA2 Untereinheit der Carbamoylphosphat-
Synthetase; Arginin-Synthese

CAGLOG04389G 1,3 1,1 6,0 4,3 GZF3 Zinkfingerprotein; reguliert
Stickstoffkatabolismus herunter

CAGLOM11660G 2,5 09 59 4,6 RHR2 DL-Glycerin-3-Phosphatase;
Glycerinbiosynthese

CAGLOK10780G 2,3 2,3 5,9 3,5 IMD4 Inosinmonophosphat-Dehydrogenase;
Purinsynthese

CAGLOMO07293G 1,1 1,0 5,7 25,0 PDR12 ABC-Transporter;
Resistenz gegen schwache Sauren

CAGLOMO05775G 2,3 2,2 5,7 3,2 NIP7 Nucleosomales Protein;
Synthese von Ribosomen
CAGL0I06248G 2,7 1,5 5,7 3,8 HAL5 Proteinkinase;
mogliche Rolle in Halotoleranz
CAGLOK12254G 1,7 1,4 5,6 6,4 VID24 Vakuoléares Protein; Degradation von
Fructose-1,6-Bisphosphatase
CAGLOIO8987G 1,3 0,6 5,3 3,8 ARG4 Argininosuccinatlyase; Arginin-Synthese
CAGLOC05115G 1,3 1,1 5,2 4,1 ARG1 Arginosuccinatsynthetase; Arginin-
Synthese

3.2.3.3 Gene Ontology-Analyse der Daten

Die Anreicherung von herauf- oder herunterregulierten Genen mit einer bestimmten Gene
Ontology (GO)-Annotation unter ausgewahlten Bedingungen kann Hinweise auf die in der
Zelle stattfindenden biochemischen Reaktionen geben (Beissbarth, 2006). Mit Hilfe dieser
Technik kénnen also nicht nur einzelne Gene, sondern ganze biologische Prozesse als
differentiell reguliert erkannt werden. Die GO-Anreicherungsanalyse wurde deshalb
verwendet, um die wahrend der Pigmentierung stattfindenden Reaktionswege zu ermitteln.

Allerdings ist die Annotation des C. glabrata-Genoms mit GO-Termen noch nicht sehr weit
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fortgeschritten. Derzeit tragen nur 1852 von 5239 offenen Leserahmen (35,4%) einen GO-
Term zur biologischen Funktion.

Aus diesem Grund wurde fir die GO-Analyse um die homologen Gene von S. cerevisiae
erweitert. Daflir wurden zuerst diejenigen Gene von C. glabrata ausgewahlt, die nach der
Génolevures-Datenbank (Sherman et al., 2009) mit "highly similar" oder "similar" zu einem
Gen der Backerhefe annotiert sind. Fur diese Gene wurden nun die GO-Annotationen ihrer
jeweiligen Homologen aus der "Saccharomyces Genome Database" (SGD) (Hong et al., 2008)
tUbernommen. So konnte die Annotation mit GO-Termen auf 4166 offene Leserahmen
(79,5% des Genoms) ausgeweitet werden.

Fir die Untersuchung wurden die 47 Gene herangezogen, die in tryptophanhaltigem
Medium nach 8 und 24 Stunden im Vergleich zur Vorkultur hochreguliert sind, nicht jedoch
in argininhaltigem (vgl. Abschnitt 3.2.3.2). Die Analyse wurde dabei auf die GO-Terme zur
biologischen Funktion beschrankt. So sollten biologischen Prozesse bestimmt werden, die
unter pigmentinduzierenden Bedingungen stattfinden. In Tabelle 3-6 sind die Ergebnisse
dieser Analyse zusammengefalit.

Die Gene-Ontology-Analyse spiegelte zum einen die Wachstumsbedingungen wider. So war
die Argininbiosynthese in der Tryptophankultur erwartungsgemaRl stark angereichert (finf
von zehn Genen, p<0,001), ebenso der Abbau von aromatischen Aminosduren (p=0,026).
Verschiedene Gene flir Transportaktivititen waren ebenfalls erhoht exprimiert, unter
anderem fiir die Aufnahme von Aminosduren (hier besonders die Homologen der
Permeasen BAP3 und GNP1) und von Ammonium (MEP3-Homolog). Ebenso gab es
Hinweise, dass die Wiederverwertung von Purinen und ihr Transport in Tryptophan starker
als in Arginin stattfand. Der vakuoldre Proteinabbau schien verstdrkt aufzutreten, unter
anderem bedingt durch die Hochregulation von CAGLOK12254g, einem Homolog von VID24,
das moglicherweise eine Rolle in der glucoseinduzierten Katabolitrepression durch den
Abbau von Fructose-1,6-Bisphosphatase spielt.

Auch die Aminosduregarung von aromatischen Aminosauren zu Alkoholen trat bei dieser
Untersuchung als moglicher wichtiger biologischer Prozess in Erscheinung (p=0,026). In der
Saccharomyces Genome Database tragen derzeit nur drei Gene eine GO-Annotation zu
diesem Prozess. Um die Expression aller an diesem Stoffwechselweg beteiligten Gene zu
analysieren, wurden Sequenzen im C. glabrata-Genom gesucht, die anhand der Ahnlichkeit

auf Aminosdureebene als Homologe zu den Genen von S. cerevisiae bezeichnet werden
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Tabelle 3-6: GO-Analyse der in Tryptophanmedium hochregulierten Gene von C. glabrata. Hier sind alle angereicherten
GO-Terme mit einer Signifikanz von p<0,05 gezeigt; bei Oberklassen sind (zur Einordnung) auch solche mit gréReren p-
Werten angegeben. Anzahl und Prozent in Anteil der gefundenen Gene an der Gesamtzahl der so annotierten Gene im
Genom von C. glabrata. Die Kurzbezeichnungen sind verdandert nach den Termen der Gene Ontology (Carbon et al., 2009).
Terme, die mehreren Oberklassen zugeordnet werden konnten, werden hier nur in einer Oberklasse dargestellt.

0006807  Stickstoffmetabolismus 0,000 10/223 4%
0006520 Aminosauremetabolismus 0,000 8/188 4%
0006526 Argininbiosynthese 0,000 5/10 50%
0042450 Argininbiosynthese via Ornithin 0,009 1/1 100%
0000955 Abbau liber Aminosauregarung 0,026 1/3 33%
0000949 Abbau aromatischer Aminosauren zu Alkoholen 0,017 1/2 50%
0000950 Abbau verzweigtkettiger Aminosauren zu Alkoholen 0,017 1/2 50%
0000951 Methioninabbau zu 3-Methylthiopropanol 0,009 1/1 100%
0009074 Abbau aromatischer Aminosauren 0,026 1/3 33%
0006559 Phenylalaninabbau 0,026 1/3 33%
0006569 Tryptophanabbau 0,026 1/3 33%
0006572 Tyrosinabbau 0,017 1/2 50%
0006082 Metabolismus organischer Sdauren 0,001 9/293 3%
0019541 Propionatmetabolismus 0,043 1/5 20%
0046165  Alkoholbiosynthese 0,031 2/32 6%
0006114 Glycerinbiosynthese 0,009 1/1 100%
0006810 Transportaktivitat 0,066 12/890 1%
0015696 Ammoniumtransport 0,026 1/3 33%
0006865 Aminosduretransport 0,035 2/34 6%
0055085 Transmembrantransport 0,001 5/78 6%
0015856 Cytosintransport 0,009 1/1 100%
0006863 Purintransport 0,009 1/1 100%
0015671 Sauerstofftransport 0,017 1/2 50%
0015746 Citrattransport 0,009 1/1 100%
0030163 Proteinkatabolismus 0,245 4/291 1%
0007039 Vakuoldrer Proteinabbau 0,035 3/83 4%
0006950  Stressantwort 0,797 3/472 1%
0000304 Reaktion auf Singletsauerstoff 0,017 1/2 50%
0006464  Proteinmodifikation 0,908 3/529 1%
0016578 Histon-Deubiquitinierung 0,017 1/2 50%
0006139  Nukleotidmetabolismus 0,972 7/1331 1%
0043101 Purin-Wiederverwertung 0,051 1/6 17%
0032263 GMP-Wiederverwertung 0,009 1/1 100%
0032264 IMP-Wiederverwertung 0,009 1/1 100%

konnten (Tabelle 3-7). Obwohl vier Aldehyddehydrogenase-Gene gefunden wurden, konnte
fiir ADH1, ADH2, ADH3 und ADH5 wegen der groRen Ahnlichkeiten innerhalb der Genfamilie
keine eindeutige Zuordnung zu C. glabrata-Homologen vorgenommen werden. Dies galt
ebenso fir die Phenylpyruvatdecarboxylasegene PDC1, PDC5 und PDC6. Fir ADH4 konnte

kein Gen mit signifikanter Ahnlichkeit bei C. glabrata gefunden werden (Tabelle 3-7).
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Tabelle 3-7: C. glabrata-Homologe der Gene fiir die Aminosduregarung. Expect-Werte nach tblastx-Vergleich der
Sequenzen. Genfamilie kennzeichnet Gene, fiir die eine Bestimmung des wahrscheinlichsten Homologs nicht moéglich war.

S. cerevisiae-Gen C. glabrata-Gen Expect-Wert Genfamilie
ADH1 CAGLO0I07843G 7,0E-160

ADH2 CAGLOM14047G 2,0E-19 &L ;2
ADH3 CAGL0J01441G 3,0E-153 B ..‘._E"
ADH5 CAGLOH06853G 2,0E-28

ADH4 Kein Homolog -

ARO10 CAGLOA03102G 0,0

ARO8 CAGL0G01254G 0,0

ARO80 CAGLOF03025G 1,0E-176

ARO9 CAGL0G06028G 8,0E-172

PDC1 CAGLOMO07920G 0,0 o
PDC5 CAGLOG02937G 0,0 3 £
PDC6 CAGLOL06842G 6,0E-154 L
SFA1 CAGLOL01111G 2,0E-173

Die Expression dieser Gene wurde in Abbildung 3-18 direkt auf den Stoffwechselweg bei
S. cerevisiae projiziert. Deutlich erkennbar ist die starke Hochregulierung von ARO8 und
ARO10 in Tryptophanmedium schon nach acht Stunden (Faktor 12,8x und 7,2x; vgl. Tabelle
3-5), die im weiteren Zeitverlauf etwas nachlaft (48h: ARO8 — 2,0x; ARO10 — 5,7x). Das
Homolog zur Aminotransferase Il ARO9, CAGLOG06028g, zeigt wenig Aktivierung unter

tryptophanhaltigen Anzuchtbedingungen. Dies steht im Gegensatz zur Situation bei

Akzeptor Akzeptor

~ [CAdnh1 ][ Adha )
M [ Adh2 ][ Adhs ]

Akzeptor Akzeptor
N L
Aro80 /=
_ O (\/) T\/ o
<0,125 1,0 >8,0 H
Tryptophol

Abbildung 3-18: Expressionsniveau der Gene der Aminosduregirung im Zeitverlauf bei C. glabrata. In
pigmentinduzierendem Medium zeigt sich eine verstarkte Expression von ARO8 und besonders ARO10, nicht jedoch AROS9.
Bei den restlichen Pyruvatdecarboxylasen (PDC) und den Alkoholdehydrogenasen (ADH1-5 und SFA1) ist keine Abhdngkeit
vom Medium erkennbar. Expressionsdaten sind im Vergleich zur Vorkultur dargestellt. Felder 1-3: Arginin 8h, 24h, 48h.
Felder 4-6: Tryptophan 8h, 24h, 48h. Zuordnung der Homologe nach Tabelle 3-7. Schema nach dem bekannten
Reaktionsweg in S. cerevisiae, verandert nach Saccharomyces Genome Database (SGD project).
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S. cerevisiae, wo ARO8 konstitutiv exprimiert wird und ARO9 durch aromatische
Aminosauren  induzierbar ist. Neben AROI0 zeigt unter den anderen
Phenylpyruvatdecarboxylasen nur das PDC5 zugeordnete Gen CAGL0G02937g nach 8 und
24 Stunden eine Induktion, hier allerdings in argininhaltigem Medium.

Flir die Umsetzung des Indolacetaldehyds in Tryptophol 4Rt sich keine spezifische Induktion
einer Alkoholdehydrogenase in Tryptophanmedium erkennen. Zu spaten Zeitpunkten wird
das mogliche Homolog zu ADH2 (CAGLOM14047g) in beiden Medien stark hochreguliert,
allerdings katalysiert das Protein bei S. cerevisiae auch die Nutzung von Ethanol als
Kohlenstoffquelle und wird dort unter Glucosemangelbedingungen, wie sie nach 24 und 48
Stunden auftreten, exprimiert (Ciriacy, 1975). Der Transkriptionsfaktor ARO80 zeigt keine

deutliche Regulation (Faktor 0,6-1,8 in Arginin und Tryptophan Uber alle Zeitpunkte).

3.2.4 Generierung von gezielten Mutanten des Synthesewegs

Die mit Hilfe der Mutantenbibliothek (Abschnitt 3.2.1), der Transkriptionsanalyse (Abschnitt
3.2.3) und den Vorversuchen in Abschnitt 3.1 gewonnenen Daten legten nahe, dass der
Abbauweg der aromatischen Aminosdauren eine zentrale Rolle bei der Synthese des
Pigments spielt. Daher wurden die wichtigsten Gene dieses Abbauwegs systematisch
deletiert und die Mutanten auf ihre Fahigkeit zur Pigmentsynthese hin untersucht. Zu
diesen Genen zdhlen ARO8 und ARO9, die fiir die beiden Aminotransferasen kodieren und
das Gen ARO10 fiir die Phenylpyruvatdecarboxylase. Fiir die Deletionen wurde auf
verschiedene auxotrophe Mutanten des C. glabrata-Wildtypstamms  ATCC2001

zuriickgegriffen.

3.2.4.1 Herstellung und Analyse von aro10A

Die in der Transposoninsertionsbank gefundenen Mutante V4B4 tragt eine Insertion im
vermuteten Promotorbereich des Gens CAGLOA03102g, das mit ARO10 aus S. cerevisiae
eine sehr starke Ahnlichkeit aufweist und deshalb im weiteren als CgJARO10 (oder kurz
ARO10) bezeichnet wird. Dieses Gen wurde in einer his3A-Mutante durch eine
Histidinprototrophiekassette ersetzt (Abbildung 3-19) und die entstandene Mutante als

arol0A bezeichnet.
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Abbildung 3-19: Deletionskonstrukt fiir ARO10. Das C. glabrata-Homolog von ScARO10 wurde (iber homologe
Rekombination durch eine Histidin-Prototrophiekassette ersetzt. Zuordnung der Homologen nach BLAST-Suche (blastx).
Die weiteren Mutanten (aro9A und aro8A) wurden analog zu diesem Schema erzeugt.

Die Mutanten wurden Uber PCR mit den flankierenden Primern (nicht dargestellt) und
Southern-Blot (Abbildung 3-20) auf die korrekte Insertion der Kassette und vollstandige
Deletion des Wildtypgens getestet. Beide Tests zeigten, dass das ARO10-Gen vollstandig

durch die Kassette ersetzt worden ist.
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Abbildung 3-20: Southern-Blot der aro10A-Mutanten. Genomische DNA von aro84, aro9A, zwei aro10A-Mutanten und
Wildtyp wurde mit Ncol verdaut. Der Nachweis erfolgte mit digoxigeninmarkierter, 5'-seitiger Sonde (DIG). Erwartete
GroRen waren 3472 bp fiir den Wildtyp und 5092 bp fiir die Mutante. Nur die beiden arol0A-Mutanten zeigten die
erwartete BandengrofRe, das Gen ARO10 ist dort durch die HIS3-Kassette ersetzt.

3.2.4.1.1 Phanotypisierung der aro10A-Mutante

Die entstandene Mutante aro10A zeigt keinen Defekt beim Wachstum im YPD-Vollmedium

oder Minimalmedium mit Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle (vgl. Abschnitt 3.2.5). Die
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Prototrophiekassette erfillt also unter diesen Bedingungen die Funktion des Wildtypgens
und die Deletion von ARO10 hat keinen generellen Wachstumsdefekt zur Folge.

ARO10 ist bei S. cerevisiae am Abbau von aromatischen Aminosduren beteiligt. Eine
Mutante wurde bisher nur im Rahmen eines systematischen Mutantenscreenings getestet
(Giaever et al., 2002), nicht aber auf ihr Wachstum mit verschiedenen Aminosduren als
Stickstoffquellen. Deshalb wurden alle in C. glabrata erzeugten Mutanten auf ihr Wachstum
in den zwanzig proteinogenen Aminosauren getestet (Abschnitt 3.2.5).

Bei C. glabrata fiuhrte die Deletion von AROI10 zu einer verringerten
Wachstumsgeschwindigkeit mit Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin (Abbildung 3-21) als
Stickstoffquelle, nicht jedoch mit anderen Aminosduren (Abschnitt 3.2.5). Die
Generationszeiten bei Mutante (58 min) und Wildtyp (56 min) waren in YPD nahezu
identisch, in Tryptophan betrugen sie 200 und 254 Minuten, in Phenylalanin 73 und 143
Minuten und in Tyrosin 107 und 148 Minuten. Die arol0A-Mutante zeigte also ein leicht
abgeschwachtes Wachstum, wenn aromatische Aminosdauren als einzige Stickstoffquelle

angeboten wurden.

In Tryptophanmedium kam es bei der Mutante aro10A zu einer verstarkten Pigmentierung,
vergleichbar der Promotor-Insertionsmutante V4B4 (Abbildung 3-22). Die Deletion des Gens
fihrte also zu einer starken Anreicherung des Pigments, aber nur zu einem geringen
Wachstumsdefekt. Die Deletion fiihrte auch zu einer verstarkten Klumpenbildung in

Minimalmedium mit den getesteten Aminosauren (nicht dargestellt).

Phe Trp Tyr
14 7 1,4 7 14 7
1,2 —_— 12 —— 12 —
L L L
§o,8_’/ §0,8_, g 08
s // = 8 06 1 s 8 08 T _————
04 1 04 T 0,4
2 J) 02 Jﬁ > 1
o L 0 - 0 -
6 12 18 24 30 36 42 48 6 12 18 24 30 36 42 48 6 12 18 24 30 36 42 48
Zeit [h] Zeit [h] Zeit [h]
—— WT (Aminosaure) ——Aaro10 (Aminosaure) WT(YPD) Aaro10(YPD)

Abbildung 3-21: Wachstum von aro10A in aromatischen Aminosduren. In allen drei Aminosduren zeigte die Mutante
einen Wachstumsdefekt. Zum Vergleich die nahezu identischen Wachstumskurve von Wildtyp und Mutante in YPD-
Vollmedium.
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Abbildung 3-22: Pigmententwicklung der Mutante aro10A. (A) Pigment im Uberstand einer Fliissigkultur mit Tryptophan
(400 nm; Balken) und Wachstum von Wildtyp und Mutanten (600 nm; Linien). Nach Giber 24 Stunden Wachstum erzeugten
beide Mutanten deutlich mehr Pigment als der Wildtyp. (B) Verstarkte Pigmentbildung durch die aro10A-Mutante auf
Platten mit Tryptophan als Stickstoffquelle.

3.2.4.2 Herstellung und Analyse von aro9A

Das Gen CAGLOG06028g zeigt die groRte Ahnlichkeit zu dem S. cerevisiage-Gen fiir die
aromatische Aminotransferase Il Aro9 (vgl. Abschnitt 3.2.3.2). Bei der Bé&ckerhefe
katalysieren die beiden aromatischen Aminotransferasen Aro8 und Aro9 den ersten Schritt
des Katabolismus von aromatischen Aminosduren (Kradolfer et al.,, 1982), indem sie die
Aminogruppe auf einen Akzeptor Ubertragen (Kradolfer et al.,, 1982, Urrestarazu et al.,
1998). Aro9 ist auch an der Synthese von Phenylalanin und Tyrosin beteiligt, in Mutanten
ohne ARO9 kann diese Funktion aber auch durch Aro8 Glbernommen werden (Urrestarazu et

al., 1998). In Medium mit aromatischen Aminosauren wird die Expression von ARO9 bei der

ARO9 ScARO9 Aromatische Aminotransferase Il 75% 57% | 6E-176
Aaro8 Aarod -
WT Aarod haro10 =—— 1261 bp —a
21228 Sac | Nea | Neo | Sac |
I | 2000 lao0n |so00
e 5148/4973 '
— ADEH
- 3530
2037 3113 bp -
= 1504 Sac | Xho | Bam HI Sac |
e 1584
— - — - 1375 I [z000 [a000 Teooo
a7 <wem

Abbildung 3-23: Southern Blot zum Nachweis der Deletion von ARO9. Verdau der genomischen DNA mit Sacl und Ncol,
Nachweis mit 5'-seitiger, digoxigeneninmarkierter Sonde ARO9-Bam (DIG). Erwartete GréRen: Wildtyp 1261 bp, Mutante
3113 bp. In beiden aro9A-Mutanten ist ARO9 erfolgreich deletiert.
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Abbildung 3-24: Wachstum von aro9A in verschiedenen Aminosduren. Mit aromatischen Aminosauren (Phenylalanin, Phe,
Tryptophan, Trp, und Tyrosin, Tyr) als Stickstoffquelle zeigte die Mutante leichte Wachstumsdefekte im Vergleich zum
Wildtyp, mit Histidin und Methionin war die Wachstumsrate fast so groR wie beim Wildtyp. Zum Vergleich ist das
Wachstum beider Stimme in YPD-Vollmedium gezeigt.

Backerhefe hochreguliert (lraqui et al., 1999), nicht aber die von CAGL0OG06028g in
C. glabrata (Abschnitt 3.2.3.2). Das Gen CAGLOG06028g wurde wie zuvor ARO10 deletiert,
indem es Uber homologe Rekombination durch eine Leucin-Kassette ersetzt wurde. Die
Mutanten wurden (iber PCR und Southern-Blot Gberprift (Abbildung 3-23).

Das Wachstum der aro9A-Mutante war in Medien mit aromatischen Aminosduren als
einzige Stickstoffquelle im Vergleich zum Wildtyp leicht abgeschwacht. Die Generationszeit
in Phenylalanin war mit 105 Minuten langer als beim Wildtyp (73 Minuten), aber kirzer als
bei der arol0A-Mutante mit 143 Minuten (vgl. Abschnitt 3.2.4.1). Ebenso war das
Wachstum in Tryptophan und Tyrosin reduziert (Abbildung 3-24). Mit Methionin als
Stickstoffquelle waren die Generationszeiten dhnlich zum Wildtyp (98 und 105 Minuten),
wie auch mit Histidin (140 und 159 Minuten) und mit Ammoniumsulfat (71 und 68
Minuten).

Die Pigmentbildung wurde durch die Deletion von ARO9 nicht beeintrachtigt, sowohl in
Flissigmedium als auch auf Platten bildeten die Mutanten Pigment auf Wildtypniveau

(Abbildung 3-27, Abbildung 3-28).
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3.2.4.3 Herstellung und Analyse von aro8A

Das Gen CAGLOGO01254g war unter pigmentinduzierenden Bedingungen besonders stark
hochreguliert (Abschnitt 3.2.3.2), und zeigt eine starke Ahnlichkeit zum S. cerevisiae-Gen
ARO8. Ahnlich zu ARO10 und ARO9 wurde es deshalb iiber homologe Rekombination durch
eine Leucin-Kassette ersetzt und so deletiert. Die Mutanten wurden wiederum Uber PCR
und Southern-Blot (Abbildung 3-25) Uberprift und auf Wachstum in verschiedenen
Aminosauren und die Bildung von Pigment in induzierendem Medium getestet.

Der Wachstumsdefekt in Medien mit aromatischen Aminosduren als alleinige
Stickstoffquelle ist bei der aro8A-Mutante besonders ausgepragt (Abbildung 3-26). In
Medium mit Phenylalanin betrug die Verdopplungszeit der Mutante 226 Minuten und die
des Wildtyps 73 Minuten, in Tyrosin 409 statt 107 Minuten.

Mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle kam es zu fast keinem Wachstum mehr, die
Generationenzeit betrug hier 999 Minuten statt 200 beim Wildtyp. Dies ist dem Phanotyp
der Aro8-Mutante von S. cerevisiae dhnlich, die auf Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin
kein Wachstum mehr zeigt (Iraqui et al., 1998). Mit Methionin war ebenfalls eine Reduktion
der Wachstumgeschwindigkeit bei der Mutante meBbar, von 105 auf 173 Minuten
Verdopplungszeit. In S. cerevisiae dient Aro8 — und in geringerem Malie auch Aro9, Batl
und Bat2 — als Aminotransferase auch fir Methionin (Pirkov et al., 2008). Der Phdnotyp der
aro8A- und aro9A-Mutante in Methioninmedium deutet also wiederum auf eine dhnliche

Funktion wie bei der Backerhefe.

Gen Homolog | Beschreibung des Homologs Ahnl. | Ident. | Expect

ARO8 ScAROS8 Aromatische Aminotransferase | 82% 69% 0,0
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Abbildung 3-25: Southern-Blot der aro8A-Mutante. Genomische DNA von Wildtyp (WT), zwei aro8A- und je einer aro9A-
und aro10A-Mutante wurde mit HinDIIl verdaut. Der Nachweis erfolgte Uber ein 5'-seitiges, digoxigenin-(DIG-)markiertes
Fragment. Erwartete GroRen waren 2278 bp fiir Wildtyp und 954 bp flr aro8A-Mutante. Beide Klone zeigten die erwartete
FragmentgroRen.
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Im Gegensatz zu S. cerevisiae (Large, 1986) konnte C. glabrata auch Histidin als
Stickstoffquelle nutzen (Abbildung 3-26). Die aro8A-Mutante zeigte aber mit dieser
Aminosaure eine deutliche Reduzierung der Wachstumsrate, die Generationszeit betrug 351
statt 159 Minuten. Bei Bakterien und den meisten Eukaryoten erfolgt der Abbau von
Histidin im ersten Schritt Gber die Abspaltung des Ammoniums durch eine Histidin-
Ammonium-Lyase (EC 4.3.1.3) (Suchi et al., 1995). In einigen Organismen wurde auch eine
Ubertragung der Aminogruppe (ber eine Histidin-2-Oxoglutarat-Transaminase (EC 2.6.1.38)
oder eine Histidin-Pyruvat-Transaminase (EC 2.6.1.58) auf den jeweiligen Akzeptor
vorgeschlagen (Spolter & Baldridge, 1964, Wickramasinghe et al., 1967). Fir diese beiden
Reaktionen sind aber bislang keine zugehorigen Gene beschrieben worden.

Fiir die bekannten bakteriellen und eukaryontischen Histidin-Ammonium-Lyasen (HAL)
lieRen sich Giber eine pBLAST-Suche (Altschul et al., 1990) weder fiir C. glabrata noch fiir
S. cerevisiae Homologe finden. Homologe zu bakteriellen HAL fanden sich bei allen Gruppen
innerhalb der Basidiomyceten (bspw. Ustilago maydis, Rhodotorula glutinis, auch
Agaricus bisporus), aber bei den Ascomyceten nur innerhalb der Pezizomycotina (bspw.

