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Einleitung 1

EINLEITUNG

1.1. Biologische Grundlagen der medizinischen Mykologie

Pilze sind eukaryontische Organismen ohne Befdhigung zur Photosynthese. Von tierischen
Zéellen unterscheiden sich Pilzzellen unter anderem durch ihre Zellwand (Margulis und
Schwartz, 2000). Diese differiert im Aufbau grundsétzlich von der bakteriellen Zellwand und
besteht im Wesentlichen aus b-1,3- und b-1,6- verknipften Glukanen sowie Mannanen und
Chitin (Chaffin et al., 1998; Lipke und Ovalle, 1998; Smits et al., 1999). Die Anzahl der be-
kannten Pilzspezies Uberschreitet bel weitem die der Bakterien und Viren (Guarro et al.,
1999). Nur ein Bruchteil der wahrscheinlich tber 1.000.000 Arten sind als Krarkheitserreger
beim Menschen beobachtet worden, wobei jedoch diese Anzahl steigt (Pfaller, 1995; Fridkin
und Jarvis, 1996; Guarro et al., 1999).

Die taxonomische Einteilung der Pilze ist ein weitgehend ungeldstes Problem. Pilze zeigen
sowohl eine mitotisch - asexuelle as auch eine meiotisch - sexuelle Vermehrung (Guarro et
al., 1999; Margulis und Schwartz, 2000). Man kann daher zwischen der perfekten (sexuellen
= Teleomorph) und der imperfekten (asexuellen = Anamorph) Form einer Spezies unterschei-
den. Biologisch werden Pilze nach der sexuellen Form eingeteilt. Diese ist jedoch bel vielen
Spezies nicht bekannt oder existiert moglicherweise gar nicht. Solche Pilze werden als Deute-
romyceten (fungi imperfecti) bezeichnet (Guarro et al., 1999; Margulis und Schwartz, 2000).
Ihre historische Einteilung aufgrund von phanotypischen und biochemischen Eigenschaften
geriet aufgrund verschiedener Entwicklungen ins Wanken.

Fur viele Deuteromyceten wurde im Nachhinein eine perfekte Form gefunden. Fir diese Pilze
existieren jetzt zwei Namen, wobei meist die Bezeichnung der asexuellen Form gebréauchli-
cher ist, da unter Kulturbedingungen oft nur diese geziichtet wird. Beispiele hierfur sind Can-
dida guilliermondii (sexuelle Form: Pichia guilliermondii) oder auch Cryptococcus neofor-
mans (sexuelle Form: Filobasidiella neoformans) (KwonChung und Bennett, 1978; Koz,
1995; Kurtzman und Fell, 1998). Dabei ist es keineswegs so, dass Mitglieder eines anamor-
phen Genus auch zu einem Teleomorph - Genus gehdren (Guarro et al., 1999).

Durch molekularbiol ogische Untersuchungen ist es aul3erdem gelungen, nahe Verwandtschaf-
ten zwischen Spezies aufzuzeigen, die bis dato unterschiedlich klassifiziert wurden. Ein Bei-
spiel hierfir ist die BEngliederung der Gattung Torulopsis mit der humanpathogen bedeutsa
men Spezies Torulopsis glabrata in das Genus Candida (jetzt: Candida glabrata) (Odds,

1988). Im Zuge dieser Entwicklungen wird der Begriff der Spezies zunehmend tber moleku-
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largenetische Unterschiede definiert (Bruns et al., 1991; Peterson und Kurtzman, 1991; Rey-
nolds and Taylor, 1991; Blackwell, 1993).

|.2. Das Genus Candida und Candida albicans

Candida ist ein komplexes Genus aus zur Zeit 163 anamorphen Spezies (Kurtzman und Fell,
1998). Die teilweise beschriebenen teleomorphen Formen gehoren bis jetzt 13 unterschiedli-
chen Genera an, von denen wiederum einige polyphyletisch aufgebaut zu sein scheinen
(Guarro et al., 1999). Alle diese Genera gehoren jedoch zu den Ascomyceten (Guarro et al.,
1999; Margulis and Schwartz, 2000).