Neurospora spp., Aspergillus spp., Penicillium marneffei), nicht aber bei den
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Abbildung 3-26: Wachstum der aro8A-Mutante mit ausgesuchten Aminosduren und Ammoniumsulfat. Der
Wachstumsdefekt in aromatischen Aminosduren ist starker als bei der aro9A- und aro10A-Mutante, ebenso in Histidin und
Methionin. Mit Ammoniumsulfat und in YPD-Vollmedium entspricht das Wachstum dem des Wildtyps.
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Abbildung 3-27: Vergleich der Pigmentproduktion von Wildtyp und den Mutanten aro8A, aro9A und his3A. Die
Deletionsmutante aro8A zeigt in Tryptophanmedium nur geringes Wachstum (ODgq, linke Skala) und eine stark reduzierte
Pigmentproduktion (OD,q, rechte Skala). Dagegen synthetisiert die his3A-Mutante trotz ebenso geringer Zellzahl Pigment
bis zum Wildtypniveau. Die Deletion des ARO9-Gens fiihrt zu keinem Defekt in der Pigmentproduktion. Wachstum der
Hefen in induzierendem Medium bei 37°C, danach Inkubation des zellfreien Uberstands fiir drei Tage (vgl. Abschnitt 3.1.1).

Saccharomycotina (bspw. Candida spp., Saccharomyces spp.) oder den Taphrinomycotina
(Schizosaccharomyces pombe). Diese fehlende Aktivitdt scheint bei C. glabrata also
moglicherweise durch eine Ammoniumtransferaseaktivitit von Aro8 kompensiert zu
werden. Da aber die Deletion von AROS8 keine véllige Wachstumshemmung nach sich zieht,
mull es noch ein weiteres Enzym geben, das diese Aktivitdit wenigstens teilweise
ubernehmen kann.

Die Pigmentproduktion ist bei der aro8A-Mutante deutlich verringert. Abbildung 3-27 zeigt
die Bildung des Pigments in Flissigmedium mit Tryptophan im Vergleich zu Wildtyp, aro9A-
Mutante und his3A-Mutante. Wahrend sich Wachstum und Pigmentbildung von Wildtyp
und aro9A nicht unterschieden, bildete die schlecht wachsende Mutante aro8A auch nach

72 Stunden Inkubation nur etwa 20% der Pigmentmenge des Wildtyps. Zum Vergleich ist in

Abbildung 3-28: Pigmentbildung von Wildtyp (WT), aro8A- und aro9A-Mutante auf Minimalmedium mit Tryptophan und
Threonin als Stickstoffquelle. Beide Mutanten kdnnen auf diesem Medium wachsen, und die Deletionsmutante von ARO8
zeigt wie in Flissigmedium eine deutlich reduzierte Pigmentbildung. Die Deletion von ARO9 hat keine erkennbare
Auswirkung auf die Pigmentierung. Inkubation fir vier Tage bei 37°C.
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Abbildung 3-27 die his3A-Mutante gezeigt, die ebenfalls in diesem Medium nicht wachsen
konnte, aber trotzdem etwa 85% des Wildtyppigments produzierte (vgl. Abschnitt 3.1.5).
Die verminderte Pigmentmenge von aro8A basiert also nicht auf der geringeren Zellzahl im
pigmentinduzierenden Medium, sondern auf einer starken Verringerung der
Pigmentproduktion.

Fir die Untersuchung der Pigmentbildung auf Agarplatten wurde eine Mischung aus jeweils
7,5 mM Tryptophan und Threonin verwendet, da Threonin die Pigmentbildung nur wenig
behindert und beim Wildtyp eine dem Tryptophan angendherte Wachstumsrate zeigt
(Abbildung 3-29). Auf diesen Platten wachst die aro8A-Mutante ebenfalls, bildet aber nach
bis zu vier Tagen Inkubation deutlich weniger Pigment als der Wildtyp oder die aro9A-
Mutante. Die Deletion des Gens AROS8 fihrt also unter allen getesteten Bedingungen zu

einer deutlichen Reduktion der Pigmentbildung in C. glabrata.

3.2.5 Vergleich des Wachstums

Um mogliche weitere Defekte im Wachstum der Mutanten mit Aminosduren als einziger
Stickstoffquelle zu erkennen, wurden die Mutanten und der Wildtyp in Minimalmedien mit
den 20 klassischen proteinogenen Aminosauren in Konzentrationen von je 10 mM ange-
zogen. Zusatzlich erfolgte eine Anzucht mit 0,5% Ammoniumsulfat und in YPD-Vollmedium.
AuBerdem wurde das Wachstum von S. cerevisiae bei 30°C als Vergleich herangezogen. In
Abbildung 3-30 sind samtliche Wachstumskurven zusammengefaRt. Die Mutanten der ARO-
Gene zeigten mit den meisten Stickstoffquellen keinen Wachstumsdefekt, Ausnahmen sind
die aromatischen Aminosauren, wie zuvor beschrieben. Insgesamt kann C. glabrata unter
diesen Bedingungen alle Aminosauren als alleinige Stickstoffquelle nutzen, mit Ausnahme
von Lysin (kein Wachstum) und von Cystein, das nur sehr langsames Wachstum erlaubt.

S. cerevisiae wuchs mit fast allen Aminosduren zu einer geringeren Dichte heran, aber in den
meisten Fallen mit einer mit C. glabrata vergleichbaren Kinetik. Wie zuvor beschrieben
(Large, 1986) und hier auch sichtbar, konnte aber die Backerhefe Lysin, Cystein, Glycin und
Histidin nicht oder nahezu nicht nutzen. Die aro8A-Mutante von C. glabrata zeigte in
Histidin einen starken Wachstumsdefekt, nicht aber in Glycin. Von den zwei durch
C. glabrata zusatzlich genutzten Aminosauren ist also nur die Verwendung von Histidin

abhangig von Aro8.
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3.2.6 Heterologe Expression von Aro8

Die durch die Expressionsanalyse und die Untersuchungen von zufélligen und gezielten
Mutanten gewonnenen Erkenntnisse zeigten, dass die aromatische Aminotransferase Aro8
fir die Pigmentsynthese notig ist. Ob das Enzym alleine auch ausreichend fiir die Bildung
des Pigments ist, sollte durch eine heterologe Expression und anschlielende in vitro-
Untersuchungen des Enzyms untersucht werden.

Dazu wurde Aro8 gemeinsam mit einem N-terminalen Histidin-Marker in dem E. coli-Stamm
BL21 Rosetta exprimiert, (ber eine Nickel-Sepharose-Saule aufgereinigt und dann
aufkonzentriert (siehe Abschnitt 2.4.8). Abbildung 3-30A stellt die einzelnen Schritte dieses
Prozesses dar. Als Produkt wurde ein Protein von etwa 61 kDa GrofRe erwartet, das sich
auch in hoher Reinheit im Polyacrylamidgel finden lieB. Es wird im weiteren als Aro8’
bezeichnet. Das Enzym wurde in 50% Glycerin bei -20°C gelagert, nachdem initiale Tests

gezeigt haben, daB es unter diesen Bedingungen stabil bleibt und seine Aktivitat bewahrt.

A B
E D WM, K K K K M,

Q X, . o4 __ g R Q‘ "‘n’ﬁ“'“ ol 8
NﬂH; I{JLQH . \ KN,H/ o o

KH

L-Tryptophan a-Ketoglutarat Indolpyruvat L-Glutamat
56 Miem! (278 nm) 9.3 M'em " (338 nm)
= " ‘ 8+
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—_ —
— - 6+ (338 nm)
—_—— o
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— o {400 nm)
= = 2
—— - —
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Abbildung 3-30: (A) SDS-PAGE-Analyse der Schritte fiir die Proteinaufreinigung. E - Rohextrakt der induzierten E. coli-
Kultur; D - Durchlauf nach Bindung an die Nickel-Sepharose-Sdule; W - Eluat von der Saule bei Waschschritt mit 40 mM
Imidazol; M, - Marker 1 (Fermentas PageRuler : =170, =130, =100, =70, =55, =40, =35, =25, =15 kDa); K;-K, - Protein nach
Elution mit 200 mM Imidazol und Konzentrierung Uber eine Filtereinheit; M, - (Fermentas PageRuler Plus: =250, =130,
=100, =70, =55, =40, =35, =25, =15 kDa). Das Enzym Aro8’ zeigt nach Aufreinigung und Konzentrierung eine deutlich
sichtbare einzelne Bande bei den erwarteten 61 kDa. (B) Erwartete Reaktion im in vitro-Ansatz zur Aktivitditsmessung von
Aro8’ (siehe Text). (C) In Gegenwart von Aro8’ (10 mU/ml) bildet sich innerhalb weniger Sekunden aus L-Tryptophan (10
mM) Indolpyruvat (griine Linie, 338 nm). Nach einigen Stunden tritt eine deutliche Zunahme der Absorption bei 400 nm
auf, die die Pigmentbildung anzeigt (vgl. Abbildung 3-1).

Zuerst wurde bestimmt, ob Aro8 wie erwartet eine Aminotransferaseaktivitit besitzt
(Abbildung 3-30B). In einem Ansatz mit Tryptophan, dem Aminogruppenakzeptor
a-Ketoglutarat und dem Cofaktor Pyridoxalphosphat zeigte sich photometrisch (Absorption
bei 338 nm) die schnelle Bildung von Indolpyruvat (Abbildung 3-30C). Die Reaktion blieb
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Abbildung 3-31: Bfldung des braunen Pigments in in vitro-Ansdtzen. Zu 10 mM Tryptophan und dem Akzeptor a-
Ketoglutarat wurden 10 mU Aro8 gegeben. Nach einigen Stunden zeigte sich eine deutliche Braunfarbung, die nach etwa
einem Tag ihr Maximum erreichte.

aus, wenn kein Akzeptor zur Verfligung gestellt wurde, es handelt sich also um eine
Aminotransferaseaktivitat. Uber den Extinktionskoeffizienten € =9,3 M™*cm™ konnte der
enzymatische Umsatz bestimmt werden. Eine Unit wurde so definiert als die Menge Enzym,
die unter den Bedingungen dieses Tests innerhalb einer Minute 1 pmol L-Tryptophan in
Indolpyruvat umsetzt (Abschnitt 2.4.8). Die spezifische Aktivitat des isolierten Proteins Aro8’
betrug 120 mU/mg, die Aktivitdt war dabei stereospezifisch, denn mit D-Tryptophan lieR

sich keine Indolpyruvatbildung messen (nicht gezeigt).

Interessanterweise zeigte sich nach einigen Minuten bis Stunden eine zunehmende Rot- und
Braunfarbung des Versuchsansatzes und entsprechend eine Zunahme der Absorption bei
400 nm (Abbildung 3-30C; Abbildung 3-31). Der Verlauf der Farbreaktion entsprach dabei
dem des Pigments im Uberstand von C. glabrata (Abschnitt 3.1.1).

Um zu klaren, ob es sich bei der enzymatischen Umsetzung von Tryptophan um die erste,
sauerstoffunabhdngige Reaktion der Pigmentbildung von C. glabrata handelte, wurde der
Ansatz unter Sauerstoffabschluf getestet. Nach drei Tagen zeigte sich zwar keinerlei
sichtbare Pigmentbildung, aber photometrisch konnte eine hohe Absorption bei 338 nm
gemessen werden, die die Bildung von Indolpyruvat anzeigte (Abbildung 3-32A). Sobald
dieser Ansatz der normalen Atmosphare ausgesetzt war, begann die Bildung des sichtbaren
Pigments (Abbildung 3-32A). Wurde das Enzym im Ansatz vor der Reaktion hitzeinaktiviert,
wurde kein Indolpyruvat gebildet und es kam auch zu keiner Pigmentierung. Eine
Inaktivierung nach der Bildung des Indolpyruvats dagegen konnte die anschliefende
Pigmentierung nicht verhindern (Abbildung 3-32B). Fiir die von Aro8’ katalysierte Reaktion
von Tryptophan zum sichtbaren Pigment st also ein enzymabhangiger,

sauerstoffunabhangiger und ein enzymunabhangiger, sauerstoffabhangiger Schritt notig.
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Abbildung 3-32: Primér- und Sekundarreaktion in der in vitro-Pigmentbildung (A) Sauerstoffabhangigkeit der in vitro-
Pigmentbildung. In einem sauerstofffrei gehaltenenen Reaktionsansatz mit Tryptophan, Akzeptor a-Ketoglutarat und Aro8
bildet sich zwar Indolpyruvat (griiner Balken, 338 nm), aber auch nach zwei Tagen kein Pigment (roter Balken, 400 nm). In
einem parallelen Ansatz an sauerstoffhaltiger Atmosphére bildet sich wie erwartet Pigment (blauer Balken, 400 nm). Im
sauerstofffreien Ansatz beginnt, nachdem er einige Stunden normaler Atmosphare ausgesetzt wurde, die Bildung des
Pigments (roter Kurve, 400 nm). Die OD4qo erreicht dabei etwa das Niveau des Kontrollansatzes mit Sauerstoff. (B)
Enzymunabhangigkeit der Sekundarreaktion. Wird das Enzym nach der Bildung des Indolpyruvats durch 15 Minuten bei
99°C hitzeinaktiviert, bildet sich das Pigment normal innerhalb von 24 Stunden. Bei Hitzeinaktivierung vor der
Indolpyruvatbildung kommt es zu keiner Pigmentbildung mehr.

Der sauerstoffabhidngige Schritt der Pigmentbildung im Uberstand von C. glabrata konnte
durch die Anwesenheit von Cystein inhibiert werden (Abschnitt 3.1.3). Wurde Cystein zu
dem Reaktionsansatz mit Aro8, Tryptophan und a-Ketoglutarat gegeben, kam es ebenfalls
zu einer starken Verringerung der Pigmentbildung. Eine mogliche Ursache hierfir war die
Behinderung der enzymatischen Indolpyruvatbildung durch Cystein. Tatsachlich verringern
2,5 mM Cystein die Tryptophan-Transaminaseaktivitdt von Aro8 um etwa 65%, 5 mM
Cystein um 85% (hier nicht dargestellt). Hohere Tryptophandosen konnten diesen Effekt
wieder verringern, was auf eine kompetitive Inhibitionswikrung hindeutete. Eine weitere
mogliche Erkldarung war die antioxidative Wirkung der Thiolgruppe des Cysteins. Deshalb
wurden weitere thiolgruppenhaltige, reduzierende Substanzen getestet: Dithiothreithol,
Dithioerythrol und B-Mercaptoethanol. Die Zugabe von jeweils 5 mM dieser Substanzen
zum Reaktionsansatz reduzierte die Pigmentbildung stark (Abbildung 3-33), wobei die
Starke der Reaktion (mit Ausnahme des Cysteins) in etwa dem relativen Reduktionspotential
der Substanz entsprach (Surdhar & Armstrong, 1987). Interessanterweise schwachten diese
Substanzen die Aminotransferaseaktivitit von Aro8 mit Tryptophan und a-Ketoglutarat
nicht ab. Die sauerstoffabhangige Reaktion des Indolpyruvats zum Pigment lieR sich also

durch die Anwesenheit dieser thiolgruppenhaltigen Substanzen behindern.
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Abbildung 3-33: Inhibition der Pigmentbildung durch reduzierende Substanzen. Die thiolgruppenhaltigen Stoffe Cystein,
Dithiothreitol (DTT), Dithioeyithrol (DTE) und B-Mercaptopethanol (B-ME) inhibierten die Pigmentbildung stark. Das linke
Diagramm zeigt die OD4qo Nach zwei Tagen Reaktionsdauer mit 10 mU Aro8 und 10 mM Tryptophan, als Vergleich ist die
Wirkung der Hitzeinkativierung gezeigt (vgl. Abbildung 3-32B). Rechts ist die fehlende Braunfiarbung nach zwei Tagen
Inkubation im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle gezeigt. Als einzige behandelte Probe zeigt sich bei Zugabe des
schwachen Reduktionsmittels B-Mercaptopethanol eine leichte Pigmentbildung.

3.2.7 Zusammenfassung Abschnitt 3.2

Die Analyse von Transposoninsertionsmutanten und Transkriptionsprofilen von C. glabrata
hat gezeigt, dass die Aminosauregarung von Tryptophan als wahrscheinliche Quelle fir
einen Pigmentvorldaufer dient. Gezielte Mutanten in diesem Stoffwechselweg haben das
bestatigt. Die Deletion des Gens fiir die aromatische Aminotransferase Aro8 fiihrte zu einer
Mutante, die kaum noch Pigment produzierte und mit Tryptophan als Stickstoffquelle nicht
mehr wachsen konnte. Tryptophanabbau und Pigmentbildung sind also in Aro8 gekoppelt.
Die Decarboxylase Arol0 vermindert die Pigmentbildung, denn eine aro10A-Mutante war
hyperpigmentiert. Das Zwischenprodukt der Pigmentbildung entsteht also nach dem Aro8-
und vor dem ArolO-katalysierten Schritt des Tryptophankatabolismus. Die alternative
aromatische Aminotransferase Aro9 spielt nur eine untergeordnete Rolle in der
Pigmentierung und dem Wachstum mit aromatischen Aminosauren als Stickstoffquelle.

Die Expression von Aro8 in Form des histidinmarkierten Aro8” hat gezeigt, dass diese
Aminotransferase alleine ausreichend ist, um die Reaktion von L-Tryptophan zum Pigment
zu katalysieren. Das durch die Transferaseaktivitait entstehende Zwischenprodukt
Indolpyruvat reagierte dabei spontan — lber Zwischenschritte, siehe Abschnitt 3.1.2.1 — in
Gegenwart von Sauerstoff weiter, ohne dass das Enzym fiir diesen zweiten Schritt benotigt
wirde. Reduzierende, hydroxylradikalfangende Substanzen wie Cystein, DTT, DTE oder

B-Mercaptoethanol inhibierten diese Reaktion.
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3.3  Biologische Wirkung des Pigments fiir C. glabrata

Das Pigment lagert sich nach der Synthese in oder an der Hefezelle an, wie am dunklen
Zellpellet gut erkennbar war. Vergleichbar den zellwandstandigen Melaninen kénnte es also
eine Schutzwirkung vermitteln. Um diese Moglichkeit zu Giberprifen, wurden pigmentierte

und nicht-pigmentierte C. glabrata mehreren verschiedenen Umweltstressen ausgesetzt.

3.3.1 Schutz vor Wasserstoffperoxid

Um zu untersuchen, ob das Pigment modglicherweise einen Schutz vor reaktiven
Sauerstoffspezies bieten kann, wie er schon fiir Melanine gezeigt worden ist (Romero-
Martinez et al., 2000), wurden pigmentierte und nicht pigmentierte C. glabrata-Zellen in
vitro Wasserstoffperoxid (H,0,) ausgesetzt und danach die Uberlebensrate bestimmt. Im
Vergleich zu Saccharomyces cerevisiae und C. albicans ist C. glabrata deutlich resistenter
gegen H,0, (Cuellar-Cruz et al., 2008), weswegen fiir die folgende Versuche eine
vergleichsweise hohe Wasserstoffperoxid-Konzentration verwendet werden mufRte.

Das Pigment wird in Flussigkulturen von C. glabrata erst lange nach dem Eintritt in die
stationare Phase in groRer Menge sichtbar (Abschnitt 3.1.1). In dieser Phase war die H,0,-
Resistenz nochmals um etwa das Zehnfache erhoht ((Cuellar-Cruz et al., 2008) und eigene
Beobachtungen), so dass eine Unterscheidung der Uberlebensraten bei der Verwendung
von Flissigkulturen nicht mehr moglich war. Fiur die Messungen wurden deswegen
Kolonien von Agarplatten verwendet, auf denen sich das Pigment noch wahrend der

Wachstumsphase bilden konnte.

3.3.1.1 Zeitlicher Verlauf des Schutzes

Abbildung 3-34 zeigt die Entwicklung der Resistenz in Abhdngigkeit von dem Alter der
Platten und der Bildung des Pigments. Nach zwei Tagen war auf arginin- und
tryptophanhaltigen Agarplatten deutliches Wachstum der Kolonien zu erkennen. Die
Uberlebensrate der Zellen bei einer Behandlung mit 100 mM Wasserstoffperoxid fiir eine

Stunde unterschied sich nicht (Abbildung 3-34).
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Abbildung 3-34: Resistenz gegen H,0,. (A) Zeitlicher Verlauf der H,0,-Resistenz auf SD-Agarplatten mit Tryptophan und
Arginin als Stickstoffquelle. Auf Tryptophan gewachsene, pigmentierte C. glabrata (Trp) waren besser gegen 100 mM H,0,
geschitzt als auf Arginin gewachsenen, pigmentlose (Arg). Die Resistenz stieg mit zunehmender Inkubationsdauer auf
beiden Medien. Behandlung mit 100 mM H,0, fir eine Stunde bei 37°C. n=4. (B) Resistenz von C. glabrata gegen H,0,
unter verschiedenen Anzuchtbedingungen. Vorkultur mit Arginin (Arg), Tryptophan (Trp) und Phenylalanin (Phe). Die
pigmentierten Hefen aus der Tryptophankultur Uberlebten die Wasserstoffperoxid-Exposition besser als die nicht
pigmentierten. Uberlebende cfu (relativ zu 0 mM) nach einer Stunde Exposition mit den angegeben Konzentrationen H,0,.
n=10. Signifikanzniveaus * p<0,05 und *** p<0,001.

Nach drei Tagen Wachstum war eine Pigmentierung auf Tryptophanplatten erkennbar, und
die Uberlebensrate stieg unter beiden Anzuchtbedingungen an. Dabei (iberstanden die
pigmentierten C. glabrata-Hefen die Exposition signifikant (p<0,5) besser als die nicht
pigmentierten. Auch nach vier Tagen war die Resistenz weiter gestiegen, die
pigmenthaltigen Zellen waren weiterhin besser geschiitzt als die auf Arginin gewachsenen.

Ahnlich der Flussigkultur stieg also auf Agarplatten die Resistenz der Hefen mit
zunehmenden Alter der Kultur an, es zeigten sich aber deutliche Unterschiede zwischen den

pigmentierten und den nichtpigmentierten Zellen.

3.3.1.2 Erhohter Schutz der pigmentierten Wildtypzellen

Um diesen Schutzeffekt weiter zu untersuchen, wurden die pigmentierten und
nichtpigmentierten Zellen nach drei Tagen Wachstum verschiedenen Konzentrationen H,0,
ausgesetzt. Als zusatzliche Kontrolle wurden Platten mit Phenylalanin — wie Tryptophan eine
aromatische Aminosaure — eingesetzt. In vorherigen Versuchen lag die Generationenzeit mit
Phenylalanin als einziger Stickstoffquelle naher an der mit Arginin als an der mit Tryptophan
(Abschnitt 3.2.5). So sollte ein moglicher EinfluB der Wachstumsgeschwindigkeit und des

Typs der Stickstoffquelle ausgeschlossen werden.
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Es bestanden wieder deutliche Unterschiede zwischen den pigmentierten und
unpigmentierten Kulturen. Besonders ausgepragt waren diese Unterschiede bei einer
Wasserstoffperoxidkonzentration von 100 mM. Hier iberlebten im Mittel etwa 90% der auf
Tryptophan angezogenen Hefen, aber nur etwa 60% der auf Arginin und 35% der auf
Phenylalanin gewachsenen (Abbildung 3-34B). Die statistische Signifikanz im Vergleich zur
Tryptophankultur war in beiden Fallen hoch (p<0,0001). Wie erwartet, war die
Uberlebensrate bei 200 mM H,0, nochmals reduziert, aber auch hier waren die
pigmentierten Zellen besser geschiitzt als die nicht pigmentierten (p<0,05).

Unter allen getesteten Bedingungen zeigten pigmentierte, auf Tryptophan angezogene

C. glabrata-Hefen also einen erhéhten Schutz gegen Wasserstoffperoxid.

3.3.1.3 Verringerter Schutz der Mutante aro84

Fiir die Untersuchung der vorhandenen Mutanten des Pigmentsynthesewegs, also aro8A,
aro9A und arol0A, muflte die Zusammensetzung des Anzuchtmediums verdandert werden,
weil die aro8A-Mutante auf Tryptophan als alleiniger Stickstoffquelle nicht oder nur sehr
schlecht wachsen kann (Abschnitt 3.2.4.3). Als Alternative wurde ein Agar mit einem
Tryptophan-Threonin-Gemisch von je 7,5 mM verwendet, da Threonin die Pigmentbildung
relativ wenig hemmt (Abschnitt 3.1.3) und die aro8A-Mutante mit diesen Aminosduren ein

dem Wildtyp angenahertes Wachstum zeigt (Abschnitt 3.2.5).

Die Mutante arol0A konnte wegen ihres unter diesen Bedingungen stark klumpenden
Phanotyps nicht in die Untersuchungen mit einbezogen werden. Mit dem verwendeten
System der Uberlebensrate von koloniebildenden Einheiten hatten sich durch Zellklumpen
falschlicherweise deutlich erhéhte relative Uberlebensraten gezeigt. Dies konnte durch
Vorversuche bestatigt werden (Daten nicht gezeigt, vergleiche auch Abschnitt 3.2.4.1.1).

Abbildung 3-35 zeigt das Uberleben der Mutanten nach Wasserstoffperoxidbehandlung.
Wahrend sich nach einer Anzucht auf argininhaltigen, nicht pigmentinduzierenden Platten
keine Unterschiede zeigten und die Uberlebensrate von Wildtyp und beiden Mutanten bei
100 mM bei etwa 40% und bei 200 mM bei etwa 20% lag, flihrte das vorherige Wachstum
auf  pigmentinduzierendem  Tryptophan/Threonin-Medium zu  unterschiedlichen

Uberlebensraten in H,0,.
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Abbildung 3-35: Uberleben von Mutanten des Pigmentsynthesewegs nach H,0,-Exposition. Bei nicht pigmentierten
Zellen (Arg) gibt es keinen Unterschied im Uberleben zwischen Wildtyp und Mutanten. Unter pigmentinduzierenden
Bedingungen (Trp/lle) Uberlebte die pigmentreduzierte Mutante aro8A bei 100 mM und 200 mM H,O, signifikant
schlechter als der Wildtyp, die pigmentproduzierende Mutante aro9A zeigte dagegen keinen Unterschied im Uberleben.
Signifikanzniveaus * (p<0,05) und *** (p<0,001).

Bei 100 mM zeigte die geringer pigmentierte Mutante aro8A ein verringertes Uberleben —
im Mittel 52% gegen 81% fur den Wildtyp (p<0,05). Diese Rate entspricht in etwa der
mittleren Uberlebensrate der nicht pigmentierten Hefen auf Argininmedium (45%). Die
etwas starker pigmentierte Mutante aro9A dagegen zeigte sogar eine sehr geringe, nicht
signifikanten Steigerung der Uberlebensrate (87%) im Vergleich zum Wildtyp. Bei 200 mM
waren die Unterschiede zwischen Wildtyp und aro8A noch deutlicher ausgepragt, die
Uberlebensrate betrug 37% beim Wildtyp und nur 11% bei der Mutante (p<0,001) —
wiederum vergleichbar mit der Rate unter nicht pigmentinduzierenden Bedingungen. Auch
war die aro9A-Mutante (45%) hier wieder etwa auf Wildtypniveau. Die in der Pigmentierung
defekte Mutante aro8A zeigte also auf pigmentinduzierendem Medium eine reduzierte
Resistenz gegeniliber Wasserstoffperoxid, wahrend die pigmentierte aro9A-Mutante keinen
meBbaren Unterschied zum Wildtyp aufwies. Unter nicht pigmentinduzierenden

Bedingungen ist fur beide Mutanten kein Unterschied zum Wildtyp feststellbar.
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Abbildung 3-36: Schutz vor UV-A-Licht. Pigmentierte Hefen waren vor UV-A-Licht besser geschiitzt als unpigmentierte, der
Schutz ist aber weniger ausgepragt als bei UV-C- und UV-B-Licht (Abbildung 3-37; Abbildung 3-38). Die Verdiinnungsreihe

erfolgte hier fir eine genauere Auflosung in zwei Schritten fir je eine Zehnerpotenz. Die Wellenlange des UV-Lichts betrug
365 nm. Gezeigt ist ein typisches Experiment.

3.3.2 Schutz vor UV-Strahlung

Der Schutz vor UV-Strahlung ist eine wichtige Rolle fir verschiedene Pigmente bei Pilzen
(Abschnitt 1.3.2.3) und konnte fiir das Pigment von M. furfur bereits gezeigt werden
(Mayser et al., 2002, Mayser et al., 2003). Ob auch C. glabrata durch die Pigmentierung vor
UV-Strahlung geschiitzt ist, sollte durch Bestrahlung mit definierten Dosen UV-Lichts
verschiedener Wellenlangen festgestellt werden. Die entsprechenden Dosen wurden fir
jede Wellenlange in Vorversuchen bestimmt. Wie erwartet lagen die Dosen fiir das Licht im
UV-A-Bereich etwa tausendfach hoher als in den beiden anderen Wellenlangenbereichen.

Die Hefen wurden fir das Experiment wie zuvor auf pigmentinduzierendem
Tryptophanmedium und auf nicht induzierendem Arginin- und Phenylalaninmedium
angezogen und in verschiedenen Verdinnungen auf Vollmedium getropft. Die Zellen
wurden sofort danach mit UV-A- (365 nm), UV-B- (312 nm) und UV-C-Licht (254 nm)

bestrahlt und dann Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.3.2.1 Erhéhter Schutz gegen UV-A-, UV-B- und UV-C-Licht

Unter allen getesteten Bedingungen waren mit Tryptophan angezogene, pigmentierte Hefe-
zellen gegen UV-Licht resistenter als nicht pigmentierte. Der Unterschied fiel bei dem wenig
schadlichen UV-A-Licht noch gering aus (Abbildung 3-36), wo die Bestrahlungszeit fiir die be-
notigten Dosen mit mehreren Stunden extrem lang war. In dieser Zeit kam es zu einer deut-
lichen Erwdarmung der Platten, so dass auch thermische Effekte eine Rolle gespielt haben
konnten. Deutlicher war der Unterschied bei UV-B-Licht (Abbildung 3-37). Die Dosis lag hier

etwa tausendfach niedriger und die Bestrahlungszeit war entsprechend kiirzer. Bereits bei
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Abbildung 3-37: Schutz vor UV-B-Licht. Bei hohreren Dosen UV-B-Strahlung tberlebten auf Tryptophan angezogene,

pigmentierte Hefen besser als auf Arginin oder Phenylalanin angezogene unpigmentierte. Die Wellenldnge des UV-Lichts
betrug 312 nm. Gezeigt ist ein typisches Experiment.

50 mJ/cm? war ein Unterschied im Uberleben zwischen den pigmentierten und nicht-
pigmentierten Hefen zu erkennen, der bei 100 mJ/cm? fast eine Zehnerpotenz erreichte.

Auch bei Bestrahlung mit dem noch effektiveren UV-C-Licht sind die tryptophaninduzierten
Zellen besser geschiitzt. Der Unterschied zu den nichtpigmentierten Hefen war hier bei 4
und 8 mJ/cm? am starksten ausgepragt, wahrend sich zwischen den in Arginin und in
Phenylalanin angezogenen Zellen kein meRbarer Unterschied zeigt. Wie M. furfur (und
vergleichbar den melanisierten Pilzen) ist C. glabrata also vor UV-Licht besser geschiitzt,

wenn die Hefen zuvor Pigment gebildet haben.

0 mJd/cm? 2 mJd/cm? 4 md/em? 8 mJd/cm?
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Abbildung 3-38: Schutz vor UV-C-Licht. Geringere Dosen UV-C- als UV-B-Licht waren fur das effektive Abtéten von
C. glabrata notwendig. Pigmentierte Zellen aus einer Tryptophanvorkultur Gberlebten die Bestrahlung mit UV-C-Licht
besser als nichtpigmentierte. Die Wellenlange des UV-Lichts betrug 254 nm. Gezeigt ist ein typisches Experiment.

3.4  Biologische Wirkung auf C. albicans

Im Wirt kommen C. glabrata und C. albicans haufig in den gleichen Nischen vor (Redding,
2001, Klotz et al., 2007). Sollte die Pigmentbildung auch in vivo stattfinden, ware C. albicans
dem Pigment also moglicherweise direkt ausgesetzt. Es sollte daher getestet werden, ob die

Pigmentbildung von C. glabrata Auswirkungen auf C. albicans haben kann.
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3.4.1 Reduktion der Hyphenbildung

C. albicans bildet unter verschiedenen Induktionsbedingungen Hyphen, darunter bei
Kontakt mit Wirtsepithelzellen, in Gegenwart von Serum und bei hohen CO,-

Konzentrationen.

Der pigmenthaltige Uberstand inhibierte die Hyphenbildung von C. albicans (Abbildung
3-39) unter diesen Bedingungen. Statt der typischen Hyphen bildeten sich Hefen,
Pseudohyphen und deutlich verklrzte Hyphen, aber auch Mischformen, bei denen das
filamentdse Wachstum in die Hefeform {iberging. Als MaR fiir die Wirkung des Uberstands
wurde deshalb die Gesamtlange der von der inititalen Hefe ausgehenden Struktur, hier
allgemein als Filament bezeichnet, nach Inkubation bei 37°C mit 10% Serum verwendet.

In Abbildung 3-40A sind die durchschnittlichen Lingen der Filamente gezeigt, die in
Gegenwart verschiedener Konzentrationen des C. glabrata-Uberstands gebildet wurden.
Wihrend unverdiinnter Uberstand (100%) die Filamentbildung véllig unterdriickte, nahmen
die durchschnittlichen Lidngen mit abnehmender Konzentration des Uberstands zu. Bis zu
einer Verdinnung von 1:8 (12.5%) waren die Unterschiede zur Kontrolle noch signifikant,

bei Konzentrationen von 6,25% und weniger war kein Unterschied mehr mel3bar.

Dieser Effekt trat nicht mit Uberstand aus anderen Kulturbedingungen auf. In Abbildung
3-40B sind beispielhaft die selben Verdiinnungen des Uberstands einer mit Arginin
gewachsenen C. glabrata-Kultur gezeigt. In allen Konzentrationen bildete C. albicans

normale Filamente, deren Lange von etwa 80 um sich in keinem Fall von der Kontrolle

Abbildung 3-39: Wirkung von Pigment auf die Hyphenbildung von C. albicans. Fluoreszensmikroskopische Aufnahme von
Calcofluor-White-gefarbten C. albicans nach vier Stunden Inkubation unter hypheninduzierenden Bedingungen. (A) Mit
Uberstand einer mit Arginin angezogenen C. glabrata-Kultur, (B) mit pigmenthaltigem Uberstand einer mit Tryptophan
angezogenen Kultur.
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Abbildung 3-40: Verringerung der Filamentlangen bei serumbehandelten C. albicans-Zellen mit C. glabrata-
Kulturiiberstand. (A) Pigmentierter Uberstand aus tryptophanhaltigem Medium in verschiedenen Verdiinnungen
reduzierte die Filamentldnge, (B) pigmentfreier Uberstand aus argininhaltigem Medium zeigte keine Wirkung auf die
Filamentlange. Messung nach 4 Stunden bei 37°C mit 10% Serum zur Hypheninduktion. Signifikanzniveau *** (p<0,001).

unterschied. Auch Uberstand von C. glabrata aus Vollmedium und Minimalmedium mit
Threonin oder Phenylalanin fihrte zu keiner melbaren Reduktion der Filamentbildung
(nicht gezeigt). Um auszuschlieBen, dass moglicherweise Reste des fiir die Pigmentbildung
eingesetzten Tryptophans im Uberstand die Repression bewirken, wurden die Tryptophan-
und Argininmedien ebenfalls getestet. Keines der Medien bewirkte eine Verringerung der

Filamentlangen (Abbildung 3-41).

Auch die Verldangerung von sich bereits bildenden Hyphen konnte durch Zugabe des
Pigments verhindert werden. Hierzu wurde zwei Stunden mit 10% Serum Hyphenwachstum
induziert und dann das Pigment zu den wachsenden Keimschlduchen gegeben. Nach dieser
Zeit hatten die Keimschldauche bereits eine Lange von durchschnittlich 19 um. Bei Zugabe

von reinem pigmentierten Uberstand (100%) verldngerten sich diese in den nichsten zwei
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Abbildung 3-41: C. glabrata-Medien haben keinen EinfluB auf die Filamentlinge bei C. albicans. (A) Induktionsmedium
mit verschiedenen Konzentrationen Tryptophan, (B) nicht induzierendes Medium mit verschiedenen Konzentrationen
Arginin. Messung nach 4 Stunden bei 37°C mit 10% Serum.
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Abbildung 3-42: Die Verlangerung von Keimschlauchen wird durch die Zugabe von Pigment gehemmt. Die Prainkubation
erfolgte in 10% Serum flr 2 Stunden (2h), danach wurden verschiedener Mengen Pigment zugegeben. Alle getesteten
Konzentrationen verringerten die Verldngerung liber die ndchsten zwei Stunden signifkant im Vergleich zu 0%.
Signifikanzniveaus * (p<0,05) und *** (p<0,001).

Stunden fast nicht mehr (auf insgesamt 22 um). Mit sinkender Konzentration des Pigments
verringerte sich der Effekt, bis zu einer Gesamtlange von 58 um ohne Pigment (Abbildung
3-42). Aber schon 6,25% Pigmentliberstand reduzierte dabei die Liange signifikant (auf
durchschnittlich 49 um; p<0,05).

3.4.1.1 Nachweis von Tryptophol

Der Uberstand einer pigmentinduzierten C. glabrata-Kultur enthielt also eine Substanz, die
die Bildung von Filamenten bei C. albicans behindern und bei bereits wachsenden
Keimschlduchen die Verlangerung unterdricken kann. Ein Produkt des Abbaus von
aromatischen Aminosauren bei S. cerevisiae sind die jeweiligen Fuselalkohole, im Fall von
Tryptophan also Tryptophol (vgl. Abschnitt 1.5). Vereinzelt wurde beschrieben, dass von
C. albicans selbst erzeugtes Tryptophol in der Lage ist, die Bildung von Hyphen zu
unterdriicken (Lingappa et al., 1969, Chen & Fink, 2006). Die Synthese des Tryptophols
erfolgt dabei ebenso wie bei S. cerevisiae liber die Aminosauregarung (Ghosh et al., 2008).

Um nachzuweisen, ob auch C. glabrata Tryptophol in groRen Mengen aus Tryptophan
produzieren kann, wurde der Uberstand von pigmentierten (in Tryptophan gewachsenen)
und unpigmentierten (in Arginin gewachsenen) C. glabrata-Zellen mittels einer HPLC-
Analyse untersucht. Als Standards dienten dabei kommerziell erhéltliches Tryptophol und
Tryptophan in einer Konzentration von 15 mM. Da das Protein Aro10 den letzten Schritt der
Aminosauregadrung zum Tryptophol katalysiert (siehe Abschnitt 1.5.1), wurde auch die

C. glabrata-Mutante aro10A in die Untersuchungen einbezogen.
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Abbildung 3-43: HPLC-Analyse der Uberstinde von Kulturen mit C. glabrata-Wildtyp und arol0A-Mutante. Vergleich
jeweils mit Tryptophan(Trp)- und Tryptophol(Trp'ol)-Standards im gleichen Medium. Die Proben sind griin dargestellt, blau
und rot sind Tryptophol und Tryptophan. Roter und blauer Pfeil: Markerpeaks fiir Tryptophan und Tryptophol. Grine
Pfeilumrandung: Markerpeak, der auch in einer der Proben auftrat. Bei Wachstum in Arginin ist in beiden Stammen kein
Tryptophan oder Tryptophol nachweisbar (Pfeile ohne Umrandung). Der Wildtyp bildet mit Tryptophan groRe Mengen
Tryptophol (blau-griner Pfeil), die Mutante dagegen nicht (rot-griiner Pfeil: Tryptophanrest im Medium).
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In Abbildung 3-43 sind die Chromatogramme der Standards und der Uberstinde dargestellt.
Sowohl Tryptophan als auch Tryptophol zeigten spezifische Peaks, die in einigen der
Uberstidnden zu finden sind. Tryptophan trat dabei als unverbrauchter Rest in den beiden
pigmentierten Proben von Mutante und Wildtyp auf. Tryptophol wurde in gréRerer Menge
nur bei dem in Tryptophan gewachsenen Wildtyp, nicht jedoch bei aro10A gebildet. Eine
ungefdhre Abschadtzung der Konzentrationen (iber den Tryptopholstandard ergab eine
Konzentration von ca. 7,5 mM Tryptophol bei dem pigmentierten Wildtyp und ca. 0,25 mM
bei der Mutante. Bei Anzucht in Arginin wurde weder von Mutante noch Wildtyp Tryptophol
gebildet. Der pigmentierte Uberstand des C. glabrata-Wildtypstamms ATCC2001 enthielt
also groBe Mengen Tryptophol, dessen Synthese wie bei S. cerevisiae aus Tryptophan Uber

die Phenylpyruvatdecarboxylase Aro10 erfolgte.
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3.4.1.2 Wirkung von Tryptophol auf C. albicans

Die Effekte von Tryptophol auf die Hyphenbildung von C. albicans sind bislang nicht
systematisch untersucht worden. Um zu ermitteln, ob die im Uberstand von C. glabrata
gemessenen Tryptopholkonzentrationen ausreichend sind, um den hyphenreprimierenden
Effekt des Pigments zu erklaren, wurde C. albicans definierten Konzentrationen Tryptophol
ausgesetzt — ausgehend von 15 mM — und die Hyphenldngen gemessen.

In Konzentrationen von 1,9 mM und mehr reduzierte die Anwesenheit von Tryptophol unter
den Testbedingungen die Filamentlange von C. albicans signifikant (Abbildung 3-44A). Die
Reduktion bei 3,9 mM Tryptophol auf etwa 35 um entspricht dabei ungefahr der Reduktion
mit 25-50% Pigment (Abbildung 3-40), die Reduktion bei 1,9 mM liegt mit 55 um in dem
Bereich zwischen 12,5% und 25% Pigment. Die von C. glabrata gebildete Menge Tryptophol
(Abschnitt 3.4.1.1) lag also in einem Bereich, in dem die Substanz eine deutliche Wirkung
auf C. albicans zeigt.

Auch die Verlangerung von bereits gebildeten Hyphen konnte durch Tryptophol verringert
werden (Abbildung 3-44B), wiederum 3hnlich zu den mit dem pigmentierten Uberstand
gemessenen Effekten (Abschnitt 3.4.1). Nach 2 Stunden Inkubationszeit erreichten die
Hyphen eine mittlere Lange von 2149 um, die nach weiteren 2 Stunden ohne Tryptophol auf
70+18 um anstieg. Mit 15 mM und 7,5 mM Tryptophol wurde diese Verlangerung fast vollig
unterdrickt, und noch mit 1,9 mM war eine signifikant geringere Verlangerung mef3bar (auf

57+19 um).
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Abbildung 3-44: Wirkung von Tryptophol auf die Filamentbildung von C. albicans. (A) Tryptophol in verschiedenen
Konzentrationen verringerte die Filamentbildung in Serum. (B) Zugabe von Tryptophol zu entstehenden Hyphen nach zwei
Stunden Inkubation ohne Tryptophol inhibierte die Verlangerung der Hyphen. Die Messung der Filamentlangen erfolgte
nach 4 Stunden (A) oder 2+2 Stunden (B) in 10% Serum bei 37°C. Vergleichswert "2h" in (B) nach zwei Stunden ohne
Tryptophol. Signifikanzniveau *** (p<0,001).
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3.4.2 Transkriptionsanalyse der Hyphenrepression

Flr die Unterdrickung der Hyphenbildung waren verschiedene Griinde denkbar. Es konnte
sich (1) um eine toxische Wirkung von Tryptophol auf C. albicans handeln, um (2) eine
Stérung des Hyphenwachstums an sich — beispielsweise durch Wirkung auf die Zellwand —
oder um (3) eine Unterdrickung des hyphenassoziierten Transkriptionsprogramms von
C. albicans. Fir die weitere Untersuchung wurde deshalb eine Transkriptionsanalyse von
C. albicans-Zellen durchgefuhrt, die unter hypheninduzierenden Bedingungen Tryptophol
ausgesetzt  wurden.  Vergleichbare  Untersuchungen  existieren  bereits zur
hyphenreprimierenden Wirkung des Quorum-sensing-Molekiils Farnesol (Cho et al., 2007,
Kebaara et al., 2008), aber noch nicht zu Tryptophol.

Deshalb wurden Hefen vier Stunden in Minimalmedium mit 10% Serum mit 0, 1 oder 5 mM
Tryptophol bei 37°C angezogen. Bei 0 mM bildeten sich erwartungsgemald Hyphen, die mit
steigender Tryptopholkonzentration unterdriickt wurden (vgl. Abschnitt 3.4.1.2). Von diesen
Kulturen wurden Transkriptionsprofile mit Hilfe von C. albicans-Microarrays gewonnen.

Der Vergleich der Profile 1aRt eine toxische Wirkung (Erklarung 1) unwahrscheinlich
erscheinen. Die meisten Gene (10 von 14) der sogenannten Core Stress Response, die bei
C. albicans unter osmotischem, oxidativen und Schwermetall-Stress erhoht exprimiert
werden (Enjalbert et al., 2006), wurden durch Tryptophol nicht beeinfluBt. Des weiteren
wuchs C. albicans auch mit 5 mM Tryptophol noch in Hefenform, was sich so auch im

Transkriptionsprofil abbildet.

Insgesamt lieBen sich 41 Gene finden, die in 5 mM Tryptophol im Vergleich zur Kontrolle
mindestens dreifach herunterreguliert waren. Eine Liste dieser Gene befindet sich im
Anhang 7.6.3. Unter diesen Genen fanden sich viele sogenannte hyphenassoziierte Gene
wie ECE1, das fur ein Protein kodiert, dessen Expression direkt mit der Elongation der
Hyphen korreliert (Birse et al., 1993), oder HWP1, ein Gen fir ein Adhdasin, das die Bindung
an Wirtszellen (Staab et al.,, 1999) und im Biofilm der C. albicans-Zellen untereinander
(Nobile et al., 2006) vermittelt (Tabelle 3-9). Die Expression beider Gene ist
hyphenspezifisch; die Herunterregulierung zeigte also auch auf transkriptioneller Ebene den

morphologisch sichtbaren Phdnotyp der reduzierten Hyphenbildung an.
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Bei einem Genlistenvergleich (Newman & Weiner, 2005) der gesamten Liste von
herunterregulierten Genen mit bereits publizierten Daten zeigten sich viele
Ubereinstimmungen mit Experimenten, bei denen Gene in der Hyphenregulation disruptiert

wurden (Tabelle 3-8).

Tabelle 3-8: Vergleich der durch Tryptophol herunterregulierten Genen mit bekannten Transkriptionsprofilen. Liste nach
L2L-Algorithmus (Newman & Weiner, 2005) mit C. albicans-Datensatzen (BRI Candida albicans Research, 2009).
Beschreibung: Kurzbeschreibung des Experiments; Identisch: Anzahl gefundener Ubereinstimmungen und GesamtgroRe
der jeweiligen Genliste; Faktor: Anreicherungsfaktor der (bereinstimmenden Gene; p-Wert: p-Wert nach
Binomialverteilung; Referenz: Urspriingliche Quelle der Genlisten

Herunterreguliert in Hyphenzellen

ohne Efgl-Transkriptionsfaktor Zjt 00 S0 (Rarcus ecal; 2004)
Herunterreguliert in Hyphenzellen

ohne Ras1-GTPase 6/41 25,1 1,5E-07 (Harcus et al., 2004)
Herunterreguliert in Hyphenzellen 12/290 71 2 0E-07 (Harcus et al., 2004)
ohne Cdc35-Adenylatzyklase ’ ’ Y’
Hochreguliert in Hyphen nach 6

Stunden in FBS und 37°C 6/51 20,2 5,6E-07 (Nantel et al., 2002)
Hochreguliert 9 Stunden nach 8/152 9,0 3,7E-06  (Bachewich et al., 2005)

Repression der Cdc5-Kinase

Rasl beispielsweise aktiviert die Cdc35-Adenylatcyclase (Leberer et al., 2001), die liber die
Produktion von cAMP zur Aktivierung von Efgl fuhrt (Sonneborn et al., 2000). Efgl
seinerseits reguliert als Transkriptionsfaktor die Expression von hyphenassoziierten Genen
(Stoldt et al., 1997). Die gesamte Genliste deutete also einen Effekt von Tryptophol auf die
Regulation der Hyphenbildung an. Aus diesem Grund wurden die Expressionsdaten der
unter diesen Bedingungen relevanten Gene auf ein Schema der Hypheninduktion bei
C. albicans projiziert (Abbildung 3-45). Es wird deutlich, dass der kirzlich erkannte zentrale
Transkriptionsregulator Ume6 (Banerjee et al., 2008, Carlisle et al., 2009) mit Tryptophol
herunterreguliert ist (zu der Wirkung des Pigments siehe Abschnitt 3.4.3). Damit einher geht
die Herunterregulierung der von Ume6 abhangigen Gene, wie die erwahnten HWP1 und
ECE1 — aber auch HYRI1, dessen Expression allein von Ume6 abhangig ist (Zeidler et al.,
2009). Ebenso ist das Gen EED1 herunterreguliert, das an der Elongation von Hyphen
beteiligt ist (Zakikhany et al., 2007), dessen mogliche Interaktion mit Ume6 aber noch unklar

ist (R. Martin, persdnliche Mitteilung).
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Abbildung 3-45: Expression von hyphenrelevanten C. albicans-Genen im Vergleich mit einer hyphenbildenden Kultur. Mit
5 mM Tryptophol und den pigmentierten Uberstinden von C. glabrata wurde die Expression von UMEG im Vergleich zur
hyphenbildenden Kontrolle stark vermindert. Die von Ume6 abhangigen hyphenassoziierten Gene folgten diesem
Expressionsmuster, besonders das nur von Ume6 regulierte HYR1 (Zeidler et al., 2009). Das fir die Elongation von Hyphen
relevante Gen EED1 (Zakikhany et al., 2007) zeigte ebenfalls eine starke Herunterregulierung mit Tryptophol und Pigment.
Die Gene CST20 und CPH1 sind auf den verwendeten Microarrays nicht enthalten, und es konnten somit keine
Expressionsdaten angegeben werden. Verdandert nach (Biswas et al., 2007, Banerjee et al., 2008, Zeidler et al., 2009).

Somit konnte auch die Modglichkeit ausgeschlossen werden, dass Tryptophol nur die
morphologische Auspragung der Hyphen unterdriickt, beispielsweise durch Stérung der
Zellwandsynthese (Erklarung 2). In diesem Fall ware eine Expression der hyphenassoziierten
Gene trotzdem zu erwarten gewesen. Unter EinfluB von Tryptophol wird demnach das

hyphenspezifische Transkriptionsprogramm von C. albicans unterdriickt.

Der Grund fiir die Regulation von UMEG6 lieR sich den Expressionsdaten nicht direkt
entnehmen. Die Signaltransduktion zur Einleitung des Hyphenprogramms erfolgt
hauptsachlich Giber Phosphorylierung, die sich im Transkriptionsprofil nicht erkennen 1aRt.
Auch ist das Expressionsniveau der meisten Transkriptionsfaktoren generell so niedrig, dass
Microarray-Daten nur wenig Riickschliisse erlauben. Trotzdem zeigt sich bei einem

Transkriptionsfaktor eine moglich Regulation: NRG1, dessen Genprodukt eine reprimierende
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Wirkung fir hyphenassoziierte Gene hat, wird mit steigender Tryptopholkonzentration im
Vergleich zur tryptopholfreien Kontrolle verstarkt transkribiert (Faktor 1,73x bei 1 mM und
Faktor 2,47x bei 5 mM Tryptophol; Tabelle 3-9). Nrgl wirkt zusammen mit Tupl, das
seinerseits auch mit Rfgl oder Migl interagieren kann, um die Expression von jeweils
spezifischen Genen zu unterdriicken (Murad et al., 2001a). Eine Steigerung der TUP1-mRNA
um den Faktor zwei wurde in farnesolbehandelten C. albicans beschrieben (Kebaara et al.,
2008). Hier erreichte TUP1 eine 1,5fach héhere Expresssion in 5 mM Tryptophol. Tabelle 3-9

falt die Expression der wichtigsten Repressoren zusammen.

Tabelle 3-9: Expression ausgewahlter hyphenassoziierter Gene von C. albicans nach vier Stunden in Tryptophol.
Expressionsniveau im Vergleich zur gemeinsamen Referenz (logarithmisches Hefenwachstum) flr verschiedene
Konzentrationen Tryptophol (0, 1 und 5 mM). Vergleich der Expressionsniveaus zur Kontrolle ohne Tryptophan in
Vielfachen. Die Transkriptionsfaktorgene TUP1 und NRG1 werden leicht heraufreguliert, die Hyphenmarkergene ECE1 und
HWP1 sehr stark herunterreguliert.

Transkriptionsfaktorgene

orf19.610 1,27 1,06 0,77 0,83x% 0,61x EFG1
orf19.4318 1,15 0,87 1,39 0,76x% 1,21x MIG1
orf19.7150 0,33 0,57 0,82 1,73% 2,47x% NRG1
orf19.5558 0,59 0,70 0,58 1,19x% 0,98x RBF1
orf19.6109 0,71 0,84 1,08 1,18x% 1,51x% TUP1
Hyphenassoziierte Gene

orf19.3374 59,09 42,14 1,14 0,71x% 0,02x ECE1
orf19.1321 5,81 4,26 0,91 0,73x% 0,16x% HWP1
orf19.4975 6,93 6,10 1,01 0,88x 0,15x% HYR1
0rf19.1816 2,58 1,94 1,40 0,75x% 0,54x ALS3
orf19.7561 2,92 1,89 0,84 0,65x 0,29x EED1

Um zu testen, ob diese Transkriptionsfaktoren tatsachlich mogliche Vermittler der
tryptopholinduzierten Hyphenrepression darstellen, wurden Mutanten von TUP1, NRG1 und
MIG1 mit 1 mM und 2 mM Tryptophol behandelt. Unter normalen Umstanden bilden die
nrglA- und tuplA-Mutanten konstitutiv Filamente aus. Wie Nrgl ist Migl ein Bindepartner
von Tupl, und diente hier als Kontrolle, da er hauptsdchlich Gene zur Nutzung von

alternativen Kohlenstoffquellen reguliert und nicht — wie Nrgl — hyphenassoziierte Gene.
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Abbildung 3-46: Wirkung von Tryptophol und Pigment auf C. albicans. Dargestellt sind die typischen Morphologien nach
6 Stunden Wachstum in induzierendem Medium ohne Zusétze (K), mit Tryptophol (ImM, 2mM), Uberstinden von Arginin
(A)- und Tryptophan (T)-Kulturen von C. glabrata und Uberstinden von Tryptophan-Kulturen von arol0A (T*), letztere
jeweils in Verdiinnungen von 25%, 50% und 100%. Die Filamentbildung des C. albicans-Wildtyp (WT) wurde mit Tryptophol
und in pigmentierten Uberstinden stark unterdriickt. Die nrg1A-Mutante (nrg1A) wurde von Tryptophol nicht beeinfluRt,
aber durch hohe Konzentrationen Pigment, sowohl von C. glabrata-Wildtyp als auch arol0A-Mutante. Besonders
nrg1A-T*100 bestand zum Uberwiegenden Teil aus abgerundeten Zellen. Die Uberstande der C. glabrata-Argininkulturen
hatten keinen EinfluB auf die Morphologie. Die Pfeile markieren abgerundete Zellen in Bildern mit gemischten
Morphologien.
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Die Morphologie des C. albicans-Wildtyps wurde durch Tryptophol sehr stark beeinfluf3t,
statt Hyphen bildeten die Zellen Pseudohyphen und Hefen (WT-1mM & -2mM). Die nrg1A-
Mutante dagegen wuchs unter diesen Bedingungen weiter filamentds (Abbildung 3-46).
Auch in Pigmentiberstand danderte sich die Morphologie des C. albicans-Wildtyp schon bei
niedrigen Konzentrationen ab 25% (Abbildung 3-46, WT-T25 & -T*25). Interessanterweise
war davon aber auch die nrg1A-Mutante betroffen, und zwar sowohl in Wildtyp- als auch
von arol0A-Mutanten-Uberstidnden. Anders als bei hohen Tryptopholkonzentrationen (10
mM), wo das Wachstum der nrglA-Mutante komplett zum Erliegen kam (nicht gezeigt),
wuchs diese Mutante bei hohen Pigmentkonzentrationen mit stark abgerundeten Zelltypen.
Der Effekt schien bei den tryptopholarmen Uberstinden der aro10A-Mutante sogar stérker
ausgepragt zu sein (Abbildung 3-46, nrg1A-T*100). Auch konnte dieser Effekt nicht auf dem
"verbrauchten" Medium basieren, denn der Uberstand der in Arginin gewachsenen Kultur
bewirkte keine morphologische Veranderung (Abbildung 3-46, WT-A100). Die Wirkung von
Tryptophol ist also Nrgl-abhangig, und das Pigment enthélt eine Substanz, die zusatzlich
Nrgl-unabhangig das filamentdse Wachstum unterdriickt.