Innerhalb des Genus wird klassischerweise zwischen den einzelnen Spezies durch die unter-
schiedlichen Assimilationsprofile unterscheiden. Dieses Vorgehen ist auch von diagnostischer
Bedeutung, da solche Assimilationsprofile mit halbautomatisierten Kulturstreifen erstellt und
computerunterstitzt ausgewertet werden kénnen (Ramani et al., 1998). Die Anzahl der als
pathogen beschriebenen Spezies ist im Steigen begriffen und es sind mittlerweile circa 20
pathogene Spezies im Genus bekannt (Jarvis, 1995; Coleman et al., 1998; Kappstein et al.,
1998; Guarro et al., 1999). Dabei ist Candida albicans der bei weitem am haufigsten isolierte
Erreger.

Im mikrobiologischen Labor wird C. albicans von anderen pathogenen Hefen durch die F&
higkeit zur Ausbildung von Keimschlduchen und Chlamydosporen unterschieden. Keim:
schléuche (Pseudohyphen) als elongierte Audaufer des Zellsomas entstehen durch Knospung
ohne Zédllteilung unter einer Vielzahl von &uf¥eren Bedingungen (Ernst, 2000; Abb. 1).
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Abb. 1: Polymorphismusbei C. albicans

C. albicans kann in Abhangigkeit von &uf3eren Bedingungen in verschiedenen Formen auftreten.
Dazu z&hlen die typischen Hefezellen (links, 100x Olimmersion), Pseudohyphen oder Keim-
schlduche (Mitte, 100x Olimmersion) sowie echte Hyphen (rechts, 40x). Diese morphogenetische
Flexibilitét gilt als wichtiger Pathogenitétsfaktor.
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Echte Hyphen sind demgegeniiber durch septale Abgrenzung unizellulérer Einzelelemente in
einem Mycelverband gekennzeichnet (Odds, 1988; Ernst, 2000; Abb. 1). Die Fahigkeit von C.
albicans, in diesen verschiedenen morphologischen Formen zu erscheinen, bezeichnet man
als Dimorphismus oder korrekter als Polymorphismus. Chlamydosporen werden als putative
Dauerformen vor alem unter Mangelbedingungen in einem (pseudo)hyphalen Verband as
endsténdige Zellen mit dicker, doppel brechender Wandstruktur ausgebildet (Odds, 1988).
Andere humanmedizinisch bedeutsame Erreger im Genus Candida sind Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis Candida guilliermondii und Candida krusei (Ha-
zen, 1995; Fridkin und Jarvis, 1996). Der Anteil dieser non-albicans Spezies unter den Klini-
schen Isolaten nimmt ebenso wie die absolute Haufigkeit der durch Candida verursachten
Infektionen zu (Hazen, 1995; Wingard et al., 1995; Fridkin und Jarvis, 1996). An der Spitze
steht hierbei Candida glabrata, eine Spezies, die in letzter Zeit verstérkt in den Blickpunkt
der Forschung geraten ist (Cormack et al., 1999; Fidel et al., 1999; El Barkani et al., 2000a).

|.3. Candida dubliniensis sp. novum

[.3.1. Phénotypische Merkmale C. dubliniensis
Die urspriingliche Beschreibung von C. . stellgrodden
dubliniensis erfolgte 1995 anhand der

O el Bicearns
genotypischen und phéanotypischen Un-
tersuchung ener Gruppe atypischer C. C. parapyiosis

albicans Isolate (Sullivan et al., 1995).
Unterschiede zu typischen C. albicans

— ", tiopecalis

Referenzstdmmen, die im Folgenden —C. kefyr

naher erldutert werden, fuhrten zur Pos-

€ gricehrenic
tierung einer eigenstandigen, phylogere-

tisch sehr nahe mit C. albicans verward- € kruses

ten Spezies, die nach der irischen Haupt-
stadt Dublin benannt wurde (Sullivan et

al., 1995; Abb. 2). .