Mutanten mit einer Deletion des Hyphenrepressors Tupl bildeten unter den getesten
Bedingungen pseudohyphenartige Filamente. Mit Tryptophol lieR sich dieser Phdanotyp nicht
beeinflussen, dhnlich wie bei nrglA (Abbildung 3-47, tuplA-1mM & -2mM). Auch der
Uberstand des Pigments zeigte keine meRbare Wirkung, allenfalls eine leichte Verkiirzung
und Verdickung einiger Zellen im Filament war bei hohen Konzentrationen erkennbar
(Abbildung 3-47, tuplA-T100 und -T*100). Wieder hatte der Arginintiberstand keinen
EinfluR auf die Morphologie. Im Gegensatz dazu reagierte die Mutante mig1A identisch dem
Wildtyp (Abbildung 3-47, miglA). Sowohl Tryptophol als auch geringe Mengen
pigmentierter Uberstand, nicht aber der unpigmentierte Uberstand, konnten die
Hyphenbildung unterdriicken. Migl ist flr die Repression also nicht essentiell, und die Rolle

von Tupl kann wegen der Morphologie nicht genau definiert werden.

95



96

| Ergebnisse

Abbildung 3-47: Wirkung von Tryptophol und Pigment auf C. albicans (ll). Dargestellt sind die typischen Morphologien
nach 6 Stunden Wachstum in induzierendem Medium ohne Zusitze (K), mit Tryptophol (1mM, 2mM), Uberstanden von
Arginin (A)- und Tryptophan (T)-Kulturen von C. glabrata und Uberstinden von Tryptophan-Kulturen von arol0A (T*),
letztere jeweils in Verdinnungen von 25%, 50% und 100% (vgl.Abbildung 3-46). Die Morphologie der tuplA-Mutante
(tup1h) unterschied sich in allen getesteten Bedingungen nicht stark. Im Gegensatz dazu wurde die Hyphenbildung der
mig1A-Mutante (mig1A) von Tryptophol und pigmentiertem Uberstand von C. glabrata-Wildtyp und aro10A-Mutante stark

reprimiert — identisch zum Verhalten des Wildtyps. Wie auch dort wirkte Arginin nicht auf die Morphologie der
miglA-Mutante.
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3.4.3 Vergleich mit der Transkriptionsantwort auf Pigment

Das Vorhandensein von Tryptophol im Uberstand pigmentierter C. glabrata-Kulturen konnte
als eine mogliche Erklarung flr die hyphenreprimierende Wirkung beim Wildtyp angesehen
werden. Allerdings zeigte sich diese Repression auch mit dem Uberstand von arol0A-
Kulturen, die deutlich weniger Tryptophol enthielten als die Uberstinde des Wildtyps
(Abschnitt 3.4.1.1). Deshalb wurden auch von pigmentexponierten C. albicans-Zellen eine
Transkriptionsanalyse durchgefiihrt und die Daten mit denen der Tryptopholrepression
verglichen. Es zeigte sich, dass auch C. albicans-Zellen, die pigmenthaltigen Uberstinden
von C. glabrata-Wildtyp oder arol0OA ausgesetzt wurden, trotz ansonsten
hypheninduzierenden Bedingungen keine erhohte Transkription der Hyphenmarkergene
HWP1, ECE1, SAP6 und SOD5 aufwiesen (Abbildung 3-48B). Im Gegensatz dazu waren diese
Gene bei der in Hyphenform wachsenden Kontrolle und mit Uberstinden einer C. glabrata-

Argininkultur stark hochreguliert.
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Abbildung 3-48: Vergleich der Expressionmuster von C. albicans nach Anzucht in Tryptophol oder Pigmentiiberstand. (A)
Hierarchische Clusteranalyse der Daten. Die Transkriptionsprofile von C. albicans in Uberstinden von C. glabrata-Wildtyp
und arol0A-Mutante mit Tryptophanmedium (Trp) zeigten untereinander mehr Ahnlichkeit als in Uberstinden einer in
Argininmedium (Arg) gewachsenen C. glabrata-Wildtypkultur. Zwischen C. albicans mit tryptopholhaltigem Uberstand
(Trp'ol) und mit Kulturiberstand von in Tryptophan gewachsenen C. glabrata-Kulturen war der Unterschied groRer als
innerhalb der Tryptophol-Versuche. (B) Ausgewdhlte Markergene fir Hyphenwachstum zeigten eine deutliche Reduktion
der Expression mit 5 mM Tryptophol und mit Uberstinden der Tryptophankulturen von Wildtyp und aro10A-Mutante. Im
Gegensatz dazu wurden diese Gene mit 1 mM Tryptophol und im Uberstand einer in Arginin gewachsenen Kultur weiter
stark transkribiert, auf einem Niveau, das mit der Kontrolle vergleichbar war.
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Abbildung 3-49: Venn-Diagramme der hoch- und herunterregulierten Gene in Tryptophol und Uberstand von
Tryptophankulturen von C. glabrata-Wildtyp und aro10A-Mutante. Hyphenassozzierte Gene finden sich hauptsachlich in
der Schnittmenge aller herunterregulierten Gene, die gemeinsamen heraufregulierten Gene beider Tryptophaniberstiande
kodieren in gréRerer Zahl flr Transporter.

Die Transkriptionsprofile von C. albicans mit den beiden pigmentierten Kulturiiberstanden
waren sich dabei ahnlich, und gemeinsam gruppierten sie in einer Clusteranalyse eher mit
C. albicans-Zellen, die Tryptophol ausgesetzt wurden, als mit denen, die mit dem nicht-
pigmentierten Uberstand behandelt wurden (Abbildung 3-48A). Das zeigte sich auch
deutlich in der Projektion der Expressionsdaten auf das Schema der Hypheninduktion in
Abbildung 3-45. Hier reduzierte das Pigment von Mutante und Wildtyp wie Tryptophol
hauptsachlich UME6 und die von Umeb6 abhangigen hyphenassoziierten Gene.

Fir die weitere Analyse wurde jeweils die Genexpression mit der hyphenbildenden
Kontrolle verglichen und als Grenzwert ein dreifacher Unterschied gesetzt. Die im Vergleich
zur normal verlaufenden Hyphenbildung hoch- oder herunterregulierten Gene konnten so
ermittelt werden. Von den Listen der Gene, die durch die Uberstinde der beiden
Tryptophan-Kulturen reguliert wurden, wurden dann noch diejenigen Gene subtrahiert, die
auch mit Arginintberstanden reguliert waren. Ein Vergleich dieser spezifisch durch Pigment
oder Tryptophol aktivierten oder reprimierten Gene Uber ein Venn-Diagramm (Abbildung
3-49) zeigte, dass die hyphenassoziierten Gene hauptsachlich in der gemeinsamen Schnitt-
menge der mit 5 mM Tryptophol, Wildtyp- und Mutanten-Tryptophankultur herunter-
regulierten Genlisten zu finden sind (4 der 7 Gene mit der entsprechenden GO-Annotation).
Fiir diese Gene war also kein Unterschied zwischen den tryptopholhaltigen Bedingungen
und dem tryptopholarmen Mutanteniberstand auszumachen, bei beiden wurde die
Expression wie mit Tryptophol stark unterdriickt.

Gemeinsam war den Expressionsmustern in pigmenthaltigen Uberstinden (im Gegensatz zu
Tryptophol) eine erhdhte Transkription verschiedener Transportergene (7/63) und von

Genen des Lipidmetabolismus (8/63). Zusatzlich zeigte sich im direkten Vergleich zwischen
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den pigmentierten Uberstinden von aro10A und dem Wildtyp unter den hochregulierten
Genen eine signifikante Anreicherung von Transportergenen und Aminosdurepermease-
genen im aro10A-Uberstand (19 von 51 Genen mit 3x héherer Expression). Aber auch in den
hochregulierten Genen im Wildtypiberstand waren Gene dieser Kategorien angereichert (5
von 30), darunter eines fiir den Multidrug-Transporter Cdrl (Prasad et al., 1995).

Daraus lieBen sich mehrere SchlulSfolgerungen ableiten. Zum einen ist die potentielle
toxische Wirkung von Tryptophol nicht allein fir die Hyphenrepression verantwortlich (vgl.
auch Abschnitt 3.4.2). Die tryptophol- und liberstandbehandelten C. albicans zeigten immer
noch Wachstum und ihr Transkriptionsprofil dhnelte dem Hefewachstum, mit wenig Stress-
antwort. Die erhdhte Transkription von Aminosauretransportergenen deutet auf Stickstoff-
mangel in Gegenwart der schlechten Stickstoffquelle Tryptophan und moglicherweise auf
einen Transport von Pigmentbestandteilen aus den C. albicans-Zellen hin. Das hyphenassozi-
ierte Transkriptionsprogramm von C. albicans war reprimiert, was nicht nur auf die Wirkung
des Tryptophols zuriickgefiihrt werden kann. Denn auch der Uberstand der aro10A-Mutante
mit ihrer geringen Tryptopholmenge |6ste eine sehr ahnliche Transkriptionsantwort aus.
Auch dies deutete auf mindestens eine weitere Substanz im Uberstand von pigmentierten

C. glabrata-Zellen hin, die das Hyphenwachstum von C. albicans unterdriicken kann.
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Abbildung 3-50: HPLC-Chromatogramm des pigmentierten Uberstands des C. glabrata-Wildtyps. Das Pigment setzt sich
aus einer Vielzahl von Verbindungen zusammen, die hier iber eine praparative HPLC in einzelne Fraktionen unterteilt wurde.
Die in den weiteren Versuchen verwendeten Fraktionen I-VIII sind eingetragen (vgl. Abbildung 3-52 und Abbildung 3-51).
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3.4.4 Fraktionierung des pigmenthaltigen Uberstandes

Das wahrscheinlich strukturell sehr dhnliche Pigment von Malassezia furfur besteht aus
einer Vielzahl von Indolderivaten (Mayser et al., 1998, Mayser et al., 2007), es handelt sich
also um ein Gemisch unterschiedlichster Substanzen und dem Hauptprodukt des
Tryptophanabbaus, Tryptophol, in hoher Konzentration (Abschnitt 3.4.1.1). Um weiter zu
definieren, welche Verbindungen fiir die Hyphenrepression verantwortlich sind, wurde das
Pigment mittels einer quantitativen HPLC in einzelne Fraktionen aufgeteilt (Abbildung 3-50)
und diese auf ihre hyphenreprimierende Wirkung in serumhaltigem Medium getestet. In
Abbildung 3-51 sind typische Beispiele fiir die Hyphenbildung von C. albicans nach Zugabe
von verschiedenen Pigmentfraktionen gezeigt. Flir eine genauere Quantifizierung wurden
die Hyphenldngen nach 2 und 4 Stunden bestimmt und mit der Lange der C. albicans-
Hyphen aus der Kontrolle ohne Pigment verglichen.

Nach zwei Stunden Wachstum in hypheninduzierendem Medium waren erste signifikante
Unterschiede zu erkennen (Abbildung 3-52), besonders bei Fraktion V (54115%
Hyphenldnge der Kontrolle), aber auch bei den Fraktionen Il (76£28%) und IV (80£23%).

Deutlich ausgeprdgt waren die Unterschiede nach vier Stunden Wachstum. Mit Fraktion V

Kontrolle

Abbildung 3-51: Hyphenbildung von C. albicans mit verschiedenen HPLC-Fraktionen des Pigments (I-VIIl). Eine deutliche
Reduktion der Hyphenbildung nach vier Stunden Inkubation mit 10% Serum war nur in der Fraktion V zu erkennen. In
dieser Fraktion zeigten die Keimschldauche auch eine auffdllige Verdickung an ihrem Ende. Als Kontrolle diente Medium
ohne Pigment.
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Abbildung 3-52: Hyphenldngen von C. albicans in Serum nach Behandlung mit unterschiedlichen Fraktionen des
pigmenthaltigen Uberstands von C. glabrata. Dargestellt ist die Hyphenldnge nach 2 und 4 Stunden im Vergleich zu 2
Stunden pigmentfreiem Wachstum ("Kontrolle"). Nur in der Fraktion V zeigte sich eine starke Reduktion der Filamentlange.

behandelte Zellen erreichten nur 87% der Referenzlange (zwei Stunden Wachstum ohne
Pigment), beziehungsweise 38+7% der Kontrolle nach vier Stunden. Die hypheninhibierende
Aktivitat des Pigments war also in Fraktion V zu finden. Interessanterweise fand sich in der
HPLC der charakteristische Peak fiir Tryptophol in Fraktion II, also nicht in der
reprimierenden Fraktion. In dieser Fraktion befand sich also die bislang nicht charak-
terisierte Substanz, die neben Tryptophol fir die Repression der Hyphen von C. albicans

durch das Pigment verantwortlich ist.

3.5 Biologische Wirkung auf Wirtszellinteraktion

Nach den Effekten auf den mit C. glabrata gemeinsam auftretenden Pilz C. albicans wurde
auch die Wirkung auf Wirtszellen untersucht. Hierflir wurden in verschiedenen
Infektionsmodellen pigmentierte und nicht pigmentierte C. glabrata-Zellen eingesetzt, um

Hinweise auf eine mogliche Rolle des Pigments in der Pathogenese zu erhalten.

3.5.1 Schadigung von Epithelzellen durch pigmentierte C. glabrata

Obwohl C. glabrata in vivo schwere Infektionen verursachen kann, schadigt es im Gegensatz

zu C. albicans humane Epithelzellen in vitro kaum (Li & Dongari-Bagtzoglou, 2007). Um
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Abbildung 3-53: Schadigung von Epithelzellen durch C. glabrata nach verschiedenen Anzuchtbedingungen. Die Messung
der LDH-Aktivitat im Uberstand als MaR der Zellschidigung erfolgte nach 24 Stunden Koinkubation mit TR146-
Epithelzellen. Verglichen wurde jeweils mit der LDH-Aktivitdt nach vollstdndiger Lyse der Epithelzellen (100%). In
Tryptophan (Trp) angezogene, pigmentierte C. glabrata schadigten Epithelzellen signifikant starker als nicht pigmentierte.
Bei Anzucht von C. glabrata auf Phenylalanin (Phe) und einem Gemisch von Phenylalanin und Tryptophan (Phe/Trp), das zu
nahezu keiner Pigmentbildung fihrte, war eine sehr geringe Zellschadigung meRbar, mit Ammoniumsulfat (SD) und Arginin
als Stickstoffquelle war keine LDH-Freisetzung meRbar. Signifikanzniveaus * (p<0,05) und *** (p<0,001).

festzustellen, ob die Pigmentproduktion einen EinfluR auf die Schadigung von humanen
Epithelzellen hat, wurde ein Monolayer der Zellinie TR146 mit C. glabrata aus verschiedenen
Wachstumsbedingungen infiziert. Die Zellschddigung wurde dabei anhand der Aktivitat des
von zerstorten Zellen freigesetzten Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) gemessen
(Abbildung 3-53). Als Maximalwert (100%) dienten chemisch vollstandig lysierte
Epithelzellen.

Bei der Kontrolle, auf SD-Medium mit Ammoniumsulfat gewachsenen C. glabrata-Zellen,
zeigte sich keine meBbare Schadigung der Epithelzellen nach 24 Stunden (-0,5+3,4% LDH-
Aktivitat). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Daten von Li et al. nach Anzucht in
Vollmedium (Li & Dongari-Bagtzoglou, 2007). Dagegen lag die Schadigung bei
pigmentierten, auf tryptophanhaltigem Medium angezogenen Hefen bei 12,7+8,4% des
Maximalwerts — eine signifikante Steigerung (p=6-10"). Nichtpigmentierte C. glabrata-Zellen
waren nur zu sehr wenig Zellschadigung in der Lage, nach Anzucht auf Argininmedium
betrug die LDH-Aktivitat -2,3+3,3% (p=0,1) und auf Phenylalaninmedium 2,3%3,7% (p=0,02).
Auch nach Wachstum auf einem Gemisch aus Tryptophan und Phenylalanin (jeweils 7,5
mM), bei dem ebenfalls kein sichtbares Pigment gebildet wird, schadigte C. glabrata die
Epithelzellen nur schwach (2,0£2,2%) und nicht signifikant mehr als mit Phenylalanin allein
(p=0,8). Die Zellschadigung basiert also nicht allein auf dem Wachstum in Gegenwart von

Tryptophan, sondern scheint die Pigmentsynthese zu erfordern.
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3.5.2 Keine mefdsbare Wirkung im Eierinfektionsmodell

Um zu testen, inwieweit die erhohte Schadigung in vitro auch auf die Situation in vivo
zutrifft, wurden pigmentierte und nichtpigmentierte C. glabrata-Hefen in einem
Infektionsmodell getestet. Hierzu wurde ein neu etabliertes Eiermodell verwendet, in dem
Hiihnerembryonen in ovo mit dem Pilz infiziert werden und das Uberleben der Embryonen
bestimmt wird (l. Jacobsen, unverdéffentlichte Daten).

Ahnlich wie im Mausinfektionsmodell (Atkinson et al., 1995, Brieland et al., 2001, Kaur et
al., 2007) zeigt C. glabrata in diesem System eine sehr geringe Virulenz (l. Jacobsen,
unveroffentlichte Daten). Es sollte daher getestet werden, ob die Virulenz dhnlich wie beim
Epithelzellmodell (Abschnitt 3.5.1) durch Pigmentierung gesteigert werden kann. Fir den
Versuch wurden acht und zehn Tage alte Hihnerembryonen mit 10’ Hefen infiziert und
taglich auf Uberleben gepriift. Das Alter der Embryonen richtete sich dabei nach den
Erfahrungswerten bei C. albicans-Infektionen, die bei acht Tage alte Embryonen zu einem
schnelleren Absterben flihren als bei zehn Tage alten (vgl. Abbildung 3-54).

Zwischen den pigmentierten und den unpigmentierten C. glabrata-Zellen gab es keinen
meRbaren Unterschied im Uberleben der Hithnerembryonen (Abbildung 3-54). Das traf
sowohl auf mit Minimalmedium mit Arginin als auch auf mit Vollmedium angezogene Hefen
zu. Ebenso lield sich kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe, die mit reinem PBS

scheininfiziert wurde, und den C. glabrata-Infektionsgruppen feststellen. Zum Vergleich ist
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Abbildung 3-54: Uberlebende Hiihnerembryonen nach Infektion mit 10’ C. glabrata. Infektion von 8 bzw. 10 Tage alten
Embryonen mit C. glabrata-Zellen aus Vollmedium (YPD), Minimalmedium mit Arginin (Arg) und mit Tryptophan (Trp). Als
Kontrolle (K) diente PBS ohne Hefen, als Vergleich eine C. albicans-Infektion (mit 10° Zellen) aus einem anderen Versuch.
Die Infektion mit C. glabrata zeigte unter keiner Wachstumsbedingung einen signifikanten Unterschied zur PBS-Kontrolle.
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in Abbildung 3-54 auch der typische Verlauf einer C. albicans-Infektion in diesem Modell
dargestellt (I. Jacobsen, unveroffentlichte Daten). Trotz der hundertfach geringeren
Infektionsdosis starben dabei deutlich mehr Embryonen ab. Die Pigmentierung durch
Anzucht auf tryptophanhaltigem Medium flihrte also zu keiner erhéhten Virulenz im

embryonierten Hilhnereimodell der C. glabrata-Infektion.

3.5.3 Schutz von pigmentierten C. glabrata bei Koinkubation mit Neutrophilen

Der erhdhte Schutz vor Wasserstoffperoxid bei pigmentierten C. glabrata-Hefen (Abschnitt
3.3.1) deutete auf eine mogliche Schutzwirkung gegen die reaktiven Sauerstoffspezies der
Immuneffektorzellen hin. Deshalb wurden pigmentierte und nichtpigmentierte C. glabrata-
Zellen mit Immunzellen koinkubiert und das Uberleben der Pilze gemessen. Als Modell
wurden dabei aus menschlichem Blut isolierte polymorphonucledre Granulocyten gewahilt.
Diese bestehen zum groBten Teil (87% — (Fradin et al., 2005)) aus neutrophilen
Granulocyten und werden deshalb im weiteren kurz als Neutrophile bezeichnet.
Neutrophile phagocytieren C. glabrata wie C. albicans effektiv in vitro (Lyman & Walsh,
1994) und diese Aufnahme fiihrt in den Immunzellen zur Auslosung des oxidative bursts
(Kowanko et al., 1991) und so zum Abtéten der Pilzzellen.

Pigmentierte und nichtpigmentierte C. glabrata-Zellen wurden mit humanen Neutrophilen
aus Spenderblut inkubiert und danach als MaR fiir die Schadigung der Pilze die metabolische

Aktivitat der Hefezellen (iber eine XTT-abhdngige Messung quantifiziert. Als Kontrolle
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Abbildung 3-55: Neutrophile schadigten pigmentierte C. glabrata-Zellen weniger als nichtpigmentierte. Gemessen
wurde die Reduktion der metabolischen Aktivitdt nach einer Stunde Koinkubation mit Neutrophilen. Die Vorkultur
erfolgte auf Medium mit Arginin oder Tryptophan. Pigmentierte C. glabrata (Trp) wurden weniger geschadigt als
nichtpigmentierte (Arg). Kreise und Quadrata entsprechen einzelnen Versuchen, der Mittelwert ist als Linie eingetragen.
* Signifikant nach Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test mit Signifikanzniveau 0,05. n=6.
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dienten in neutrophilenfreiem Medium inkubierte C. glabrata. Nach einer einstiindigen
Koinkubation war bei den nichtpigmentierten Hefen die metabolische Aktivitdt bereits um
43+8% gesunken, wahrend es bei den pigmentierten, auf Tryptophan gewachsenen nur
291+11% waren (Abbildung 3-55). Dieser Unterschied im Vermoégen der Neutrophilen, die
Hefen effektiv zu schadigen, betrug damit fast ein Drittel. Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test ergab ein Signifikanzniveau von p=0,05 flir den Unterschied zwischen den beiden
Kulturbedingungen. Die Pigmentierung konnte also die Schadigung von Hefen durch

Neutrophile signifikant verringern.

4 Diskussion

Candida glabrata wird im allgemeinen als ein Pilz mit weilllichen bis cremefarbenen
Kolonien beschrieben (Odds, 1988). Zwar existieren die sogenannten brown- und dark
brown-Phanotypen, die als Auspragungen des switching-Systems von C. glabrata
beschrieben wurden (Lachke et al., 2000, Lachke et al., 2002) — dabei handelt es sich
allerdings nicht um ein Pigment, sondern um eine Braunfarbung, die auf der Reduzierung
von Kupfer auf kupfersulfathaltigen Testplatten basiert. Die dafiir notige erhohte Expression
von Metallothionin und anderen Genen des Kupferentgiftungssystems ist bereits gut
untersucht (Lachke et al., 2000, Srikantha et al., 2005). Analoges gilt fir die rosa-violette
Farbung von C. glabrata-Kolonien auf CHROMagar Candida, die durch Zusatz von
chromogenen Substanzen ausgelost wird und als wichtiges diagnostisches Werkzeug
eingesetzt wird (Odds & Bernaerts, 1994). Eine Pigmentbildung, die nicht auf solchen
chromogenen Substraten basiert, sondern auf der Umsetzung der Aminosaure Tryptophan,
wurde erstmals von Mayser et al. beschrieben (Mayser et al., 2007). Das Pigment findet sich
nach der Synthese sowohl im Kulturiiberstand als mit den Hefezellen assoziiert.

Der Weg der Pigmentsynthese von C. glabrata war bei Beginn dieser Arbeit vollig
unbekannt. Das tryptophanabhdngige Pigment wurde zwar zuvor als strukturell dhnlich zu
dem Pigment von M. furfur beschrieben (Mayser et al., 2007), der Biosyntheseweg oder die
Funktion des Pigments konnte aber bis dato weder fur M. furfur noch fur C. glabrata

entschllsselt werden.
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In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb versucht werden, die Biosynthese des Pigments zu
charakterisieren und lber den Einsatz von Transkriptionsanalysen und einer Mutantenbank
molekularbiologisch zu analysieren. Uber gezielte Deletionsmutanten sollten die
identifizierten Gene weiter charakterisiert werden und moégliche Hinweise auf die

biologische Funktion der Pigmentsynthese gewonnen werden.

4.1  Bedingungen der Pigmentsynthese

Zuerst galt es, die Bedingungen zu charakterisieren, unter denen das Pigment gebildet wird.
Die Experimente in Abschnitt 3.1 zeigen, dass die Biosynthese von diversen Faktoren
beeinflult wird. Hier werden diese Faktoren noch einmal zusammengefaldt, bevor sie im
weiteren zusammen mit den molekularbiologischen Erkenntnissen zur Synthese diskutiert
werden.

Dass die Anwesenheit von Tryptophan eine absolute Notwendigkeit darstellt, haben zuvor
die Experimente von Mayser et al. an M. furfur und C. glabrata gezeigt (Mayser et al., 1998,
Mayser et al., 2007). Bei C. glabrata wird das Pigment schon mit Konzentrationen von ca. 1
mM Tryptophan in halbmaximaler Menge gebildet (Abschnitt 3.1.7). Dieser Wert ist
vergleichbar mit den Mengen, die bei M. furfur benétigt werden (Mayser et al., 1998).

Die Bildung des Pigments erfolgt dabei zweistufig. Die erste Stufe verldauft parallel zum
Wachstum in geeignetem Induktionsmedium mit Tryptophan (Abschnitt 3.1.1). Die zweite
Stufe findet auch unabhangig von der Anwesenheit der Hefen innerhalb mehrerer Stunden
im Uberstand statt, erfordert aber Sauerstoff (Abschnitt 3.1.2).

Die inhibierende Wirkung von anderen Stickstoffquellen, die zusatzlich zum Tryptophan zum
Induktionsmedium gegeben werden, ist fir M. furfur nur teilweise untersucht (Mayser et
al., 1998) und konnte hier fir die proteinogenen Aminosauren fiir C. glabrata ausfiihrlicher
beschrieben werden. Alle alternativen Stickstoffquellen reduzieren die Pigmentbildung von
einer nahezu vollstandigen Inhibition (durch Ammoniumsulfat oder Arginin) bis zu einer nur
geringen Hemmung, beispielsweise durch Tyrosin (Abschnitt 3.1.3). Es lieR sich dabei aber
kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Minderung der Pigmentbildung und der Art
der Aminosadure — aromatisch, polar, apolar — oder auch der Wachstumsrate von C. glabrata

mit dieser Aminosaure finden.
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Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Anwesenheit von Glukose, da mit alternativen nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Acetat oder Glycerin die Pigmentbildung stark
reduziert ist (Abschnitt 3.1.6). Wachstum selbst spielt dabei keine Rolle, auch auxotrophe
Mutanten, die in dem pigmentinduzierenden Medium nicht wachsen konnten, produzierten
die maximale Menge Pigment (Abschnitt 3.1.5).

Interessanterweise wird die Synthese des Pigments auch durch eine hohe initiale Zelldichte
reduziert. Wird das Induktionsmedium mit groBen Zellzahlen beimpft, findet sich nach der
Inkubationszeit weniger Pigment im Uberstand. Das scheint im Gegensatz zu M. furfur zu
stehen, bei dem das Pigment auch mit hohen Animpfdichten gebildet wird (Hort et al.,
2008a). Zwei Erklarungen kommen fur die Inhibition in Betracht: Durch die hohe Zelldichte
konnte die Glukose oder das Tryptophan im Medium schnell verbraucht und somit die
weitere Pigmentsynthese unterdriickt worden sein. Alternativ konnte die Synthese des
Pigments auch durch einen Quorum-sensing-Effekt behindert werden. Der umgekehrte Fall,
die Aktivierung von Pigmentbildung durch Quorum sensing, ist beispielsweise bei
gramnegativen Bakterien der Gattung Serratia (Thomson et al., 2000) oder dem
phytophathogenen Enterobakterium Brenneria rubrifaciens (McClean & Kluepfel, 2009)
bekannt. Auch bei Pilzen beeinfluBt Quorum sensing wichtige physiologische und
morphologische Prozesse. Ein bekanntes Beispiel ist die Hyphenbildung von C. albicans, die
durch hohe Zelldichten unterbunden werden kann (Odds, 1988, Hornby et al., 2001), und

auf die in Abschnitt 4.4.2 weiter eingegangen wird.

4.2  Modell der Pigmentsynthese

Die Ergebnisse dieser Arbeit erlauben es, ein erstes Modell der Pigmentsynthese des
Ascomyceten C. glabrata zu entwerfen. Dieses Modell steht im Einklang mit jlingsten
Ergebnissen bei den Basidiomyceten M. furfur (Hort et al., 2008b) und Ustilago maydis
(Zuther et al., 2008), die beide strukturell sehr &hnliche Pigmente synthetisieren.
Zusammen konnen diese Daten dazu beitragen, die offensichtlich weit verbreitete und
konservierte Pigmentsynthese in Gegenwart von Tryptophan zu erhellen.

Der Stoffwechselweg des Pigments bei C. glabrata und M. furfur war zu Beginn dieser Arbeit
vollig unbekannt. Friihere Versuche, die an der Pigmentsynthese beteiligten Gene bei

M. furfur Gber einen cDNA-Subtraktionsansatz zu finden, fihrten zwar zu einer Liste mit
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moglicherweise beteiligten Proteinen (Brunke, 2004, Hort et al., 2008a), jedoch sind bei
diesem Pilz die flir den weiteren Nachweis notigen molekularbiologischen Methoden nicht
verfligbar (Brunke & Hube, 2006, Hort et al., 2008b). Im Gegensatz dazu bot sich C. glabrata
als Modellorganismus zur Erforschung der Pigmentsynthese an, da dieser Pilz eng mit der
Backerhefe verwandt ist, wodurch sowohl viele molekularbiologische Methoden als auch
die weitreichende Annotation des Hefegenoms (SGD project) genutzt werden konnte.
Zusatzlich ist auch das Genom von C. glabrata selbst bereits sequenziert und zu grolRen

Teilen annotiert (Dujon et al., 2004, Sherman et al., 2009).

4.2.1 Technische Aspekte

Fir die Analyse des Synthesewegs wurden zwei unabhadngige Verfahren eingesetzt. Zum
einen war dies die Durchmusterung einer Bibliothek von zufdlligen Insertionsmutanten
(Castaio et al., 2003) mit einem einfachen Ausleseparameter — der Bildung von Pigment auf
induzierendem Medium. Solche Mutantenbanken wurden mit jeweils anderen
Fragestellungen bei C. glabrata (De Las Penas et al., 2003, Kaur et al., 2004, Tsai et al., 2004)
und anderen Pilzen (de Jesus Ferreira et al., 2001, Suzuki et al., 2003, Lopez-Berges et al.,
2009) bereits mehrfach erfolgreich angewandt. Auch in dieser Arbeit konnten verschiedene
Insertionsmutanten gefunden werden, die einen relevanten Phanotyp zeigten.

Etwa jede 120. getestete Mutante (insgesamt 140) konnte auf Tryptophan als einziger Stick-
stoffquelle nicht wachsen. Bei S. cerevisiae sind etwa 60 Gene im Genom vorhanden, die fir
die verschiedenen Aminosaureprototrophien (ausgenommen Tryptophan) — und somit fir
das Wachstum auf dem Testmedium — notwendig sind (SGD project). Wenn man diese Zahl
auf die derzeit bekannten 5202 Gene von C. glabrata (Sherman et al., 2009) bezieht, ware
eine Rate von einer auxotrophen Mutante in etwa 90 Klonen zu erwarten gewesen, oder
insgesamt 190 statt der gefundenen 140 Mutanten. Die geringe Abweichung deutet darauf
hin, dass die untersuchten Insertionsmutanten zufallig verteilt waren. Dies steht im Einklang
mit der Beschreibung durch die Ersteller dieser Bank (Castafio et al., 2003).

Ein Problem bei der Verwendung der Transposonbank flir die Fragestellung dieser Arbeit
wird deutlich, wenn man die tatsachlich an der Pigmentsynthese involvierten Gene
betrachtet. Die gezielt hergestellte Mutante aro8A zeigte eine deutliche Verringerung der

Pigmentproduktion (Abschnitt 3.2.4.3). Eine Mutante mit einer Transposoninsertion im
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korrespondierenden Gen wurde aber nicht in der Mutantenbibliothek gefunden. Der Grund
ist sehr wahrscheinlich, dass diese Mutante mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle
nicht wachsen kann und eine solche Vermischung von primaren Metabolismus und

Pigmentierung nicht im Verfahren bericksichtigt wurde.

4.2.2 Die Rolle von Aro8

Zwei unabhangige Befunde aus den beiden verwendeten Screening-Systemen deuteten auf
eine Schllsselrolle von Aro8 und fiihrten zu der Entscheidung, eine Deletionsmutante aro8A
herzustellen. Zum einen wurde mit der Mutantenbibliothek ein Gen (ARO10) gefunden,
dessen Homolog bei S. cerevisiae in der Aminosauregarung involviert ist. Die Deletion dieses
Gens flhrte zu einem hyperpigmentierten Phanotyp (Abschnitte 3.2.2.1 & 3.2.4.1.1). Im
metabolischen Weg der Aminosduregarung liegen die beiden Aminotransferasen Aro8 und
Aro9 direkt stromaufwarts von Arol0 (Abschnitt 1.5). Sie katalysieren in parallelen
Reaktionen (Kradolfer et al., 1982, Iraqui et al., 1998) den einzigen Schritt vom Tryptophan
zum Zwischenprodukt Indol-3-pyruvat, das danach von Aro10 decarboxyliert wird (Vuralhan
et al., 2005). Die Anreicherung des Pigments bei Deletion von ARO10 deutete darauf hin,
dass in dieser ersten Reaktion eine Vorstufe des Pigments entsteht und Aro8 und Aro9
somit moglicherweise an der Pigmentsynthese direkt beteiligt sind.

Im zweiten wichtigen Ansatz zur Aufklarung des Pigmentsynthesewegs, der
Transkriptionsanalyse einer pigmentbildenden Kultur (Abschnitt 3.2.3), gehérten ARO8 und
ARO10 zu den am starksten heraufregulierten Genen wahrend der Pigmentbildung. Im
Gesamtbild zeigte sich, dass die groRten transkriptionellen Unterschiede bei der Nutzung
von Tryptophan im Vergleich zu Arginin wieder die Gene der Aminosduregarung betrafen.
Aus diesen beiden Grinden wurden sowohl AROS8 als auch ARO9, das kaum Regulation

durch das Tryptophanangebot zeigte, jeweils (iber homologe Rekombination deletiert.

4.2.2.1 Vergleich mit S. cerevisiae - Nomenklatur

Fiir die Deletionen muBten die C. glabrata-Homologe der bei S. cerevisiae an der
Aminosduregarung beteiligten Gene bestimmt werden. Das Gen CAGLOG01254g zeigte zu

dem S. cerevisiae-Gen ARO8 (SCAROS) die groRte Ahnlichkeit auf Proteinsequenzebene (vgl.
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Abschnitt 3.2.4.3). Deswegen wurde, auch der Annotation in der Génolevures-Datenbank
(Sherman et al., 2009) folgend, der Hefegenname fiir C. glabrata Gbernommen. Tatsachlich
entspricht die enzymatische Funktion, die Aminotransferaseaktivitat mit Tryptophan als
Donor, dem ersten Schritt des Tryptophanabbaus.

Gegen die Zuordnung zu ScAROS8 sprechen allerdings mehrere Tatsachen. Zum einen zeigt
ScAro8 eine sehr viel geringere Aktivitat mit Tryptophan als Substrat (K,, = 6 mM) als mit
Phenylalanin oder Tyrosin (K, = 0,3 mM) (Kradolfer et al., 1982). Es wurde deshalb
spekuliert, dass statt ScAro8 die zweite Aminotransferase, ScAro9 (K., = 0,2-0,4 mM fur
Tryptophan), hauptsachlich am Abbau von Tryptophan beteiligt ist (Kradolfer et al., 1982,
Iraqui et al.,, 1999). Im Gegensatz dazu hat die C. glabrata-Deletionsmutante von
CAGLOG01254g (aro8A) einen signifikanten Wachstumsdefekt in Tryptophan (Abschnitt
3.2.4.3), die als aro9A bezeichnete jedoch nur eine leichte Wachtumsreduktion (Abschnitt
3.2.5).

Weiterhin zeigte sich in den Transkriptionsprofilen unter pigmentinduzierenden
Bedingungen eine starke Induktion von CAGLOG01254g (aro8A, Abschnitt 3.2.3.2), was nicht
dem Verhalten von ScAROS8 bei S. cerevisiae entspricht. Dort wird SCARO9 durch die
Anwesenheit von aromatischen Aminosduren und Uber den Transkriptionsfaktor ScAro80
induziert (lraqui et al.,, 1999), wahrend ScARO8 nur der generellen Regulation der
Aminosauresynthese unterliegt und von Tryptophan nicht induziert werden kann (lraqui et
al., 1998, Godard et al., 2007). Die Transkriptionsregulation von CAGL0G01254g in
Tryptophan dhnelt also mehr SCARO9 als SCAROS.

Interessanterweise ist auch die Syntenie der Gene zwischen S. cerevisiae und C. glabrata bei
ARO8 unterbrochen. Zusammen mit dem KEX1-Homolog CAGLOG01232 findet es sich auf
Chromosom 7 von C. glabrata, zwischen zwei Bereichen, die den S. cerevisiae-
Chromosomen 12 und 14 entsprechen (Byrne & Wolfe, 2005). Diese Unterschiede im
chromosomalen Arrangement konnten die unterschiedliche Regulation erkldaren. Das
C. glabrata-Gen AROS8 dhnelt funktional also mehr dem Hefegen ScARO9, die Nomenklatur
der Génolevures-Datenbank wurde in dieser Arbeit aus Griinden der Vergleichbarkeit aber

trotzdem beibehalten.



Diskussion

4.2.2.2 Katabolische Funktion fiir aromatische Aminosduren

Beide Deletionsmutanten (aro8A und aro9A) zeigten auf Vollmedium, aber auch auf
Ammoniumsulfat, keinen signifikanten Wachstumsdefekt. Dies entspricht dem Phanotyp
der S. cerevisiae-Mutanten der homologen Gene: beim Ausfall der Aminotransferase |, die
auch den letzten Schritt der Phenylalanin- und Tyrosinbiosynthese katalysiert (Kradolfer et
al.,, 1982), kann die Aminotransferase Il (ScAro9) diese Funktion ebenso tibernehmen und
die Auxotrophien verhindern (lraqui et al., 1998, Iraqui et al., 1999). Das zeigt sich auch
daran, dass beide Mutanten mit fast allen getesteten Aminosauren nahezu identische
Wachstumsraten zeigten. Die Unterschiede traten erwartungsgemaR bei der Verwendung
von aromatischen Aminosauren auf. Wahrend die Deletion von ARO9 zu einem geringen
Wachstumsdefekt besonders mit Tryptophan fihrte, wuchs aro8A auf Tryptophan gar nicht
mehr und auf Tyrosin und Phenylalanin nur noch extrem langsam (Abschnitt 3.2.4.3). Auch
das steht (mit Einschrankungen, vgl. Abschnitt 4.2.2.1) im Einklang mit den Ergebnissen von
S. cerevisiae, wo die Deletion der Aminotransferase | als hauptsachlich anabolisches Enzym
kaum EinfluB auf das Wachstum auf aromatischen Aminosauren hat (Urrestarazu et al.,
1998), die Deletion der Aminotransferase Il aber das Wachstum auf Tryptophan komplett
unterdriickt (lraqui et al., 1999). Aro8 ist also bei C. glabrata die wichtigste
Aminotransferase flir das Wachstum mit aromatischen Aminosduren als Stickstoffquelle
(Abbildung 4-1). Dafiir spricht auch die Aminotransferaseaktivitat, die mit Tryptophan als
Aminogruppendonor und oa-Ketoglutarat als Aminogruppenakzeptor bei dem heterolog
exprimierten Protein Aro8 meRbar war. Die Funktion von Aro8 als aromatische

Aminotransferase von C. glabrata ist damit nachgewiesen.

4.2.2.3 Histidin als mogliches Substrat fiir Aro8

Interessanterweise zeigte sich bei aro8A auch ein sehr starker Wachstumsdefekt mit
Histidin als einziger Stickstoffquelle, der bei aro9A und aro10A nicht auftrat. Das sprach fir
eine Aktivitat von Aro8 mit Histidin. Allerdings konnte flir das homologe Protein bei der
Bickerhefe in vitro gezeigt werden, dass mit Histidin als Donor keine
Aminotransferaseaktivitdit meRbar ist, auch in der relativ hohen und in dieser Arbeit
verwendeten Konzentration von 10 mM (Urrestarazu et al., 1998). Es stellte sich also die

Frage, wie der Mutantenphanotyp zu erkldren ist.
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Der Abbau von Histidin erfolgt unter anderem bei Bakterien (Consevage & Phillips, 1990,
Wu et al., 1992), Saugern (Taylor et al., 1990, Suchi et al., 1995) und einigen Pilzen
(Polkinghorne & Hynes, 1982) uber eine Histidin-Ammonium-Lyase (auch Histidase,
EC4.3.1.3). Eine insilico-Suche zeigte, dass weder S. cerevisiae noch C. glabrata ein
Homolog zu diesem Gen besitzen (Abschnitt 3.2.4.3) und somit theoretisch auch keine
Histidase-Aktivitat. Tatsachlich wachst die Backerhefe im Gegensatz zu C. glabrata nicht auf
einem Medium, dem als einzige Stickstoffquelle Histidin zugesetzt wurde (Abschnitt 3.2.5).
Eine mogliche Erklarung ist, dass die aromatische Aminotransferase bei C. glabrata im
Gegensatz zu S. cerevisiae auch Histidin als Aminogruppendonor akzeptiert und somit das
Wachstum erlaubt (Abbildung 4-1). Tatsadchlich konnte bei einigen Bakterien eine
Aminotransferasereaktion mit einer sehr hohen K., auch fiir Histidin gezeigt werden. Ein
Beispiel ist die Klebsiella aerogenes-Aminotransferase |, deren K, fir die Transferreaktion
von Histidin auf 2-Oxoglutarat bei 70 mM liegt (Paris & Magasanik, 1981). Moéglicherweise
hat das C. glabrata-Enzym also eine geringere K,,, die vergleichsweise gutes Wachstum in
10 mM Histidin erlaubt. Die weitere Reaktion erfolgt dann wahrscheinlich nicht Gber ARO10,
denn im Gegensatz zu den Aro8-Substraten zeigt die aro10A-Mutante mit Histidin keine
Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit. Auch ist weder bei Bakterien noch bei
Eukaryoten eine solche Reaktion beschrieben, bei E. coli wird es stattdessen zu Imidazol-
Laktat reduziert.

Die groRere metabolische Flexibilitdt von C. glabrata im Vergleich mit S. cerevisiae
(C. glabrata wachst auf 18 von 20 proteinogenen Aminosauren) kdnnte eine Anpassung an
die Bedingungen an den Wirt sein, wie es beispielsweise auch bei der Nutzung von
zusatzlichen Kohlenstoffquellen durch pathogene E. coli-Stamme (Fabich et al., 2008) oder
bei der Flexibilitat in Bezug auf Stickstoffquellen bei A. nidulans (Krappmann & Braus, 2005)
vorgeschlagen wurde. In jlingster Zeit wird der metabolischen Flexibilitdt von Pilzen im
Infektionsprozess eine immer groRere Relevanz zugeschrieben (Brock, 2009). Auch
C. glabrata dirfte im Wirt auf die Nutzung moglichst vieler, auch suboptimaler
Stickstoffquellen angewiesen sein, und Aro8 koénnte so auch in dieser Beziehung eine

wichtige Rolle in der Wirt-Pathogen-Interaktion spielen.
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4.2.2.4 Pigmentbildung durch Aro8

Der fiur diese Arbeit wohl wichtigste Phanotyp einer Mutante im Vergleich zum Wildtyp war
aber die stark reduzierte Pigmentbildung der Deletionsmutante von AROS8. Im (blichen
Induktionsmedium mit Tryptophan als einziger Stickstoffquelle konnte die Mutante zwar
nicht wachsen, sie bildete aber auch fast kein Pigment aus, obwohl hierfir Wachstum per se
nicht notig ist, wie Experimente mit der ebenfalls nicht in diesem Medium wachsenden
his3A-Mutante gezeigt haben (Abschnitt 3.1.5). In Mischungen, die neben Tryptophan noch
weitere Stickstoffquellen enthalten, zeigte sich trotz Wachstums eine sehr starke Reduktion
der Pigmentbildung bei dieser Mutante (Abschnitt 3.2.4.3). Zusammen zeigte das, dass das
Wachstum auf Tryptophan und die Bildung des Pigments lber dieses Gen gekoppelt ist. Der
Nachweis fir diese wegen der Homologie zu S. cerevisiae und den Wachstumsdefekten von
aro8A vermutete Transaminierungsreaktion erfolgte tGber die rekombinante Expression von
Aro8 in E. coli. Hier zeigte sich, dall das Enzym Aro8 alleine ausreichend ist, um aus
L-Tryptophan das Pigment zu generieren (Abbildung 4-1).

Trotzdem kommt die Pigmentsynthese auch in der Deletionsmutante nicht vollig zum
Erliegen und erreicht in Induktionsmedium nach drei Tagen immer noch 20-25% des

Wildtypniveaus (Abschnitt 3.2.4.3). Als Erklarung hierfir bietet sich an, dass Aro9 als parallel
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Abbildung 4-1: Vorgeschlagene Funktionen fiir Aro8, Aro9 und Arol0 bei C. glabrata. Aro8 ist die wichtigste
Aminotransferase fiir den Katabolismus von Histidin, Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan. Die Aminogruppe wird auf
einen Akzeptor (Glutamat und andere) lbertragen und dem Stickstoffmetabolismus zugefiihrt (NH;). Aus Indolpyruvat
entsteht Giber mehrere Schritte das Pigment, wahrend Arol0 die Ketosduren decarboxyliert und so in Fuselaldehyde
Uberfihrt. Basierend auf (Hazelwood et al., 2008) und (SGD project), modifiziert fir C. glabrata nach Ergebnissen dieser
Arbeit.
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agierende aromatische Aminotransferase ebenfalls Tryptophan als Substrat verwenden
kann, jedoch mit einer deutlich hoheren K., (bei S. cerevisiae 6 mM statt 0,2-0,4 mM, siehe
Abschnitt 4.2.2.1) und somit einer geringeren Umsatzrate. Um dies zu Uberpriifen, miRte
eine Doppelmutante beider aromatischen Aminotransferasen hergestellt werden. Das
wurde zwar im Verlauf dieser Arbeit versucht, allerdings ohne Erfolg. Theoretisch sollte die
Herstellung einer Doppelmutante moglich sein, da wenigstens bei S. cerevisiae eine solche
Mutante auf entsprechenden Medien lebensfahig ist (Urrestarazu et al., 1998).

Die weiteren Schritte auf dem Weg der Pigmentbildung kénnen ohne Beteiligung von
zusatzlichen Enzymen ablaufen (Abschnitt 3.2.6). Auch bei dem Basidiomyceten U. maydis,
wo ein sehr dhnliches Pigment gebildet wird, wurde parallel zu dieser Arbeit gezeigt, dass
eine einzige Aminotransferase fiir die Pigmentierung ausreicht (Zuther et al., 2008). Damit

ware Aro8 ausreichend und notwendig fur die effektive Synthese des Pigments in C. glarata.

4.2.3 Die Rolle von Aro10

Auch die Phenylpyruvatdecarboxylase Aro10 ist Teil der Aminosduregarung. In Medium mit
Tryptophan als Stickstoffquelle gehorte das entsprechende C. glabrata-Homolog zu den am
starksten heraufregulierten Genen (Abschnitt 3.2.3.2). Die Deletionsmutante zeigte
allerdings im Vergleich zu aro8A nur einen sehr geringen Wachstumsdefekt, wenn
aromatische Aminosaduren als einzige Stickstoffquelle angeboten wurden. Mit allen anderen
getesteten Stickstoffquellen war das Wachstum dagegen dem Wildtyp vergleichbar
(Abschnitt 3.2.5). Alle Medien enthielten neben Aminosduren auch die Kohlenstoffquelle
Glukose, wodurch fir das Wachstum nur die Verfligbarkeit des Stickstoffs aus den
Aminosduren limitierend sein sollte. Aro10 folgt im Katabolismus aber erst auf die von Aro8
und Aro9 katalysierte Aminostransferasereaktion (Vuralhan et al., 2005), und eine Deletion
von ARO10 sollte somit die Stickstoffaufnahme nicht behindern.

Die trotzdem vorhandene Reduktion der Wachstumsrate in Medium mit aromatischen
Aminosduren laRt sich somit wahrscheinlich auf eine Anreicherung der desaminierten
Zwischenprodukte zurlckfihren. Allerdings existieren in C. glabrata, wie der
Sequenzvergleich zeigt (Abschnitt 3.2.3.2), Homologe zu den alternativen Decarboxylasen

von S. cerevisiae. Diese konnen wahrscheinlich die Funktion von Aro10 auch in der Mutante
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teilweise lbernehmen, wie es fir Hefe bereits gezeigt wurde (Dickinson et al., 2003,
Vuralhan et al., 2003), und so das (verlangsamte) Wachstum ermaoglichen.

Ein weiteres Indiz dafiir, dass das C. glabrata-Gen ARO10 tatsachlich die Funktion der
wichtigsten Decarboxylase beim Tryptophanabbau austibt, ist die Tatsache, dass bei der
Mutante die Produktion von Tryptophol stark reduziert ist (Abschnitt 3.4.1.1). Tryptophol
entsteht als Endprodukt der Aminosauregarung von Tryptophan durch Oxidation des
decarobxylierten Indolacetaldehyds (Dickinson et al., 2003, Hazelwood et al., 2008). Die
Verringerung im Uberstand der arol10A-Mutante zeigt also einen wahrscheinlichen Defekt in

der Aminosauregarung an, der nur teilweise durch alternative Routen ausgeglichen wird.

Die Pigmentierung der Deletionsmutante aro10A war ungewohnlicherweise im Vergleich
zum Wildtyp stark erhoht (Abschnitt 3.2.4.1). Als Erklarung dafiir bietet sich an, dass Aro10
unter normalen Umstanden den Abbau eines Zwischenproduktes katalysiert, das in
Abwesenheit dieses Enzyms auf einem alternativen Weg zum vollstandigen Pigment
weiterreagiert (Abbildung 4-1). Zusammen mit den Ergebnissen der aro8A-Mutante
erscheint Indol-3-pyruvat als Zwischenprodukt am wahrscheinlichsten, das durch Aro8
gebildet und von Arol10 weitermetabolisiert wird (Abbildung 4-1). Das Indolpyruvat reagiert
dabei schon ohne Einwirkung von Sauerstoff zu einem oder mehreren weiteren
Vorliduferprodukten, denn reines Indolpyruvat konnte in dem Uberstand von sauerstofffrei
anzogenen C. glabrata-Kulturen nicht nachgewiesen werden. Das steht auch in guter
Ubereinstimmung mit einem der vorgeschlagenen Reaktionswege bei U. maydis (Zuther et
al., 2008), bei dem Indolpyruvat mit Tryptophan zu einem Zwischenprodukt reagiert, dessen

weitere Umsetzung Sauerstoff erfordert.

4.2.4 Weitere relevante Proteine

Neben den Genen der Aminosduregdrung wurden noch weitere Gene unter den
pigmentinduzierenden Bedingungen heraufreguliert (Abschnitt 3.2.3.2). Es ist moglich, dass
darunter einige flir weitere pigmentierungsrelevante Proteine kodieren. Im folgenden
werden diese Gene, deren Produkte und ihre mogliche Relevanz fiir die Pigmentbildung bei

C. glabrata diskutiert.
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Das Protein Pdrl2 ist bei S. cerevisiae an der Resistenz gegen schwache organische Sauren
wie Benzoat oder Sorbat beteiligt, indem es als ABC-Transporter diese Verbindungen (iber
die Zellmembran exportiert (Piper et al., 1998). Auch fiir endogene organische Sauren, wie
sie in Form von Fuselsauren als alternatives Endprodukt der Aminsoduregarung anfallen,
wird eine Rolle von Pdr12 diskutiert: eine PDR12-Deletionsmutante ist hypersensitiv gegen
diverse zugefligte Fuselsdauren, aber nicht gegen die korrespondierenden Fuselalkohole
(Hazelwood et al., 2006). Neben Sauren kann Pdrl2 auch weitere Substanzen wie
Fluorescein exportieren (Holyoak et al., 1999).