Abb. 2: Phylogenetischer Sammbaum
Alle diese atypischen Isolate waren auf- | Wurzelloser Stammbaum basierend auf einem
Alignment einer 500bp Region der V3 rDNA. Der
Maldstab reprasentiert einen 5% Unterschied in der

und Chlamydosporen auszubilden, rou | Nukleinsiuresequenz. (nach Sullivan et al., 1995)

grund ihrer Fahigkeit, Keimschlduche
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tinemal3ig a's C. albicans klassifiziert worden. Neben C. albicans ist C. dubliniensis bis dato
die einzige Spezies im Genus Candida, die diese beiden charakteristischen Merkmale zeigt
(Gilfillan et al., 1998). Dies ist von besonderer Bedeutung fir die mykologische Diagnostik,
da die Chlamydosporenbildung auf Mangelmedien wie Reis- Tween Agar als spezifischer dia-
gnostischer Test fir C. albicans verwendet wird. In weitaus der meisten Zahl von Féllen wer-
den C. dubliniensis Isolate daher a's C. albicans fehlklassifiziert. Die Chlamydosporenbildung
ist im Gegensatz zu den C. albicans Referenzstdmmen als reichhaltiger beschrieben, es lassen
sich Duplets und Triplets von Chlamydosporen an einzelnen Stiitzzellen beobachten (Sullivan
et al., 1995; diese Arbeit).

Von C. albicans Referenzstéammen unterscheiden sich C. dubliniensis I solate typischerweise
weiterhin durch ein reduziertes Wachstum bel 42°C und 45°C sowie ein abweichendes Koh
lenhydrat- Assimilationsmuster (Pinjon et al., 1998; Sullivan und Coleman, 1998; diese Ar-
beit). Im Schnelltestsystem API ID 32C sind insbesondere die fehlenden Assimilationen von
D-Xylose, a-Methyl-D-glucosid und DL-Lactat auffdlig (Salkin et al., 1998). Diese Unter-
schiede waren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, wobei sich eine starke Abhangigkeit
vom jeweils verwendeten Testsystem zeigte (Sullivan et al., 1995; Salkin et al., 1998; Gales
et al., 2000; Pincus et al., 2000; Tintelnot et al., 2000).

Bereits vor der Beschreibung von C. dubliniensis war bekannt, dass einige atypische C. albi-
cans Isolate im Gegensatz zu Referenzstammen keine intrazelluldre b-Glukosidase Aktivitét
aufweisen (Boerlin et al., 1995). Solche Isolate konnten spater der neuen Spezies C. dubli-
nienss zugeordnet werden. Die Untersuchung dieser Eigenschaft in einem Assay ist aler-
dings relativ aufwendig (Boerlin et al., 1995). C. dubliniensis wird jedoch typischerweise in
diesem Test negativ reagieren. Demgegentiber sind nur vereinzelte Isolate von C. albicans
beschrieben worden, die keine intrazelluldre b-Glukosidase Aktivitét aufweisen (Odds et al.,
1998; Tintelnot et al., 2000)

CHROMagar Candida ist ein diagnostisches Medium, auf dem verschiedene Candida Spezies
aufgrund unterschiedlicher Koloniefarbungen voneinander differenziert werden kénnen (Odds
und Bernaerts, 1994). Wahrend sich C. albicans Isolate meist hellgrin farben, sind C. dubli-
niensis Isolate als eher dunkelgriin beschrieben worden (Schoofs et al., 1997). Die diagnosti-
sche Validitét dieser Untersuchung wurde zwar bereits bei der ersten Beschreibung aufgrund
intraindividueller Schwankungen der Kolonieférbung relativiert (Schoofs et al., 1997). Trotz
dem fand der Test aufgrund seiner einfachen und kostengunstigen Durchfuhrbarkeit weite
Verbreitung al's Screeningmethode (Schoofs et al., 1997; Kirckpatrick et al., 1998; Jabra Rizk
et al., 1999).
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Erst kirzlich konnte in einer 25 Stdmme umfassenden Studie gezeigt werden, dass C. dubli-
nienss im Gegensatz zu C. albicans auf Staib-Agar (Guizotia abyssinica-Kreatinin Agar),
einem in der Diagnostik von C. neoformans verwendeten Medium, Pseudohyphen, Hyphen
und Chlamydosporen bildet (Staib und Morschhduser, 1999). Dieser schnelle und einfache
Test wurde im Rahmen der folgenden Arbeit erstmals evaluiert und mit den Ergebnissen no-
lekularer Verfahren korreliert.

V erschiedene andere phanotypische Unterschiede zwischen den beiden Spezies sind beschrie-
ben worden (Bikandi et al., 1998; Timmins et al., 1998; Velegraki und Logotheti, 1998;
Jabra-Rizk et al., 1999; Peltroche-Llacsahuanga et al., 2000). Die meisten konnten sich je-

doch nicht zur Differenzierung durchsetzen und werden deshalb hier nicht weiter berticksich-
tigt.

1.3.2. Molekularbiologische Charakteristika

Die Klassifizierung von Deuteromyceten wie C. albicans und C. dubliniensis basiert zuneh-
mend auf molekularen Untersuchungen. Im Vordergrund stehen hierbel Sequenzanalysen
innerhalb der fur ribosomale RNA kodierenden DNA Sequenzen, wie beispielsweise der V3
Region im Gen fur die 25s rRNA. Die Sequenzierung dieser Region kann zur Zeit as Gold-
standard der Differenzierung zwischen C. albicans und C. dubliniensis betrachtet werden
(Sullivan et al., 1995; Sullivan und Coleman, 1998). Aber auch in axderen Bereichen der
rDNA finden sich relevante Unterschiede (McCullough et al., 1999; diese Arbeit).

Auch im Hinblick auf den Karyotyp unterscheiden sich C. albicans und C. dubliniensis. Typi-
scherweise findet man bel der neuen Spezies in Pulsfeldanalysen 10 Banden mit mindestens
einer unterhalb der Grofe von 1 MB, wéhrend C. albicans Isolate nur 7 oder 8 Banden auf-
weisen (Sullivan und Coleman, 1998).

Verschiedene fir C. albicans verwendete DNA Fingerprinting - Sonden wie 27A oder repeti-
tive Mikrosatellitensequenzen hybridisieren kaum mit genomischer DNA von C. dubliniensis
und kirzlich wurden eigene C. dubliniensis fingerprinting Sonden entwickelt (Joly et al.,
1999). Auch andere spezifische Sonden sind beschrieben worden (Elie et al., 1998; Park et
al., 2000). Unterschiede zeigen sich auch in RAPD (random amplified polymorphic DNA)
Analysen beispielsweise mit CARE-2 (Morschhduser et al., 1999).

Die meisten dieser genotypischen Unterschiede wurden bereits als Unterscheidungskriterium
herangezogen. Zumeist sind solche Analysen jedoch zeitaufwendig oder erfordern einen appa-

rativen Aufwand, der bei groferen Durchlaufzahlen nicht zu realisieren wére. Deshalb wur-
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den, unter anderem im Rahmen dieser Studie, verschiedene PCR Tests entwickelt, die nach
DNA-Isolierung oder mittels direkter DNA-Amplifizierung aus Koloniematerial eine schnelle
und zuverldssige Unterscheidung zwischen beiden Spezies erlauben (Manarelli und Kurtz
man, 1998; Donnelly et al., 1999; Martin et al., 2000; Tamura et al., 2000)

1.3.3. Epidemiologie

Aufgrund der Tatsache, dass die Identifizierung von C. dubliniensis im mykologischen Labor
noch nicht routinemaiig erreicht wird, sind die Informationen zur Epidemiologie dieser Spe-
zies zur Zeit noch begrenzt. Aufféllig erscheint jedoch die enge Assoziation von C. dublinien-
ss zu oropharyngealen Infektionen bel HIV-positiven Patienten (Coleman et al., 1997). Unter
den oropharyngeal en chlamydosporenbildenden Candida Isolaten aus diesem Patientenkollek-
tiv sind bis zu 30% der neuen Spezies zuzuordnen (Kirckpatrick et al., 1998; Melller et al.,
1999; Brown et al., 2000; diese Studie). Die Grinde fir diese Assoziation sind im Moment
unklar. C. dubliniensis wurde auch aus anderen Infektionsorten und bel HIV negativen Patien-
ten isoliert (Sullivan und Coleman, 1998; Meis et al., 1999; Brandt et al., 2000; Polachek et
al., 2000). Inshesondere Patienten mit Diabetes mellitus sind in letzter Zeit as anfallig gegen
Uber C. dubliniensis beschrieben worden (Willis et al., 1999; Willis et al., 2000).