Bei Wachstum mit Tryptophan als Stickstoffquelle ist PDR12 in C. glabrata deutlich starker
exprimiert als mit Arginin (Abschnitt 3.2.3.2) — nach acht Stunden 5,7x und nach 24 Stunden
25x stirker als die Vorkultur, wihrend sich in Arginin-Medium keinerlei Anderung zeigt.
Moglicherweise deutet diese Transkription also auf den zunehmenden Export von
Fuselsauren hin, die neben dem Tryptophol aus der Aminosauregarung hervorgehen. Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, dass sich das Substratspektrum von Pdr12 auch auf die
Zwischenprodukte der Pigmentsynthese (also die organische Sdure Indolpyruvat oder ein
Derivat davon) erstreckt und Pdr12 somit auch fir den Export des Pigmentvorlaufers in das
Medium verantwortlich ist. Dies liele sich nur durch eine Deletionsmutante in C. glabrata

nachweisen, die in dieser Arbeit nicht zur Verfligung stand.

Die Mutanten der Gene GID8, VID24, VID30 und FYV10 zeigten eine reduzierte
Pigmentbildung in der Transposoninsertionsbibliothek. Zudem war VID24 unter den am
starksten wahrend der Pigmentbildung heraufregulierten Gene zu finden.
Interessanterweise handelt es sich bei den Produkten der vier genannten Gene samtlich um
Komponenten eines bekannten Komplexes von neun Proteinen in S. cerevisiae, dem
vakuoldren Import- und Degradations-(VID-)Komplex (Regelmann et al., 2003, Santt et al.,
2008). Die am besten beschriebene Funktion dieses Komplexes ist die Ubiquitinierung und
somit der proteasomale Abbau der Fructose-1,6-Bisphosphatase nach einem Wechsel in
glucosehaltiges Medium, um so die Gluconeogenese zu stoppen (Schork et al., 1995,
Regelmann et al.,, 2003). Die meisten der genannten Proteine sind auch in einer
alternativen, vakuoldaren Abbauroute beteiligt, die aber eine &dhnliche Funktion erfillt

(Hoffman & Chiang, 1996, Regelmann et al., 2003). Die hohe Anreicherung von Proteinen in
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diesem Komplex, deren Disruption die Pigmentbildung reduziert, deutet sehr stark auf eine
Verbindung zur Pigmentsynthese hin. Welcher Natur kann diese Verbindung sein?

Tatsachlich ist nicht nur die Fructose-1,6-Bisphosphatase von dieser posttranslationalen
Regulation Uber Degradation betroffen. Auch andere Proteine, wie der Hexose-Transporter
Hxt7 (Snowdon et al., 2008) werden (ber diesen Komplex reguliert, ebenso sind Teile des
Komplexes fiir die Steuerung der Transkription von stickstoffregulierten Genen nétig (van
der Merwe et al., 2001). Daher wird mittlerweile eine allgemeinere Funktion des VID-
Komplexes bei der Antwort auf sich verdandernde Kohlenstoff- und Stickstoffangebot
angenommen (Snowdon et al., 2008). Die wahrscheinlichste Erklarung fiir die beobachtete
verringerte Pigmentsynthese ist also eine fehlende Anpassung der Mutanten entweder auf
das Vorhandensein von Glucose, die fiir die Pigmentbildung notig ist, oder auf die
Anwesenheit der Stickstoffquelle Tryptophan. Der Vid-Komplex kann somit eine wichtige

Rolle bei der Regulation der Pigmentsynthese spielen.

4.2.5 Regulation der Pigmentsynthese

Mindestens drei wichtige Faktoren missen zusammenkommen, damit C. glabrata tiber Aro8
effektiv Pigment produziert. Es mull Tryptophan vorhanden sein, es dirfen keine
alternativen Stickstoffquellen im Medium existieren, und als Kohlenstoffquelle muf§ Glucose
(oder moglicherweise andere gut verwertbare Verbindungen) angeboten werden. Die
Notwendigkeit von Tryptophan ergibt sich aus dem vorgeschlagenen Syntheseweg, in dem
der Indolkorper direkt fir die Verbindungen des Pigments verwendet wird. Die
Unterdrickung der Pigmentsynthese in Gegenwart von anderen Stickstoffquellen und mit
alternativen Kohlenstoffquellen 14R8t sich aber nicht ohne weiteres aus diesem Modell
herleiten. Die Regulation der Pigmentierung unter diesen Bedingungen soll deshalb im

weiteren naher betrachtet werden.

4.2.5.1 Die Rolle der Kohlenstoffquelle

Eine Moglichkeit zur Reduktion der Pigmentsynthese besteht in der Aktivitdt von Aro10, das
das Zwischenprodukt Indolpyruvat zu Tryptophol umsetzt — wie die stark erhohte

Produktion von Pigment in der ARO10-Deletionsmutante zeigt. Interessanterweise wurde
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bei S. cerevisiae sowohl eine transkriptionelle Steuerung (lraqui et al., 1999) als auch eine
posttranskriptionelle (Vuralhan et al., 2005) fiir ARO10 gezeigt. Wahrend die Transkription
von ScARO10 in Anwesenheit von aromatischen Aminosauren hochreguliert wird, konnten
Vuralhan etal. in S. cerevisioge auch in einer ScArol0-Uberexpressionsmutante keine
Decarboxylaseaktivitdit messen, wenn Glucose als Kohlenstoffquelle verwendet wurde
(Vuralhan et al.,, 2005). Mit Ethanol dagegen war die Aktivitdit vorhanden. Somit haben
sowohl Stickstoff- als auch Kohlenstoffquelle einen wichtigen EinfluR auf die tatsachliche
Aktivitat von ScArol0 (Vuralhan et al., 2005). Da die Ursache fir die posttranskriptionelle
Regulation noch unbekannt ist, kann man (iber eine mogliche Rolle des VID-Komplexes
spekulieren. In diesem Fall wirde Arol0 in Gegenwart von Glucose proteasomal oder
vakuoldr abgebaut und stiinde somit nicht zur Verfigung (vgl. Abschnitt 4.2.4). Weitere
Versuche, insbesondere die Herstellung von Dopppelmutanten der VID-beteiligten Gene
und ARO10, sollten dariiber Aufschlul® geben kdnnen.

Eine solche posttranskriptionelle Regulation kénnte teilweise die Unterschiede in der
Pigmentierung mit verschiedenen Kohlenstoffquellen erklaren. So ware nach diesem Modell
in Glucose und Tryptophan zwar eine hohe Transkription von ARO10 zu beobachten, aber
kaum aktives Protein vorhanden, die Pigmentbildung kdnnte also stattfinden. Auch in
Glycerin, Acetat und Ethanol wiirde die ARO10-Transkription durch Tryptophan induziert,
aber das Protein wadre dort aktiv. Die hohe Decarboxylaseaktivitdat verringerte somit die

Menge an Indolpyruvat und damit an Pigment.

4.2.5.2 Die Rolle des Sauerstoffs

Dass Sauerstoff eine wichtige Rolle bei der Synthese des Pigments spielt, konnte gezeigt
werden, indem C. glabrata in sauerstofffreier Atmosphdre mit Tryptophan angezogen
wurde. Es zeigte sich, dass der unter diesen Umstinden nicht pigmentierte Uberstand
langsam nachdunkelt, sobald er der normalen Atmosphéare ausgesetzt wurde (Abschnitt
3.1.2). Ebenso bildet sich in einem in vitro-Ansatz mit isoliertem Aro8-Enzym das Pigment
nur in Anwesenheit von Sauerstoff, wahrend die Reaktion von Tryptophan zu Indolpyruvat
erwartungsgemal sauerstoffunabhangig ist (Abschnitt 3.2.6). Fir die Reaktion von
Indolpyruvat zum Pigment wiederum ist kein aktives Enzym mehr nétig. Das bedeutet, dass

die Pigmentierung in einem zweistufigen Prozess erfolgen kann — zuerst wird das
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Zwischenprodukt sauerstoffunabhingig durch C. glabrata gebildet und in den Uberstand
abgegeben, wo es in einem zweiten, sauerstoffabhdngigen Schritt zu dem eigentlichen
Pigment zu reagieren scheint. Die Ausbeute des Pigments — wie auch das Wachstum von
C. glabrata — blieb unter den stark hypoxischen Bedingungen aber geringer als bei Hefen,
die unter normoxischen Bedingungen gewachsen waren.

Die Abhadngigkeit der Gesamtreaktion von O, ist eindeutig, und dieser Befund deckt sich mit
dem von Zuther et al. vorgeschlagenen Mechanismus fiir die Pigmentbildung bei U. maydis,
wo Indolpyruvat lber mehrere Zwischenschritte mit Tryptophan und dann in Gegenwart
von Sauerstoff zu verschiedenen Bestandteilen des U. maydis-Pigments reagieren kann
(Zuther et al., 2008). Auch in einem anderen Kontext wurde die Abhdngigkeit der spontanen
Reaktion von Indolpyruvat zu Indolverbindungen von Sauerstoff gezeigt (Bittinger et al.,
2003). Die Reaktion von Indolpyruvat zum Pigment konnte durch reduzierende
thiolgruppenhaltige Substanzen wie Cystein, Dithiothreitol, Dithioerythrol und
B-Mercaptopethanol inhibiert werden. Auch das spricht fiir eine oxidative Reaktion, die von
diesen reduzierenden Substanzen behindert werden kann. Die Befunde fiir diesen
Reaktionsschritt bei der Bildung des Pigments von C. glabrata stehen damit gut im Einklang

mit den vorgeschlagenen Reaktionen bei U. mayids (Zuther et al.).

4.2.5.3 Die Rolle der Stickstoffquellen

Flir C. glabrata ist der Abbau Uber die Aminosduregarung scheinbar der einzige Weg, um
den fiir das Wachstum benétigten Stickstoff aus Tryptophan zu gewinnen. Die alternative
Route Uber Kyrunenin existiert bei C. glabrata im Gegensatz zu S. cerevisiae nicht (Li et al.,
2007, Wogulis et al., 2008). Indol-3-pyruvat sollte also bei der Nutzung der Aminogruppe
von Tryptophan immer entstehen und somit die Verwertung von Tryptophan automatisch
zur Bildung des Pigments fiihren. Trotzdem verringern zusatzlich angebotene
Stickstoffquellen ebenso wie hohe Zelldichte oder nichtfermentierbare Kohlenstoffquellen
die Pigmentsynthese effektiv — in den letzten beiden Fallen sogar mit Tryptophan als
einziger Stickstoffquelle.

Die zusdtzlichen Aminosduren selbst oder das Ammoniumsulfat haben dabei keinen
negativen Einflul} auf die sauerstoffabhangige Reaktion zum endgiiltigen Pigment (Abschnitt

3.1.3). Die Ausnahme dabei bildet Cystein, dass die Bildung des Pigments aus dem farblosen
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Uberstand einer sauerstofffrei angezogenen C. glabrata-Kultur verlangsamen kann. Es
zeigte sich, dal} Cystein sowohl kompetitiv die Tryptophan-Aminotransferaseaktivitat von
Aro8 reduzieren konnte als auch die Reaktion von Indolpyruvat zum Pigment zu behinderte.
Wahrscheinlich basiert dieser Effekt auf der reduzierenden Eigenschaft der Thiolgruppe im
Cystein, die die oxidative Sekundarreaktion der Pigmentbildung behindert (siehe Abschnitt
4.2.5.2). Interessanterweise ist Cystein aber auch diejenige Aminosaure, in deren
Gegenwart bei der Melaninsynthese statt des schwarzen Eumelanin gelb-rétliches
Phaeomelanin gebildet wird, in dem diese Aminosdure direkt mit dem Melaninvorlaufer
Dopaquinon reagiert (Ito & Wakamatsu, 2008). Ob es bei der Synthese des indolbasierten
Pigments von C. glabrata zu vergleichbaren Reaktionen kommen kann und somit den
Phaeomelaninen analoge, schwefelhaltige Verbindungen entstehen, miiSte in weiteren
Experimenten geklart werden. Zumindest bei melanisierten Pilzen wie Cryptococcus
neoformans (Williamson et al., 1998) wurden Phaeomelanine bislang nicht gefunden, was
auch mit der prooxidativen Wirkung dieses Pigmenttyps zusammenhangt, die im Gegensatz
zur Funktion des Eumelanin steht (De Leeuw et al., 2001, Ito & Wakamatsu, 2008).

Fiir die anderen getesteten Aminosduren und das Ammoniumsulfat bleibt die Frage
bestehen, warum die Pigmentbildung teils so massiv inhibiert wird. Obwohl es keinen
offensichtlichen Zusammenhang mit der Giite der Stickstoffquelle, gemessen als hochste
unterstitzte Wachstumsrate von C. glabrata mit dieser Substanz, und der
Inhibitionswirkung gibt (Abschnitt 3.1.3), ist eine Verbindung zu Stickstoffmetabolismus und

-rezeption wahrscheinlich.

4.2.5.4 Wahrnehmung und Signaltransduktion

Die Regulation der Pigmentbildung durch die verfligbaren Stickstoffquellen erinnert an die
Stickstoffkatabolitrepression (Nitrogen Catabolite Repression, NCR) bei der Backerhefe und
anderen Pilzen (Wiame et al., 1985). Dabei wird in Anwesenheit einer gut verwertbaren
Stickstoffquelle die Expression von Genen herunterreguliert, die fiir Proteine des
Katabolismus von weniger guten Quellen kodieren (Hofman-Bang, 1999). Die dafir
notwendige Wahrnehmung der Konzentration von verschiedenen madglichen
Stickstoffquellen erfolgt (iber bei S. cerevisiae (iber mehrere, teils lberlappende Wege

(Gagiano et al., 2002).
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Einer der wichtigsten Routen ist dabei ist die TOR-Kaskade, die in Gegenwart von
Ammonium oder anderen guten Stickstoffquellen dazu fuhrt, dass der Transkriptionsfaktor
GIn3 nicht in den Kern gelangt und dort die Transkription von Genen des
Stickstoffkatabolismus aktiviert (Hofman-Bang, 1999). Die Mutante eines moglichen
Homologs von GIn3 in C. glabrata hat in dem Induktionsmedium keine verdanderte
Pigmentierung gezeigt (Abschnitt 3.1.8). Auch besitzt das Hefegen ScARQO9, das
wahrscheinlich dem fiir die Pigmentierung wichtigen C. glabrata-Gen ARO8 entspricht,
ungewohnlicherweise keine typische Bindestelle fir GIn3 (lraqui et al., 1999).
Wahrscheinlich spielt die TOR-Kaskade also keine oder nur eine untergeordnete Rolle bei
der Regulation der Pigmentbildung in C. glabrata.

Ein anderer Weg, Uber den bei S. cerevisiae das Stickstoffangebot der Umgebung
wahrgenommen werden kann, ist die cAMP-PKA-Signaltransduktion mit dem G-Protein-
gekoppelten Rezeptor Gprl und der G-Protein-a-Untereinheit Gpa2 (Gagiano et al., 2002).
Gprl nimmt auf bislang unbekannte Art Stickstoffmangel im Medium wahr und fuhrt Gber
Gpa2 zu einem Anstieg des intrazellularem cAMP und damit zu einer Aktivierung der
Proteinkinase A (Bcyl) mit entsprechender Veranderung der Genexpression (Gagiano et al.,
2002). Das Signal, der Stickstoffmangel, kann dabei entweder eine geringe Konzentration
der Stickstoffquelle sein (Lorenz et al., 2000) oder die ausschlieRliche Anwesenheit von
schlecht verwertbaren Quellen. Auch bei anderen Pilzen ist eine dhnliche Differenzierung
von Stickstoffquellen beobachtet worden. Bei Cr. neoformans fihren beispielsweise
Methionin und Tryptophan zu einer cAMP-Antwort, die wenigstens im Fall des Methionins
Uber ein Gprl-Homolog (Gpr4) vermittelt wird (Xue et al., 2006). Auch in C. albicans wirken
Prolin und Methionin tber ein Gprl-Homolog und fiihren lber einen Anstieg von cAMP zur
Hyphenbildung (Maidan et al., 2005).

Weiterhin reagiert das Gprl/Gpa2-System auf die Anwesenheit von Glucose im Medium
ebenfalls mit einem cAMP-Anstieg (Lorenz et al., 2000). Interessanterweise kann dieser
Signaltransduktionsweg blockiert werden, indem die Proteinkinase Ime2 (beispielsweise
Uber exogenes Acetat) aktiviert wird (Donzeau & Bandlow, 1999) — bei S. cerevisiae dient
dieser Antagonismus zur Trennung der Transkriptionsprogramme Pseudohyphenwachstum
(Stickstoffmangel, aber Glucose vorhanden) und Sporulation (Stickstoffmangel und keine

oder wenig Glucose). Acetat wirkt dabei moglicherweise direkt Uber das
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Acetylierungsmuster des IME2-Promotors (Burgess et al., 1999) und signalisiert so schlecht
verwertbare, nicht fermentierbare Kohlenstoffquellen.

Die Regulation der Pigmentbildung in C. glabrata ist diesen Prozessen sehr dhnlich. Das
Pigment wird in groRen Mengen nur in Gegenwart von Glucose gebildet und nicht mit
nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Acetat (Abschnitt 3.1.6). Auch wenn
alternative Stickstoffquellen angeboten werden, wird die Bildung des Pigments ganz oder
teilweise inhibiert (Abschnitt 3.1.3). Weiterhin fiihrt exogen zugefiihrtes cAMP (in Form von
Dibutyryl-cAMP, Abschnitt 3.1.8) zu verstarkter Pigmentbildung auch unter ansonsten
inhibierenden Bedingungen — ahnliches ist fir die Pseudohyphenbildung bei S. cerevisiae
(Kubler et al., 1997) und die Melaninbildung bei Cr. neoformans (Alspaugh et al., 1997)
beschrieben worden. Zuletzt zeigt eine Mutante des C. glabrata-Homologs von ScGPR1 eine
deutlich reduzierte Pigmentbildung in Induktionsmedium.

Dieser Vergleich mit anderen Pilzen zeigt, dass eine Beteiligung von einem oder mehreren
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR, G Protein Coupled Receptors) an der
Pigmentierung sehr wahrscheinlich ist. Dabei kénnen die beiden pigmentinduzierenden
Faktoren — Glucose und Stickstoffquelle Tryptophan — entweder durch separate GPCR
detektiert werden, oder ein GPCR nimmt beides wahr. Daran ist Gprl zumindest beteiligt,
die Weiterleitung des Signals erfolgt wahrscheinlich Gber das Homolog der G-Protein-a-
Untereinheit Gpa2 und Gber cAMP und fiihrt moéglicherweise so zu einer Hochregulierung
von AROS oder einer Inaktivierung von Aro10 (Abbildung 4-2).

Es kann natirlich nicht ausgeschlossen werden, dass die anderen Signaltransduktionswege,
die der Backerhefe die Art der vorhandenen Stickstoffquelle signalisieren, an der Regulation
der Pigmentsynthese beteiligt sind. So ist es zum einen denkbar, dass der mit der Mutante
des Gprl/Gpa2-Wegs beobachtete Effekt nur auf der fehlerhaften Wahrnehmung der
Glucosekonzentration basiert und somit zu einer Inhibition der Pigmentierung fihrt.
Weiterhin findet die Pigmentierung auch in der gpriA-Mutante statt, wenn auch stark
reduziert. Es kann also einen oder mehrere weitere Wege geben, iber die die Anwesenheit
von Tryptophan und Glucose (und die Abwesenheit einer gut verwertbaren Stickstoffquelle)
signalisiert wird. Zu den moglichen Kandidaten gehort hier der MAP-Kinase-Weg (iber ein

Ras2-Homolog (Mosch et al., 1996).
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Abbildung 4-2: Modell der Pigmentsynthese von C. glabrata. Die detaillierten Beschreibungen finden sich in den
Abschnitten 4.2.2 bis 4.2.5. Die Zuordnung erfolgte nach Ergebnissen dieser Arbeit und publizierten Daten fiir S. cerevisiae.
Mit '?' sind vermutete, aber noch nicht bestatigte Verbindungen gekennzeichnet.

4.3  Schutzfunktion des Pigments

Als Hauptfunktion von pilzlichen Pigmenten, insbesondere des Melanins, wird die
Schutzwirkung gegen schadliche Umwelteinflisse betrachtet. Nicht zuletzt deshalb werden
Melanine oft als "pilzlicher Schild" bezeichnet. Auch das Pigment von C. glabrata zeigt einige

der typischen Schutzfunktionen von Melaninen.

4.3.1 Vergleich mit Melaninen

Die tryptophaninduzierte Bildung des Pigments unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von
den Melaninen. Wahrend DHN- und DOPA-Melanine in spezialisierten Reaktionswegen des
sogenannten Sekundarmetabolismus gebildet werden (Calvo et al., 2002, Langfelder et al.,
2003), zweigt das Pigment von C. glabrata offensichtlich vom primaren

Aminosaurekatabolismus als Nebenprodukt direkt ab. Melanine sind im allgemeinen
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hochmolekulare Polymere von phenolischen oder indolischen Verbindungen, wahrend fir
das hier untersuchte Pigment bislang nur Verbindungen aus zwei bis drei Indolkérpern
bekannt sind (Mayser et al., 2003, Irlinger et al., 2004, Kramer et al., 2005b). AulRerdem
lagern sich Melanine hauptsachlich in der Zellwand der Pilze ein und bilden dort eine
hochgradig resistente Schicht aus (Wang et al., 1996), wahrend das Pigment von C. glabrata
und M. furfur in grolRer Menge auch in die Umgebung abgegeben wird.

GroRe Ahnlichkeiten lassen sich aber bei der Regulation der Pigmentierung finden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Pigmentierung von C. glabrata unter anderem von
der Aktivierung der cAMP-Kaskade reguliert wird (Abschnitt 4.2.5.4). Bei vielen anderen
Pilzen ist die Melaninproduktion ebenfalls von dem cAMP-Signalweg abhangig. Bei
Cr. neoformans beispielsweise wird die DOPA-Melanisierung bei Glucose-, aber auch bei
Stickstoffmangel Gber die G-Protein-a-Untereinheut Gpal eingeleitet (Alspaugh et al.,
1997), das starke Ahnlichkeit zu Gpa2 von S. cerevisiae und C. glabrata aufweist. Der
Mutantenphdnotyp kann durch exogenes cAMP ausgeglichen werden (Alspaugh et al.,
1997). Und auch bei A. fumigatus ist ein Gpa2-Homolog Uber die cAMP-Kaskade an der
DHN-Melaninbildung in den Konidien beteiligt (Liebmann et al., 2003, Grosse et al., 2008).
Weitere Beispiele fiir die Regulation der Pigmentbildung Gber G-Proteine finden sich bei den
Pflanzenpathogenen Cryphonectria parasitica (Gao & Nuss, 1996), Ustilago hordei und
U. maydis, bei denen die Melaninbildung durch cAMP allerdings verringert wird (Lichter &
Mills, 1998, Durrenberger & Kronstad, 1999).

Diese Parallelen sind wohl darin begriindet, dass G-Protein-gekoppelte Rezeptoren haufig
an der Wahrnehmung der Umgebungsbedingungen beteiligt sind und somit eine wichtige
Rolle bei der Anpassung der Morphologie und des Transkriptionsprofils an sich dndernde
Umweltbedingungen spielen (Zaman et al., 2008). Die Bildung von Pigment, ob Melanin
oder andere Verbindungen, ist in den genannten Fallen also wahrscheinlich eine Anpassung
an externen StreR, gegen den Pigmente eine Schutzwirkung zeigen. Ahnlich den Melaninen

ist das Spektrum des durch das Pigment vermittelten Schutzes groR.

4.3.2 Schutz vor UV-Licht

Die Schutzfunktion vor UV-Bestrahlung wurde fiir das Pigment von M. furfur bereits gut

untersucht (Mayser et al., 2003, Machowinski et al., 2006). Hier konnte gezeigt werden,
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dass auch C. glabrata in seiner pigmentierten Form vor UV-Licht besser geschiitzt ist
(Abschnitt 3.3.2), und zwar sowohl gegen UV-B als auch gegen das noch schadlichere UV-C-
Licht. Die Ergebnisse zum langwelligen UV-A-Licht sind schwerer zu interpretieren,
wahrscheinlich iberwiegen bei der langen Bestrahlungszeit von bis zu mehreren Stunden
die thermischen Effekte (vgl. auch (Pape, 2001)).

Der Schutz ist sehr wahrscheinlich auf die beschriebene UV-absorbierenden Eigenschaften
von Verbindungen wie Pityriacitrin zuriickzufihren sind, die sich in den Pigmenten beider
Organismen finden (Mayser et al., 2002, Mayser et al., 2007). In dieser Beziehung dhnelt das
Pigment den Melaninen, die beispielsweise die dem Sonnenlicht ausgesetzten Sporen bei
vielen Aspergillus-Arten schiitzen (Singaravelan et al., 2008). Auch der pathogene Pilz
Cr. neoformans wird durch Melaninbildung vor UV-Licht geschitzt, wie Wang et al. mit
UV-C-Dosen, die den in dieser Arbeit verwendeten vergleichbar sind, gezeigt haben (Wang
& Casadevall, 1994a).

Ob der UV-Schutz fir C. glabrata eine Rolle in vivo spielt, bleibt unklar. Die genannten
melanisierten Pilze kommen auch freilebend vor, und M. furfur ist regelmallig auf der
menschlichen Haut zu finden (Gueho et al., 1998), wo der Schutz vor UV-Licht eine wichtige
Rolle spielen kann. Dagegen tritt C. glabrata im kommensalen Zustand auf meist

lichtgeschitzten Schleimhaduten und selten auf der Haut auf (Roth & James, 1988).

4.3.3 Schutz vor oxidativem Stress

Pigmentierte C. glabrata-Hefen waren auch vor Wasserstoffperoxid deutlich besser
geschiitzt als nichtpigmentierte. In 100 mM H,0, stieg die Uberlebensrate durch das
Pigment um das eineinhalbfache von 60% auf 90% nach einer Stunde Inkubation, und auch
mit 200 mM zeigten die pigmentierten Hefen einen besseren Schutz. Bei diesen
Experimenten zeigte sich, dass verschiedene Faktoren die Messung stark beeinflussen
kénnen. Zum einen dauert die Pigmentbildung mehrere Tage, weswegen die Pilze auf
Festmedien angezogen werden muBten, denn in FlUssigkultur zeigte sich nach der
dreitagigen Inkubationszeit eine extrem hohe basale Wasserstoffperoxidresistenz (Daten
nicht gezeigt). Der Grund liegt nach Cuellar-Cruz et al. sehr wahrscheinlich in der verstarkten
Expression der Katalase Ctal in der stationaren Phase (Cuellar-Cruz et al., 2008). Auch auf

Festmedien stieg die Resistenz kontinuierlich an, sowohl unter induzierenden als auch unter
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nicht induzierenden Bedingungen (Abschnitt 3.3.1.1). Nach Einsetzen der sichtbaren
Pigmentierung zeigte sich aber zu jedem Zeitpunkt ein deutlich besserer Schutz der
pigmentierten Zellen, was auf eine Schutzwirkung des Pigments hinweist. Ein weiteres
Problem ist die Notwendigkeit, flir pigmentierte und nichtpigmentierte Hefen verschiedene
Aminosauren als Stickstoffquelle zu verwenden. Bei anderen Modellpilzen, wie zum Beispiel
Cr. neoformans, kann der Vorlaufer L-DOPA zusatzlich zugefiligt werden, bei C. glabrata
dagegen ist die Pigmentierung mit dem Primarmetabolismus von Tryptophan gekoppelt.
Deswegen wurden verschiedene Wachstumsbedingungen und Mutanten getestet. Bei
Wachstum mit der — wie Tryptophan aromatischen — Aminosadure Phenylalanin war die
Empfindlichkeit gegeniiber Wasserstoffperoxid héher als mit Tryptophan. Das Uberleben
war hier sogar noch etwas geringer als beim Wachstum mit Arginin. Auf der Mischung von
Tryptophan und Threonin, die die Pigmentbildung erlaubt, war die Resistenz entsprechend
der verringerten Pigmentierung leicht reduziert. Interessanterweise zeigte sich der Schutz
auf diesem Medium nur bei dem Wildtyp und der ebenfalls pigmentierten Mutante aro9A.
Die nahezu pigmentlose Mutante aro8A konnte zwar auf Tryptophan/Threonin-Medium
wachsen, war aber gegen H,0, etwa so sensitiv wie auf Arginin-Medium.
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die Synthese des Pigments zu einem
erhdhten Schutz vor Wasserstoffperoxid fiihrt.