Fest steht, dass es sich bel C. dubliniensis nicht um ein lokales Phdnomen handelt. Isolate
dieser Spezies sind mittlerweile an Verschiedenen geographischen Lokalisationen gefunden
worden (Sullivan et al., 1997; Sullivan und Coleman, 1998; Salkin et al., 1998;Kamei et al.,
2000; Sano et al., 2000)

Die Grinde fur das Aufkommen von C. dubliniensis sind ebenfalls unklar, insbesondere, da
einige tierexperimentelle Daten eine niedrigere Virulenz als fir C. albicans zeigen und C.
dubliniensis Isolate oft niedrigere Lipase- und Proteinaseaktivitét zeigen als C. albicans (Gil-
fillan et al., 1998; Hannula et al., 2000). Immer wieder wurde unter Hinweis auf eine eventu
ell beschleunigte Resistenzentwicklung bei der neuen Spezies der prophylaktische Einsatz
von Azolen in Zusammenhang mit dieser Entwicklung gebracht (Moran et al., 1997; Sullivan
und Coleman, 1998). Allerdings zeigten sich klinische Isolate von C. dubliniensis in den bis-
her verfigbaren Studien nicht resistenter gegentiber herkémmlichen oder neuartigen Antimy-
kotika (Moran et al., 1997; Kirckpatrick et al., 1998; Ryder et al., 1998; Pfaller et al., 1999;
Quindos et al., 2000, diese Arbeit). Und auch die Mechanismen der Resistenzentwicklungen
scheinen sehr dhnlich zu sein (Moran et al., 1998; Ruhnke et al., 2000). Erst kirzlich wurde
berichtet, dass die Adhéarenz von C. dubliniensis zu humanen Epithelzellen in Anwesenheit
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von Fluconazol zunimmt, so dass moglicherweise eher eine indirekte als eine direkte Assozia-
tion zwischen dem prophylaktischen Einsatz dieses Antimykotikums und dem Aufkommen
von C. dubliniensis besteht (Borg von Zeppelin et al., 2000a und b).

|.4. Pathogenitatsfaktoren von C. albicans

C. albicans ist der am haufigsten isolierte humanpathogene Pilz im klinisch- mykologischen
Labor (Jarvis, 1995, Reef and Mayer, 1995; Fridkin und Jarvis, 1996). Trotz dieser Tatsache
war lange nur sehr wenig Uber die nolekularen Mechanismen bekannt, die der Pathogenitét
von C. albicans zugrunde liegen. In den letzten Jahren haben jedoch vor allem zwel Entwick-
lungen dazu beigetragen, dass die Ansdtze in diesem Forschungsbereich sich nachhaltig ver-
andert haben. Zum einen ist hier die rasante Entwicklung der molekularbiol ogischen Metho-
dik zu nennen, die es ermdglicht, bereits auf Nukleinsdureebene nach moglichen Pathogeni-
tétsfaktoren zu suchen. Zum anderen hat bel der Untersuchung von C. albicans die Etablie-
rung der phylogenetisch relativ nahe stehenden aber apathogenen Backerhefe Saccharomyces
cerevisae as Modellorganismus der zell- und molekularbiologischen Forschung eine grof3e
Rolle gespielt. Seit 1997 ist das gesamte Genom von S. cerevisiae sequenziert und kartiert
(Clayton et al., 1997; genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/’ ). Auch weite Telle der

genomischen Information von C. albicans snd in Datenbanken verflgbar

(www.sanger.ac.uk/project/C albicans/, sequence- www.stanford.edu/group/Candida). Durch

Vergleiche des genomischen Repertoirs beider Spezies lassen sich Riickschltisse auf pathoge-
netisch bedeutsame Faktoren bei C. albicans ziehen(Va et al., 1996; Gale et al., 1996; Gale
et al., 1998).