Welche Vorteile konnte C. glabrata diese zuséatzliche Resistenz bieten? Zum einen kommt
ein Schutz vor den reaktiven Sauerstoffspezies des Wirtsimmunsystems in Frage, der in
Abschnitt 4.3.5 diskutiert wird. Ein anderer interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass auch
mit C. glabrata gemeinsam als Kommensale auftretende Mikroorganismen reaktive
Sauerstoffspezies erzeugen. Hierzu zahlen beispielsweise orale Streptococcen, die H,0, bis
zu einer Konzentration von 10 mM ausscheiden kdnnen (Ryan & Kleinberg, 1995), oder
Enterococcus faecalis, der im Darm groflere Mengen Wasserstoffperoxid erzeugen kann
(Huycke et al.,, 2001). Zudem produziert auch C. albicans, besonders wahrend der
Hyphenbildung reaktive Sauerstoffspezies in groRerer Menge (Schréter et al., 2000). Beide
Pilze, C. glabrata und C. albicans, kommen gemeinsam in verschiedenen Wirtsnischen vor
(vgl. Abschnitt 4.4.2). Auch aulerhalb der eigentlichen Infektionssituation kann C. glabrata
also kontinuierlich reaktiven Sauerstoffspezies ausgesetzt sein, und das Pigment kdnnte
gemeinsam mit der vergleichsweise hochaktiven Katalase von C. glabrata einen wichtigen

Vorteil in diesen Lebensrdumen bieten.
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4.3.4 Moglichkeiten der Synthese in vivo

Um als wirksamer Schutz wahrend der Infektion und der Besiedlung dienen zu kdnnen,
mute das Pigment auch in vivo synthetisiert werden kénnen. Derzeit stehen noch keine
Modelle zur Verfliigung, um eine mogliche Pigmentsynthese wahrend oder vor der
eigentlichen Infektion zu verfolgen. Zwei Argumente kénnen gegen die Synthese in vivo ins
Feld gefiihrt werden. Zum einen ist fir die Bildung des Pigments die Anwesenheit von
Tryptophan erforderlich. AuRBerdem wird die Synthese durch die Anwesenheit anderer
Aminosauren, wie sie in der Infektionssituation gegeben sein sollte, stark gehemmt. Beides
spricht aber nicht unbedingt gegen eine Pigmentierung im Wirt.

Die Notwendigkeit eines Vorlaufermolekiils ist analog zu der Situation bei Cr. neoformans,
der zur Pigmentbildung einen Grundstoff wie L-DOPA bendtigt (Staib, 1962, Chaskes &
Tyndall, 1975). Trotzdem |aRt sich wahrend der Cr. neoformans-Infektion Melaninbildung
nachweisen (Rosas et al., 2000). Ahnliches konnte auch fiir Histoplasma capsulatum-Hefen
beobachtet werden, die ebenfalls eine exogene phenolische Verbindung fir die
Melanisierung bendtigen und trotz geringer Mengen in den Organen im Tiermodell Melanin
bilden kdnnen (Nosanchuk et al., 2002). Weiterhin erzeugt M. furfur auf der Haut wahrend
der Infektion deutlich sichtbare Braunfarbung, die auf die Pigmentproduktion aus
Tryptophan zuriickgefiihrt wird (Mayser et al., 1998).

Die in dieser Arbeit verwendete Tryptophankonzentration mit 15 mM ist vergleichsweise
hoch und dirfte im Wirt nicht anzutreffen sein. Allerdings kann C. glabrata auch schon mit
deutlich geringeren Konzentrationen Pigment synthetisieren (Abschnitt 3.1.7). Als Quelle
dieses Tryptophans kommt die Nahrung in Betracht. Der Gastrointestinaltrakt ist ein
bekanntes Reservoir fiir Candida-Infektionen (Cole et al., 1996, Wells et al., 2007, Miranda
et al., 2009) und systemische Infektionen mit C. glabrata, die von einer oralen Infektion
ausgehen, sind beschrieben (Redding et al., 2004). Tatsachlich enthalten einige
Nahrungsmittel groBe Mengen an Tryptophan — Parmesan beispielsweise bis zu 0,56% und
Schweinefleisch etwa 0,25% ihres jeweiligen Gewichts (www.ars.usda.gov/nutrientdata).
Unter diesen Umstdnden kénnte C. glabrata also auch in vivo genligend Tryptophan fiir die
Pigmentsynthese vorfinden.

Die Inhibition durch andere Aminosduren im Medium kann ebenfalls umgangen werden,
wie die Produktion von Pigment auf arginin- und tryptophanhaltigem Medium in Gegenwart

von cAMP zeigt (Abschnitt 3.1.8). Die Produktion von cAMP kann im Infektionsverlauf durch
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viele Faktoren erhéht werden, beispielsweise wie oben beschrieben durch Nahrstoffmangel,
oder durch die Anwesenheit von Serum, wie es fiir C. albicans gezeigt wurde (Miwa et al.,
2004). Auch bei C. glabrata sind Umstande denkbar, unter ein erhohter cAMP-Spiegel (oder
auch alternative Signaltransduktionswege wie die Aktivierung der MAP-Kaskade) die Bildung
des Pigments auch in Gegenwart alternativer Stickstoffquellen erméglichen kdnnte.

Ob und wann C. glabrata das Pigment tatsachlich invivo bildet, bedarf noch weiterer
Untersuchungen. Erst addquate Tiermodelle kdnnten zeigen, ob eine Pigmentierung
beispielsweise vor dem Eindringen in das Gewebe oder Blut (und damit dem Kontakt mit
Immunzellen) stattfinden muB, um einen schiitzenden Effekt zu erzielen, oder auch
wahrend oder sogar nach der Disseminierung erfolgen kann. Wenn diese Systeme etabliert
sind, konnen die Mutanten auf eine mogliche veranderte Virulenz hin getestet werden, um
die Rolle des Pigments invivo zu ermitteln. Erste Hinweise konnten hier schon mit

einfacheren Zellkulturmodellen gewonnen werden, die im folgenden diskutiert werden.

4.3.5 Schutz vor dem Immunsystem des Wirtes

Es konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die Synthese des Pigments das
Abtoten des Pilzes durch menschliche Neutrophile verringern kann (Abschnitt 3.5.3). Diese
Schutzfunktion ist in Hinblick auf die Interaktion von C. glabrata mit dem Immunsystem sehr
interessant und konnte eine mogliche biologische Funktion in vivo darstellen. Fir den
Mechanismus dieser Schutzwirkung kommen zwei Erklarungen in Betracht.

Zum einen konnte hier gezeigt werden, dass pigmentierte C. glabrata in vitro vor der
Wirkung von Wasserstoffperoxid besser geschiitzt sind als nichtpigmentierte (Abschnitt
3.3.1). Uber denselben Mechanismus kénnten die Pilze also auch den respiratorischen Burst
der Neutrophilen besser Uberleben, der wahrscheinlich einen wichtigen Beitrag zum
Abtoten der Hefen leistet (Kowanko et al.,, 1991). Tatsdchlich konnte fiir eine andere
C. glabrata-Mutante (erg11A) schon gezeigt werden, dass eine verringerte H,0,-Resistenz
mit einer verringerten Uberlebensrate in Neutrophilen einhergeht (Kan et al., 1996). Auch
bei C. albicans wird eine Mutante der Superoxiddismutase Sod5 von H,0, und Neutrophilen
gleichermalien effektiver abgetotet als der Wildtyp (Martchenko et al., 2004, Fradin et al.,

2005). Ahnlich den melanisierten Pilzen (Wang et al., 1995, Peltroche-Llacsahuanga et al.,
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2003, Brakhage & Liebmann, 2005) kdnnte also das Pigment eine chemische Schutzwirkung
gegen den respiratorischen Burst entfalten.

Eine alternative Erklarung basiert auf der Unterdrickung der fungiziden Wirkung der
Neutrophilen. Fiir eine Substanzklasse aus dem Pigment von M. furfur — die Pityriarubine —
konnte in vitro eine Verringerung des oxidativen Bursts von chemisch aktivierten
Granulocyten gezeigt werden (Kramer et al., 2005a). Auch wirkt Malassezin, eine weitere
Verbindung aus dem Pigment, auf humane Melanocyten (iber die Aktivierung des
Arylhydrocarbonrezeptors proapoptotisch (Kramer et al., 2005b). Dieser Rezeptor ist auch in
Neutrophilen vorhanden, und seine Aktivierung durch Dioxine und &dhnliche Substanzen
kann zur Immunsuppression flihren (Lawrence & Kerkvliet, 2006). Moglicherweise erreichen
Verbindungen des Pigmentgemischs von C. glabrata bei der Interaktion mit Neutrophilen
lokal ausreichend hohe Konzentrationen, um diese Effekte auszulosen. Desweiteren wurde
ein vergleichbarer Effekt, das Auslésen der Apoptose in Leukocyten, auch mit Trytophol im
niedrigen millimolaren Bereich beobachtet (Kosalec et al., 2008b). So besteht also die
Moglichkeit, dass auch die lokale Unterdriickung der Neutrophilenantwort eine Rolle bei der

erhéhten Uberlebensrate von pigmentierten C. glabrata spielt.

4.4  Wirkung des Pigments auf andere Organismen

4.4.1 Schadigung von Epithelzellen

Einer der interessanten Unterschiede zwischen den pathogenen Pilzen C. glabrata und
C. albicans ist das relative Unvermogen von C. glabrata, in in vitro-Experimenten eine
grofRere Zellschadigung zu verursachen. Wahrend C. albicans durch sein Hyphenwachstum
und hydrolytische Enzyme recht rapide sowohl einlagige als auch komplexe Zellkultur-
modelle schddigen kann (Schaller et al., 1999, Schaller et al., 2006, Li et al., 2007), zeigt
C. glabrata nahezu keine Cytotoxizitat im Monolagen-Modell (Li et al., 2007).

Auch in dieser Arbeit war keine Uber die spontane Freisetzung von Laktatdehydrogenase
(LDH) hinausgehende Zellschadigung meBbar, wenn die Hefen zuvor mit Arginin,
Phenylalanin oder Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle angezogen worden sind (Abschnitt
3.5.1). Nur die pigmentierten, mit Tryptophan gewachsenen Hefen verursachten eine

signifikante Schadigung, die aber nicht durch das Tryptophan allein verursacht ist, da die
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Anzucht mit einer Mischung von Tryptophan und Phenylalanin ebenfalls nur zu geringster
Schadigung gefiihrt hat. Die Anwesenheit eines oder mehrerer Bestandteile des Pigments
fihrt also zu einer verstarkten Schadigung von humanen Epithelzellen im Monolagen-
Modell. Méglicherweise dafiir verantwortlich sein kénnten, analog zu der Situation bei den
Immunzellen, das Tryptophol, dessen zytotoxische Wirkung sich auf mehrere humane
Zellinien erstreckt (Kosalec et al., 2008a, Kosalec et al., 2008b). Auch hier mifRite eine
ausreichend hohe lokale Konzentration erreicht werden, um die toxische Wirkung zu
entfalten. Mit den gleichen Einschrankungen kommen Verbindungen wie Malassezin (Wille
et al.,, 2001b) in Betracht. Da Malassezin in Melanocyten proapoptotisch wirkt (Kramer et
al., 2005b), kdnnte eine ahnliche Wirkung durch diese oder eine andere Verbindung auch
fiir Epithelzellen der Linie TR146, wie sie hier Verwendung fanden, moglich sein.

Welchen Nutzen kdnnte diese Schadigung von Wirtszellen fiir C. glabrata haben? Wahrend
einer Infektion ist C. glabrata offenbar in der Lage, Endothel- oder Epithelzellbarrieren zu
durchbrechen, und gelangt so in den Blutstrom und von dort in die Organe. C. albicans nutzt
hierflir unter anderem Hyphen und extrazellulare Proteasen, lber die C. glabrata nicht
verfligt (Kaur et al.,, 2005). Die Bildung von wirtszellschadigenden Substanzen konnte

deshalb wahrend der Pathogenese von C. glabrata eine wichtige Rolle spielen.

4.4.2 Wirkung auf C. albicans

Die Wirkung des Pigments auf die Hyphenbildung von C. albicans ist sehr interessant im
Hinblick auf das gemeinsame Vorkommen der beiden Pathogene in verschiedenen
Wirtsnischen (Coco et al., 2008): Der Uberstand von pigmentierten C. glabrata-Kulturen
inhibiert die Bildung von Hyphen stark, wihrend nicht-pigmenthaltiger Uberstand keine
Wirkung zeigt (Abschnitt 3.4.1).

Dieses Phanomen erinnert an das sogenannte Quorum sensing, das bei C. albicans zu einer
Unterdriickung der Hyphenbildung fihrt, vermittelt durch das Molekiil Farnesol (Hornby et
al., 2001). Von dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa gebildete, strukturell dhnliche
Substanzen konnen diesen Effekt ebenfalls hervorrufen (Hogan et al., 2004). Die Wirkung
von Farnesol erfolgt dabei offensichtlich (ber die GTPase Rasl und den daran
anschlieRenden cAMP-Signaltransduktionsweg, der zur Hyphenbildung fiihrt (Feng et al.,
1999, Davis-Hanna et al., 2008). Diese Quorum-sensing-Molekiile (QSM) kénnen schon bei

einer Konzentration von ca. 200 puM nahezu hundert Prozent der Hyphenbildung
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unterdriicken (Hogan et al., 2004). Es stellte sich daher die Frage, welche Molekile von
C. glabrata produziert werden, die fir den beschriebenen Effekt in Frage kommen. Die
Untersuchung des Uberstands mittels HPLC (Abschnitt 3.4.1.1) zeigte eine mégliche
Verbindung — Tryptophol, das bei S. cerevisiae als Endprodukt der Aminosauregarung aus

Tryptophan gebildet wird (Kradolfer et al., 1982).

4.4.2.1 Tryptophol als Repressor der Hyphenbildung von C. albicans

Tatsachlich wurden fir die Fuselalkohole, zu denen Tryptophol gehort, schon
unterschiedliche Wirkungen auf C. albicans beschrieben. Tyrosol, das Endprodukt der
Aminosauregarung des Tyrosins, wirkt auf die Hyphenbildung sogar forderlich, und seine
Anwesenheit im Medium verkiirzt die Zeit bis zur Bildung der ersten Keimschlauche (Chen et
al., 2004). Eine hyphenreprimierende Wirkung von Tryptophol wurde vereinzelt
beschrieben (Lingappa et al., 1969, Chen & Fink, 2006), und die Produktion von Trytophol
aus Tryptophan ist sehr weit verbreitet. Neben der hier beschriebenen Reaktion in
C. glabrata und in S. cerevisiae ist auch in C. albicans die Produktion schon friih beschrieben
worden (Lingappa et al., 1969). Kirzlich wurden die in C. albicans an der Aminosauregarung
beteiligten Gene identifiziert (Ghosh et al.,, 2008). Auch hier handelt es sich wie bei
C. glabrata um Homologe der Backerhefengene.

Welcher Mechanismus kann hinter dieser Hyphenrepression stehen? Kabeera et al. haben
gezeigt, dass die tuplA/tuplA- und die nrglA/nrglA-Mutante von C. albicans nicht auf
Farnesol reagieren konnen (Kebaara et al., 2008) — der gleiche Effekt konnte in dieser Arbeit
mit Tryptophol beobachtet werden. Zwar zeigt Tryptophol eine genotoxische Wirkung,
beispielsweise auf menschliche Zellen (Kosalec et al., 2008b), diese allein kann aber nicht fir
die reprimierende Wirkung bei C. albicans verantwortlich sein. Selbst bei einer Dosis von
5mM kommt es noch zu (hefeférmigen) Wachstum von C. albicans, und die fehlende
Wirkung auf die tuplA/tuplA- und nrglA/nrglA-Mutante, bei der ein spezifischer
Hyphenrepressor deletiert wurde (Braun & Johnson, 1997), deutet auf eine geringe
Schadigung von C. albicans. Die Wirkung von Tryptophol ist damit nicht allein durch die
Toxizitdt vermittelt, sondern wahrscheinlich Uber den Signaltransduktionsweg der

Hyphenbildung.
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Im Gegensatz zu Farnesol (Cho et al., 2007, Davis-Hanna et al., 2008) war die Wirkung von
Tryptophol auf das Transkriptionsprofil von C. albicans noch nicht untersucht. Deshalb
wurden in dieser Arbeit Mikroarray-Experimente durchgefihrt, um einen Vergleich mit den
pigmentexponierten Zellen durchfihren zu kénnen. Der genaue Wirkmechanismus konnte
zwar noch nicht aufgeklart werden, aber die Transkriptionsdaten zeigten eine sehr deutliche
Reduktion des Transkriptionsaktivatorgens UMEG6, dessen zentrale Rolle bei der Ausbildung
von Filamenten (Pseudohyphen und Hyphen) vor kurzer Zeit erkannt worden ist (Banerjee
et al., 2008, Carlisle et al., 2009, Zeidler et al., 2009). Auf welchem Weg kann diese
transkriptionelle Repression erfolgen? Die Transkription von UME6 wird von mehreren
Faktoren aktiviert, unter anderem Uiber den Rasl-abhdngigen cAMP-Signalweg, und von den
Repressoren Tupl und Nrgl in Kombination unterdriickt (Zeidler et al., 2009). Tatsachlich
scheint die nrglA/nrglA-Mutante ebenso wie tuplA/tuplA nicht mehr oder deutlich
weniger auf Tryptophol zu reagieren (Abschnitt 3.4.1.2). Damit erscheint es wahrscheinlich,
dass die Unterdriickung der Filamentbildung auf Ebene dieser Repressoren der UMEG6-
Transkription erfolgt. Daflir spricht auch, dass eine geringe Steigerung des
Transkriptionniveaus bei diesen Repressoren gemessen werden konnte, wenn auch auf fir
Transkriptionsfaktoren typisch niedrigem Gesamtexpressionsniveau, das die Aussagekraft

der Daten einschrankt.

4.4.2.2 Weitere hyphenreprimierende Pigmentbestandteile

Interessanterweise zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der Wirkung von Tryptophol
und Pigment auf die nrg1A/nrglA-Mutante. Im Gegensatz zu Tryptophol lieR sich die
Filamentbildung durch pigmentierten Uberstand verringern, die Mutante wuchs in Form von
abgerundeten Zellen. Zudem wirkte der tryptopholarme (Abschnitt 3.4.1.1) pigmentierte
Uberstand der aro10A-Mutante mindestens ebenso stark wie der des Wildtyps — sowohl auf
C. albicans-Wildtyp als auch die Mutanten. Das zeigt, dass das Pigment einen weiteren Stoff
enthalt, der anders als Tryptophol auch auf die nrg1A/nrg1A-Mutante wirken kann. Die
Fraktionierung des Uberstands hat die Existenz dieses weiteren reprimierenden Stoffes
bestatigt (Abschnitt 3.4.4).

Auf Transkriptionsebene unterschied sich die hyphenreprimierende Wirkung von Tryptophol

und den pigmentierten Uberstinden von C. glabrata-Wildtyp und der arol0A-Mutante
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wenig. Insbesondere die Hyphen-Markergene HWP1 (Sharkey et al., 1999) und ECE1 (Birse
et al., 1993) sind unter beiden Bedingungen stark in ihrer Expression reduziert worden, und
wie mit Tryptophol waren die Ume6-regulierten Gene genauso betroffen wie UMEG6 selbst.
Wegen des geringen Tryptopholanteils im Uberstand der aro10A-Mutante ist dieser Effekt
sehr wahrscheinlich auf die oben erwadhnte, in der Fraktionierung gefundene Substanz
zurlickzufiihren. Dabei handelt es sich aber offenbar nicht um ein von C. glabrata bei hoher
Zelldichte gebildetes Quorum-sensing-Molekiil, denn der Uberstand von pigmentlosen, in
Arginin angezogenen Kulturen zeigt weder morphologisch (Abschnitt 3.4.1) noch auf
Transkriptionsebene (Abschnitt 3.4.3) einen vergleichbaren Effekt.

Die genaue Wirkweise dieser Substanz ist ebenso unklar wie die Struktur. Da die nrglA-
Mutante nicht betroffen ist, agiert die Verbindung moglicherweise tber die Unterdriickung
der Aktivierung des Transkriptionsprogramms, anstelle der Aktivierung der Repressoren.
Unter den aktivierenden Faktoren lassen sich auf Transkriptionsebene aller-dings keine
signifikanten Unterschiede feststellen. Da die Signaltransduktion aber hauptsachlich Gber
posttranslationale Prozesse wie Phosphorylierung erfolgt (vgl. Abbildung 3-45), kdnnen mit
Transkriptionsanalysen keine direkten Aussagen Uber die Aktivitdt getroffen werden. Hier
kénnen in Zukunft C. albicans-Mutanten der beteiligten Gene Aufschlul} Gber den genauen
Mechanismus geben. Die Aufschlisselung der beteiligten Struktur aus dem Pigment und
ihrer Wirkung ist ein interessantes Ziel im Rahmen der Forschung an dem Hefe-Hyphe-
Dimorphismus von C. albicans, der einen wichtigen Pathogenitatsfaktor darstellt
Zusammengefaldt 1aRt sich der beschriebene hyphenreprimierende Effekt also am besten
erkldren, wenn man annimmt, dass die Repression durch den pigmenthaltigen Uberstand
zum einen durch das entstandene Endprodukt Tryptophol verursacht wird. Zum anderen
wirken eine oder mehrere der Indolverbindungen, aus denen das Pigment
zusammengesetzt ist, ebenfalls unterdriickend auf C. albicans. Die hyphenreprimierende
Wirkung konnte dabei, bei einer in vivo erfolgenden Produktion, Auswirkungen auf die
Interaktionen zwischen C. glabrata und C. albicans wahrend einer gemeinsamen Besiedlung
des Wirtes haben. Fiir das ebenfalls haufig koisolierte Bakterium Ps. aeruginosa wurde eine
Unterdrickung des Hyphenwachstums von C. albicans Uber das bakterieneigene Quorum-
sensing-Molekil schon gezeigt (Hogan et al., 2004). Umgekehrt verhindert das C. albicans-
eigene Farnesol das Schwarmen von Ps. aeruginosa (McAlester et al., 2008) — ein Beispiel

fir eine wechselseitige Unterdriickung bestimmter morphologischer Formen.
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Moglicherweise bietet eine Unterdriickung der invasiven Hyphenwuchsform von C. albicans
Vorteile fiir assoziiert wachsende Bakterien und Pilzen wie Ps. ageruginosa und C. glabrata,
beispielsweise (iber die Verhinderung einer verstarkten Immunantwort, die durch die

Hyphen hervorgerufen werden kénnte.

4.5 Ist das Pigment ein Pathogenitdts- oder Virulenzfaktor von C. glabrata?

Die beschriebenen Wirkungen des Pigmentes fihren zu der Frage, ob das Pigment von
C. glabrata als ein moglicher Pathogenitadts- oder Virulenzfaktor betrachtet werden kann.
Um dies zu diskutieren, soll zundchst geklart werden, wodurch ein solcher Faktor eigentlich
definiert wird. Klassischerweise wird zwischen der Pathogenitat, also der Fahigkeit, eine
Krankheit zu verursachen, und der Virulenz, also dem Mal3, in dem ein pathogener Erreger
krankheitserregend wirkt, unterschieden. Manche pilzliche Faktoren, wie die Fahigkeit, bei
37°C zu wachsen, sind fiir die Pathogenese beim Menschen eine conditio sine qua non, also
ein Pathogenitatsfaktor im klassischen Sinn. Bei vielen weiteren Faktoren, wie zum Beispiel
der Melaninbildung, ist diese Trennscharfe so nicht gegeben. Die Anwesenheit dieser
Faktoren ermoglicht erst die Pathogenese, aber die spezifische Ausprdagung kann die
Virulenz bestimmen. Im weiteren soll zusammenfassend von Virulenzfaktoren gesprochen
werden, um diese beiden Aspekte abzudecken.

Wie bestimmt sich also ein solcher Virulenzfaktor? Die Definition ist nicht einheitlich, im
allgemeinen werden aber solche Faktoren so bezeichnet, die den Mikroorganismus beim
Uberleben auf Kosten des Wirtes unterstiitzen. Wahrend Virulenz definitionsgemaR nur im
Zusammenspiel mit dem Wirt existiert, kann man zwei Klassen von Virulenzfaktoren
unterscheiden — solche mit einer Funktion auch aulRerhalb des Wirtes, und solche, die
spezifisch nur im Kontext des Wirtes Relevanz haben. Beispielhaft fiir letztere sei die Kapsel
von Cr. neoformans genannt, die bei freilebenden Pilzen vor Austrocknung und Angriffen
durch rduberische Amoében schitzt, und im Wirt gegen die Phagocytose durch Immunzellen
wirksam ist (Kozel et al., 1988, Steenbergen et al., 2001, Casadevall et al., 2003).

Auch die Pigmentbildung von C. glabrata sollte in diese Kategorie fallen. Zwar ist fir diesen
Pilz kein natlrliches Reservoir auflerhalb des Wirtes bekannt, aber die in dieser Arbeit
beschriebenen Schutzfunktionen vor UV-Licht und vor reaktiven Sauerstoffspezies kdnnen

C. glabrata auch aulRerhalb der eigentlichen Infektionssituation niitzen. Im kommensalen
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Zustand, der unter diesem Aspekt prinzipiell dem freilebenden Zustand von Cr. neoformans
entspricht, konnte das Pigment vor biotischen (also anderen kommensalen Mikro-
organismen wie C. albicans) und abiotischen Faktoren (beispielsweise UV-Licht) schiitzen.

Kann es aber auch dem Pilz in der Infektionssituation auf Kosten des Wirtes nitzlich sein?

Die Schadigung der Epithelzellen und die héhere Resistenz gegen Neutrophile sprechen
dafir. Zwar konnte im Eiermodell zwischen pigmentierten und nichtpigmentierten Hefen
kein Unterschied in der Virulenz gemessen werden, es ist aber unklar, inwiefern dieses
Modell eine tatsachliche Infektion nachbildet. Denn im Gegensatz zu C. albicans zeigten die
Hefen eine sehr geringe Pathogenitat, was die Aussagekraft dieses Modells im Vergleich mit
der klinischen Situation reduziert. Der Nachweis, ob das Pigment ein Virulenzfaktor ist,
gestaltet sich also schwierig. Bislang ist nicht bekannt, ob das Pigment in vivo auch
tatsachlich gebildet wird. Mutanten des Pigmentsynthesewegs wie aro8A sind gleichzeitig in
ihrem Wachstum auf verschiedenen Aminosauren eingeschrankt, wodurch sich eine klare
Zuordnung eines moglichen Virulenzdefekts zu der Pigmentsynthese in einem in vivo-Modell
nicht herstellen lieRe. Auch das reduzierte Wachstum kénnte die Virulenz abschwachen. Die
Verschrankung von Metabolismus und mdoglichem Virulenzfaktor erschwert also den
schlissigen Nachweis einer spezifischen Rolle des Pigments. Das Potential ist jedoch

vorhanden, und die Vermutung liegt nahe, dass es von C. glabrata auch genutzt wird.

5 Zusammenfassung

Obwohl die Bedeutung von C. glabrata als Krankheitserreger stetig zunimmt, sind bislang
nur wenige Pathogenitatsfaktoren dieses Pilzes bekannt. Die Entdeckung einer neuartigen
Pigmentsynthese bei C. glabrata hat die Moglichkeit eroffnet, dass es sich analog zu den gut
erforschten pilzlichen Melaninen bei diesem Pigment um einen neuen Pathogenitatsfaktor
handelt konnte. In dieser Arbeit sollte deshalb der Syntheseweg des Pigments von
C. glabrata analysiert und die moglichen biologischen Funktionen der Pigmentbildung
bestimmt werden. Die Leitfragen waren dabei (1) wie der Syntheseweg des Pigments
verlauft, (2) unter welchen Bedingungen das Pigment gebildet wird und (3) welche

biologische Wirkung das Pigment fiir C. glabrata hat.
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Uber Transkriptionsprofilanalysen, eine Mutantenbibliothek, die Generierung spezifischer
Mutanten und die heterologe Expression des relevanten Proteins konnte die erste Frage
beantwortet und der Syntheseweg identifiziert und zu einem grof3en Teil aufgeklart werden.
Die Pigmentsynthese ist mit dem Tryptophanabbau von C. glabrata (ber die
Aminosauregarung gekoppelt: die aromatische Aminotransferase Aro8, die den ersten
Schritt des Abbaus katalysiert, ist auch entscheidend fir die Pigmentbildung. Das
entstehende Zwischenprodukt, Indolpyruvat, reagiert danach entweder liber weitere
Zwischenschritte zu dem Pigment oder folgt (ber die Phenylpyruvat-Decarboxylase Aro10
weiter dem Weg der Aminosduregarung. Die alternative aromatische Aminotransferase
Aro9 spielt bei der Pigmentierung nur eine untergeordnete Rolle.

Die Bandbreite der Antworten auf die zweite Leitfrage ist breiter: Die Faktoren, die die
Pigmentbildung beeinflussen, sind vielfdltiger Natur. Tryptophan ist fir die Synthese des
Pigments unabdingbar, und Sauerstoff wird flir die spontane Reaktion des
Pigmentvorlaufers zum eigentlichen Pigment bendtigt. Alternative Stickstoffquellen,
nichtfermentierbare Kohlenstoffquellen und hohe Zelldichte verringern die Pigmentbildung
durch C. glabrata. Viele dieser Faktoren konnten in einem vorlaufigen Modell
zusammengefallt werden, in dem an dieser Regulation der cAMP-Signaltransduktionsweg
beteiligt ist, sehr wahrscheinlich iber den Rezeptor Gprl.

Fir das Pigment lieBen sich in Beantwortung der dritten Frage auch verschiedene mogliche
biologische Funktionen beschreiben. Pigmentierte Hefen sind besser gegen UV-Licht, gegen
Wasserstoffperoxid und gegen die Wirkung von menschlichen Neutrophilen geschitzt.
Zudem zeigen sie eine deutlich héhere Schadigung von Wirtszellen in einem in vitro-Modell.
In diesen Funktionen dhnelt es damit den bekannten pilzlichen Melaninen und kann somit
als moglicher Pathogenitatsfaktor von C. glabrata behandelt werden. Daneben konnte aber
auch gezeigt werden, dass Pigmentbestandteile die Bildung von Filamenten durch den
haufig gemeinsam mit C. glabrata auftretenden pathogenen Pilz C. albicans wirksam
unterdriicken kénnen.

Neben diesen direkten Antworten ergaben sich auch weitere interessante Nebenaspekte
der Biologie von C. glabrata aus dieser Arbeit. So wurden hier zum ersten Mal die
wichtigsten Schritte der Aminosdauregarung in C. glabrata aufgeklart. Dabei zeigte sich, dass
die beiden aromatischen Aminotransferasen von C. glabrata andere Funktionen und eine

andere Regulation als in S. cerevisiae haben. Weiterhin konnte Histidin als mogliches neues
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Substrat von Aro8 beschrieben werden, wodurch C. glabrata im Gegensatz zu S. cerevisiae
den beiden gemeinsamen Verlust der Histidase kompensiert. Auch deutete sich eine
Verknlipfung des Vid-Komplexes mit der Stickstoffwahrnehmung an, wodurch eine

Verbindung der Wahrnehmung von Stickstoff- und Kohlenstoffquellen méglich scheint.

5.1 Summary

The relative importance of C. glabrata as a causative agent of severe diseases is rising
steadily. But in spite of this, few pathogenicity factors have been described for this fungus.
Pigment synthesis by C. glabrata may constitute a novel pathogenicity factor, analogous to
the well-studied fungal melanins. This work aimed to elucidate the biosynthetic pathway of
pigment production and determine the biological function of C. glabrata pigmentation.
Three central questions were posed: (1) how is the pigment synthesized, (2) under which

conditions does pigmentation take place and (3) what is the biological role of the pigment?

Using transcriptional profiling, a random mutant library, targeted knock-out mutants of
C. glabrata, and recombinant expression of a central protein, the pigment biosynthetic
pathway was identified and partially elucidated. Pigment synthesis is strictly coupled to
tryptophan degradation in C. glabrata. The aromatic amino transferase Aro8 catalyzes both
the first step in tryptophan utilization and in pigment synthesis. Indole pyruvate, the
resulting intermediate, then reacts further to form the pigment. Alternatively, it follows the
Ehrlich pathway of amino acid degradation via the decarboxylase Arol0, thus preventing
pigment formation. The aromatic amino transferase Aro9, which acts in parallel to Aro8,
plays a lesser role in pigmentation.

A multitude of factors influence the pigmentation process: while tryptophan is an absolute
prerequisite, other additional nitrogen sources can inhibit pigmentation. Oxygen is also
required for a secondary, spontaneous reaction step after the initial intermediate
formation. Non-fermentable carbon sources and high initial cell density strongly reduce the
amount of pigment formed. Many of these different factors and influences can be
integrated into a preliminary model of pigmentation, based on the activity of the cyclic AMP

signal transduction pathway and the receptor protein Gprl.
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The biological functions of this pigment are also quite diverse. Pigmented cells are better
protected against the adverse effects of hydrogen peroxide, UV light and killing by human
neutrophils. Furthermore, pigment containing yeasts cause more damage to human cells in
an in vitro epithelial model. In these respects, the pigment resembles the well-known fungal
melanins, and may thus be considered a potential pathogenicity factor of C. glabrata. In
addition to these effects, pigmented supernatant of C. glabrata cultures was able to
effectively repress filament production in C. albicans, a fungus known to occur in co-
infections with C. glabrata.

Further novel aspects of the biology of C. glabrata have been described in this work in
addition to the original questions. For the first time, the initial steps of the Ehrlich pathway
have been elucidated in C. glabrata. Interestingly, the function and regulation of the
C. glabrata aromatic amino transferases differs from their known counterparts in the closely
related baker's yeast. Furthermore, Aro8 in C. glabrata seems to accept histidine as a
subtrate, in contrast to the enzyme in S. cerevisiae. This enables C. glabrata to grow on
histidine as a sole nitrogen source, despite the lack of a histidase enzyme. Also, a
connection between the carbon and nitrogen sensing mechanisms via the Vid complex

seems plausible in light of the data presented here.

5.2 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals die Synthese dieses neuartigen, tryptophanabhangigen
Pigments bei einem humanpathogenen Pilz aufgeschliisselt werden und dem Pigment dabei
verschiedene mogliche Rollen in der Pathogenese zugeordnet werden. Da neben C. glabrata
und M. furfur auch weitere pathogene Pilze, darunter sowohl Asco- als Basidiomyceten,
dieses Pigment produzieren konnen, bietet diese Arbeit die Grundlagen, um auch bei
weiteren Pilzen die Rolle des tryptophanabhangigen Pigments zu erforschen.

Bei C. glabrata selbst fehlen derzeit noch die entsprechenden in vivo-Modelle, um schliissig
die Rolle der Pigmentbildung in der Pathogenese nachzuweisen. In einem Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass Aminosaureprotoptrophien nur einen sehr geringen Einfluld auf
den Infektionsverlauf haben (Jacobsen, Brunke, et al., in Vorbereitung). Inwieweit das auch
flir Mutanten gilt, die spezische Aminosauren nicht als Stickstoffquelle nutzen kénnen, wie

aro8A, miiflte vor der Erprobung dieser Mutanten im Tierversuch abgeklart werden.
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Auch in vitro gibt es noch weitere interessante Fragestellungen. Zum einen kénnten die hier
erlangten Ergebnisse verwendet werden, um weiter zu untersuchen, Uber welchen
Signaltransduktionsweg die Pigmentsynthese reguliert wird. Neben der moglichen
Bestatigung von Gprl als Rezeptor ware die Rolle des Transkriptionsfaktors Aro80 von
Interesse, ebenso wie der mogliche Zusammenhang der vesikelinduzierten Degradation
(VID) und der Aktivitat von Arol0. Kann die posttranslationale Regulation von Arol0 die
Pigmentierung wirklich wie vermutet beeinflussen? Und welche Rolle spielt der VID-
Komplex dabei? Diese Aspekte gingen weit Uber die Fragestellung dieser Arbeit hinaus,
konnten aber auch Riickschlisse auf die Stickstoffverwertung bei S. cerevisiae erlauben.
Auch die Histidinverwertung durch C. glabrata bietet ein interessantes Feld fir weitere
Forschung. Offensichtlich erfolgt diese im Gegensatz zur Bickerhefe, die Histidin nicht als
Stickstoffquelle nutzen kann, Uber Aro8. Das vorhandene, heterolog exprimierte Protein
kann in Zukunft AufschluR dariiber geben, ob C. glabrata hier einen ungewdhnlichen Weg
der Aminosaureverwertung verwendet.

Zuletzt ist die Substanz im Pigment von C. glabrata, die die Filamentbildung von C. albicans
so effektiv unterdriicken kann, von sehr hohem Interesse. Detailliertere Fraktionierungen in
Verbindung mit den etablierten Nachweisverfahren sollten in naher Zukunft eine
Beschreibung dieser Substanz ermaoglichen.

In Zukunft kann somit, auch mit dieser Arbeit als Grundlage, die Funktion der
tryptopholanhangigen Pigmentsynthese bei C. glabrata und weiteren humanpathogenen
Pilzen noch ndher untersucht werden. Die mogliche Rolle in der Pathogenese, der recht
einfache Syntheseweg und die Vielzahl der Effekte machen die Pigmentsynthese zu einem

interessanten Objekt der Forschung an pathogenen Pilzen und ihrer Bekampfung.
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7.6 Genlisten

7.6.1 Differentiell in Tryptophan hochregulierte C. glabrata-Gene

Expression (Vielfache von GR) S.c. Ahnlich-

C.g.-Genname Arg Arg Trp Trp Homolog® keit® Kategorie®
8h 24h 8h 24h

CAGLOA03102g 0,85 0,80 12,84 10,38 ARO10 3 Aminosduregarung
CAGLO0I10791g 0,61 0,73 8,82 6,27 ARG3 4 Argininsynthese
CAGLOHO06017g 1,87 2,21 7,60 5,10 FLR1 3 Transporter / Permease
CAGL0J11242g 1,91 1,44 7,53 6,62 RHO5 3 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOGO01254g 2,63 2,09 7,22 3,90 AROS8 4 Aminosduregarung
CAGLOK02145¢g 2,94 1,22 6,89 5,94  YER130C 1 Hypothetisches Protein
CAGLOCO04917g 0,65 0,88 6,61 4,33 CPA2 4 Argininsynthese
CAGLOGO04389g 1,32 1,07 5,97 4,27 GZF3 1 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOM11660g 2,51 090 592 4,58 RHR2 4 Stressantwort
CAGLOK10780g 2,31 2,35 5,87 3,54 IMD4 4 Nucleotidmetabolismus
CAGLOMO07293g 1,10 0,99 5,73 24,95 PDR12 3 Transporter / Permease
CAGLOMO05775g 2,27 2,22 5,70 3,16 NIP7 4 Ribosom
CAGL0I06248¢g 2,74 1,46 5,69 3,79 HAL5 3 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOK12254g 1,73 1,41 5,63 6,36 VID24 3 Glukose-induzierte Degradation
CAGLOIO8987g 1,31 0,59 5,34 3,77 ARG4 4 Argininsynthesis
CAGLOCO5115¢ 1,27 1,10 5,21 4,10 ARG1 4 Argininsynthesis
CAGLOLO0671g 1,98 1,84 4,96 3,12 FCY2 4 Transporter / Permease
CAGLOL0O3157g 2,77 0,89 4,69 4,21 GZF3 1 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOMO5841g 2,16 0,84 4,54 3,30 KTR2 3 Glycosylierung
CAGL0J04554g 2,96 1,34 4,51 3,86 AAT2 3 Aminosduremetabolismus
CAGLOB01507g 0,86 0,57 4,48 3,76 ARG8 4 Argininsynthese
CAGLOB04895g 2,26 2,71 4,46 4,54 RFX1 2 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOGO03531g 1,21 2,43 4,33 4,80 SPR6 1 Unbekannte Funktion
CAGLOI10747g 2,54 1,79 4,30 4,54 MEP3 4 Transporter / Permease
CAGLOF02563g 1,40 0,61 4,28 3,27 HPT1 4 Nucleotidmetabolismus
CAGLOCO5555g 2,87 1,51 4,19 3,84 GUD1 3 Nucleotidmetabolismus
CAGLOG04763g 2,84 2,45 4,17 5,11 RGS2 1 Regulation / Signaltransduktion
CAGL0J09790g 1,92 1,12 3,90 3,09 GGC(C1 4 Transporter / Permease
CAGLOMO08580g 2,03 2,39 3,66 3,86 DON1 1 Meiose
CAGLOM11198g 2,23 2,94 3,57 3,76 UBPS8 3 Regulation / Signaltransduktion
CAGLO0I10626g 1,18 1,26 3,48 3,25 YGR125W 3 Unbekannte Funktion
CAGLOHO08393g 1,50 1,39 3,45 4,90 BAP3 4 Transporter / Permease
CAGLOE01793g 1,63 0,53 3,44 3,76 YPS1 3 Protease
CAGLOD01826g 2,55 2,92 3,40 3,43 GCN1 3 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOGO04213g 2,99 1,60 3,39 3,03 RNR4 3 Nucleotidmetabolismus
CAGL0J07502g 2,21 2,06 3,38 3,99 YNL234W 3 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOL03388g 0,91 0,44 3,36 3,35 Keine dhnliches Protein
CAGLOI04862g 1,68 2,00 3,31 3,49 SNQ2 4 Transporter / Permease
CAGLOKO05753g 2,63 1,38 3,31 4,66 GNP1 4 Transporter / Permease
CAGLOH02519g 2,52 2,87 3,28 3,78 YMR253C 3 Unbekannte Funktion
CAGLOK12540g 2,04 2,31 3,27 3,77 HAC1 1 Regulation / Signaltransduktion
CAGLOEO05522g 2,26 2,25 3,21 3,85 YOR342C 3 Unbekannte Funktion
CAGLOB02057g 2,65 2,74 3,15 3,02 FIN1 1 Mitose
CAGLO0I10901g 2,49 1,13 3,11 3,10 SLK19 3 Meiose
CAGLOF02387g 2,13 1,69 3,06 3,26 PHO87 3 Transporter / Permease
CAGLOL0O5038g 2,47 1,48 3,06 3,00 MUD2 2 Splicing
CAGLOB01683g 2,83 1,86 3,04 3,07 TMN2 4 Unbekannte Funktion
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In 5 mM Tryptophol mindestens 3x hochregulierte C. albicans-Gene

Expression (Vielfache von GR)

C.a. — ORF K Trp'ol  Trp'ol Arg Pgmt Pgmt Gen- Kategorie

0mv 1mM_5mM WT WT arol0A name
Hochreguliert in 5 mM Tryptophol
orf19.5573 2,34 1,24 8,21 1,12 2,06 0,90 Hypothetischer ORF
orf19.4551 1,18 2,24 6,39 11,10 21,65 29,73 CTN1 Nichtfermentierbare C-Quellen
orf19.1069 1,63 1,59 5,54 1,42 1,46 4,48 RPN4 DNA-Bindeprotein
orf19.2048 0,88 0,61 5,22 2,92 16,41 36,28 Hypothetischer ORF
orf19.1415 0,72 0,87 2,95 0,51 1,70 1,21 FRE10 Eisenreduktase
orf19.853 0,79 1,06 2,77 1,00 1,38 1,75 SAP99 Putative sektretierte Protease
orf19.2308 0,84 1,31 2,65 0,36 0,95 1,55 Hypothetischer ORF
orf19.6899 0,82 1,44 2,53 2,01 1,35 1,63 Hypothetischer ORF
orf19.7455 0,66 0,42 2,29 1,73 1,42 1,25 Hypothetischer ORF
orf19.4894 0,70 0,98 2,16 2,66 5,24 4,15 Unbekannte Funktion
orf19.3782 0,66 0,88 1,99 0,75 0,97 0,62 Hypothetischer ORF
orf19.2013 0,56 0,60 1,69 0,68 0,96 0,80 KAR2 Chaperon
orf19.4676 0,43 0,66 1,57 1,87 2,99 3,49 Hypothetischer ORF
orf19.5042 0,42 1,34 1,51 2,80 2,00 1,60 Hypothetischer ORF
orf19.3229 0,41 0,57 1,38 0,58 1,14 0,92 Hypothetischer ORF
orf19.2531 0,24 0,19 1,32 0,83 1,52 2,38 CSP37 Hyphenzellwandprotein
Hochreguliert in 5 mM Tryptophol und Pigment von Wildtyp
orf19.1631 1,09 1,91 5,27 1,00 1,47 3,28 ERG6 Ergosterolbiosynthese
orf19.7310 0,37 0,32 1,24 0,54 0,77 1,49 Hypothetischer ORF; Meiose?
orf19.220 0,41 0,46 1,45 0,53 1,21 1,61 PIR1 Hefenzellwandprotein
orf19.6000 1,18 1,83 4,76 0,96 1,51 5,11 CDR1 Multidrug-Transporter
orf19.2693 0,74 0,69 2,54 0,41 0,97 4,33 Hypothetischer ORF
orf19.6662 0,26 0,67 0,79 0,77 0,71 0,86 Hypothetischer ORF
orf19.6322 1,56 2,02 6,57 3,20 2,32 6,44 ARD Nichtfermentierbare C-Quellen
Hochreguliert in 5 mM Tryptophol, Pigment von Wildtyp und Pigment von aro10A-Mutante
orf19.5565 0,71 2,10 3,23 1,63 5,09 5,10 Abbau verzweigtkettiger AS
orf19.3160 0,22 0,17 0,70 0,41 1,11 2,26 HSP12 Hitzeschockprotein
orf19.1027 0,28 0,22 1,20 0,78 2,37 3,99 PDR16 Phospatidylinositol-Transfer
orf19.5380 0,35 0,88 1,40 0,87 1,34 1,66 Transkriptionsfaktor;Lysin?
orf19.7042 1,66 2,27 7,52 1,72 9,15 20,75 Hypothetischer ORF
orf19.7498 1,28 2,10 3,87 3,43 3,87 4,51 LEU1 Leucinsynthese; hyphenrepr.
orf19.2262 0,62 0,80 1,88 1,31 1,92 3,26 Hypothetischer ORF

Abkirzungen: K — Kontrolle; Trp'ol — Tryptophol; Arg — Arginintiberstand (nichtpigmentiert); Pgmt —
pigmentierter Uberstand (Tryptophan); GR — Gemeinsame Referenz (siehe Abschnitt 2.6.1.1)
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7.6.3 In 5 mM Tryptophol mindestens 3x runterregulierte C. albicans-Gene

Expression (Vielfache von GR)

C.a. — ORF K Trp'ol Trp'ol Arg Pgmt Pgmt Gen- Kategorie

OmM 1mM_ 5mM WT WT arol0A name
Herunterreguliert in 5 mM Tryptophol
orf19.1691 0,33 0,59 0,08 0,05 0,07 0,06 Hypothetischer ORF;
orf19.2374 0,87 0,44 0,21 0,16 0,34 0,20 Hypothetischer ORF
orfl19.1714 1,25 0,84 0,36 1,03 0,64 0,45 PGA44 GPl-verankertes Protein
orf19.3707 1,38 0,76 0,37 5,03 1,85 0,75 YHB1 Stressantwort
CaalfMt24 1,52 1,07 0,41 0,37 0,56 0,32 TRNT1 Threonin-tRNA
orf19.1899 2,64 3,28 0,51 1,28 1,82 1,43 Hypothetischer ORF
orf19.1255 1,78 1,76 0,53 2,71 1,56 0,66 Transkriptionsfaktor
orf19.6834 1,78 0,86 0,53 0,67 0,99 0,70 Hypothetischer ORF
orf19.4941 1,72 1,07 0,54 0,31 0,42 0,50 TYE7  Transkriptionsfaktor; Hyphen
orf19.3801 2,55 1,71 0,73 3,12 0,92 0,94 FAV1 a-Pheromon-aktiviert
orf19.1321 5,79 4,23 0,91 6,64 0,74 0,45 HWP1 Hyphenzellwandprotein
orf19.670. 5,36 1,50 0,94 7,85 8,42 5,43 Hypothetischer ORF
orf19.1327 3,70 2,89 1,05 4,11 1,27 1,53 RBT1 Hyphenzellwandprotein
orf19.1354 5,40 2,92 1,66 11,49 3,65 9,63 UCF1 Hyphenreprimiert, cAMP-
orf19.6741 7,29 5,80 2,32 7,50 3,19 3,05 Hypothetischer ORF
Hochreguliert in 5 mM Tryptophol und Pigment von Wildtyp
orf19.3262 1,02 0,82 0,19 1,30 0,21 0,20 Hypothetischer ORF
orf19.333 1,23 1,00 0,32 0,53 0,21 0,24 FCY2 Purin-Cytosin-Permease
orf19.2020 1,49 1,22 0,38 0,81 0,26 0,43 HGT6 Glukosetransport
orf19.5760 3,27 3,11 0,44 5,48 0,71 0,51 [HD1 Membranprotein (Hyphen)
orf19.2022 1,67 1,23 0,45 1,30 0,49 0,50 Hypothetischer ORF
orf19.5761 2,46 2,89 0,48 6,76 0,52 0,48 Unbekannte Funktion
orf19.2803 1,86 1,16 0,55 0,99 0,59 0,35 HEM1 Hambiosynthese
orf19.2355 5,95 5,26 0,65 6,84 0,83 0,57 ALS10 Adhasin
orf19.3475 2,80 2,63 0,72 3,38 0,40 0,29 Hypheninduziert
orf19.2060 6,44 8,95 0,78 18,00 0,88 0,72 SOD5 Stressantwort
orf19.7561 2,92 1,89 0,84 2,14 0,35 0,29 DEF1  Hyphenverlangerung
orf19.3718 5,29 5,62 0,86 3,17 0,92 0,55 Genfragment
orf19.5265 2,95 2,57 0,86 5,80 0,72 0,70 KIP4 Hypheninduziert
orf19.701 4,70 3,80 0,99 5,29 0,95 1,15 CFL11 Hypothetischer ORF;
orf19.4975 6,93 6,10 1,01 12,73 0,89 0,86 HYR1 Hyphenzellwandprotein
orf19.3384 6,84 5,74 1,11 4,14 1,40 0,91 Hyphenzellwandprotein
orf19.3374 59,18 41,83 1,14 52,36 0,22 0,26 ECE1  Hypheninduziert
Herunterreguliert in 5 mM Tryptophol und Pigment von Wildtyp
orf19.7336 3,28 2,54 0,79 1,56 0,90 1,74 Hypothetischer ORF
Herunterreguliert in 5 mM Tryptophol und Pigment von aro10A-Mutante
orf19.3966 1,40 1,75 0,45 0,52 0,74 0,35 CRH12 Zellwandprotein
orf19.1206 1,78 2,08 0,49 1,24 0,68 0,52 FET35 Eisenaufnahme
orf19.3406 1,82 0,93 0,60 2,78 1,41 0,53 Hypothetischer ORF
orf19.4749 2,23 1,32 0,74 1,63 0,75 0,59 Hypheninduziert
orf19.5542 6,30 14,08 0,85 13,54 2,11 0,79 SAP6  Sekretierte Protease
orf19.5392 6,12 2,59 0,90 3,76 5,41 1,10 NGT1 Hypheninduktion

Abkirzungen: K— Kontrolle; Trp'ol — Tryptophol; Arg — Argininliberstand (nichtpigmentiert); Pgmt —
pigmentierter Uberstand (Tryptophan); GR — Gemeinsame Referenz (siehe Abschnitt 2.6.1.1)
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7.7 Abkiirzungen und Herstellerverzeichnis

Abkiirzung  Bedeutung
Arg Arginin
bp Basenpaare
cAMP cyclic AMP — zyklisches Adenosinmonophosphat
cfu Colony forming units — koloniebildende Einheiten
cRNA copy RNA — RNS nach Amplifikation
CcTP Cytidin-Triphosphat
Cy3 Cyanine dye 3 — (Fluoreszenzfarbstoff)
Cy5 Cyanine dye 5 — (Fluoreszenzfarbstoff)
DBcAMP N6,2'-0-Dibutyryladenosin-3'-5'-zyklisches Monophosphat (> cAMP)
DIG Digoxigenin
DNA Desoxyribonucleid Acid — Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
duTP Desoxyuridintriphosphat
FBS Fotales Bovines Serum
HBSS Hanks' balanced salt solution —
HPLC High performance liquid chromatography — Hochleistungsflissigkeitschromatografie
LOWESS Local Weighted Scatterplot Smoothing — (eine Regressionsanalyse)
MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure
mRNA messenger RNA — Boten-RNS
orf/ORF Open Reading Frame — offenes Leseraster
Phe Phenylalanin
PMN Polymorphonukledre Granulocyten
RNA Ribonucleic Acid — Ribonukleinsdure (RNS)
SD Synthetic Defined — (Synthetisches, definiertes Medium)
SDS Sodium dodecyl sulphate — Natriumdodecylsulfat
SSC Sodium Sodium Citrate Buffer — Natrium-Natriumcitratpuffer
Thr Threonin
Trp Tryptophan
Trp'ol Tryptophol
uv Ultraviolett
WT Wildtyp
YNB Yeast Nitrogen Base — (Grundlage fiir Minimalmedium)
Hersteller Ort
Applichem Darmstadt, Deutschland
BD Biosciences Deutschland Heidelberg, Deutschland
Eurogentec Liege, Belgien
Invitrogen (inkl. Gibco) Deutschland Karlsruhe, Deutschland
Merck Darmstadt, Deutschland
NEB - New England Biolabs Ipswich, MA, USA
PAA Linz, Osterreich
Peqlab Erlangen, Deutschland
Qiagen Venlo, Niederlande

Roche Applied Science Deutschland
Roth

Sigma - Aldrich Chemie Deutschland
TPP - Techno Plastic Products

Vilber Lourmat

Mannheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Miinchen, Deutschland
Trasadingen, Schweiz
Marne-la-Vallee, Frankreich
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