Als wesentlicher Pathogenitétsfaktor von C. albicans wird die Fahigkeit zur Ausbildung von
filamentdsen Wachstumsformen unter einer Vielzahl von auf3eren Bedingungen betrachtet
(Cutler, 1991; Loet al., 1997; Ernst, 2000; Abb. 1 Seite 2). Untersucht man infiziertes Gewe-
be histologisch, so liegt C. albicans meist zum Teil in filamentdsen Formen vor (Odds, 1988).
Studien von Mutanten, welche die Fahigkeit zur Keimschlauchbildung verloren haben, legen
einen engen Zusammenhang zwischen Dimorphismus und Pathogenitét nahe und viele Mut-
anten, die in vitro die Fahigkeit zur Aushildung von Keimschlduchen verloren haben, zeigen
auch im Tiermodell eine reduzierte Virulenz (Lo et al., 1997).

Das morphogenetische Ereignis des Umschaltens von Sprosshefewachstum zu Keim:
schlauchbildung ist auf molekularer Ebene hoéchst vielfdtig reguliert (Liu et al., 1994; Braun
und Johnson, 1997; Stoldt et al., 1997; Csank et al., 1998; Brown Jr. et al., 1999; Brown und
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Gow, 1999; Loeb et al., 1999; Ernst, 2000). Ebenso komplex ist die Vielzahl von auf3eren
Bedingungen, die in vitro zu einer Induktion der Keimschlauchbildung fuhren (Odds, 1988).
Temperatur, pH, einzelne Chemikalien, aber auch komplexe Medien wie Serum sind zur In-
duktion geeignet. Viele dieser Faktoren, beispielsweise Temperatur, pH oder Serum, sind
wichtige Determinanten okologischer Nischen im humanen Wirtsorganismus. Letztendlich
scheinen eine Vielzahl von hypheninduzierenden Faktoren in zwel zentralen Regulatoren, den
Transkriptionsfaktoren Efgl und Cphl zu minden (Liu et al., 1994; Stoldt et al., 1997,
Brown und Gow, 1999; Ernst, 2000).

Gerade im Hinblick auf das Verstdndnis der molekularbiologischen Organisation des pH-
regulierten Dimorphismus sind in letzter Zeit grof3e Fortschritte gemacht worden. Die Effekte,
die in vitro durch Verdnderungen von den zwel herausragenden Wirtsnischendeterminanten
pH und Temperatur hervorgerufen werden, waren bereits seit den 70er Jahren Gegenstand
intensiver Forschung (Auger und Joly, 1977). Die Grenzlinien des pH-abhéngigen Di-
morphismus wurden schliefdlich 1984 beschrieben (Buffo et al., 1984). Demnach sind eine
Temperatur von > 35,5°C und ein pH Wert > 6,0 notwendig fur die Induktion der Keim-
schlauchbildung im pH-abhangigen Dimorphismus (Abb. E1).
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Abb. 3: Physikalische Determinanten des pH-abhangigen Dimorphismus bei C. albicans

Eine Temperatur > 35,5°C (1) und ein pH-Wert von >6,0 (2) fuhren zur Induktion filamenttsen
Wachstums. Unterschreitung einer der beiden Grenzen begiinstigt das Wachstum in der Sprosszell-

form.




Einleitung 9

Beide Bedingungen finden sich in vielen Wirtsnischen des menschlichen Korpers und es er-
scheint plausibel, dass eine Adaptation des Pilzes an diese Bedingungen von Vorteill sowohl
bei der Kolonisation als auch im Rahmen einer | nfektion sein kann.

Ein anderer Pathogenitétsfaktor sind die sezernierten Aspartylproteinasen (SAP's). C. albi-
cans besitzt eine Familie von mindestens 10 verschiedenen SAP's, die sehr spezifisch im Lau
fe @ner Infektion reguliert werden (Hube et al., 1994; White und Agabian, 1995; Borg von
Zeppelin et al., 1998; Schaller et al., 1999). Verschiedene in vitro Modelle, aber auch Unter-
suchungen zur in vivo Expression, lassen den Schluss zu, dass diese differentielle Expression
essentiell fur die Invasion des Wirtsgewebes ist (Schaller et al., 1999 Staib et al., 2000b).
Neben den Aspartylproteinasen sind auch andere enzymatische Aktivitéten von C. abicans
mit der Pathogenitét assoziiert, alen voran die Lipasen und Phospholipasen, die ebenfals bel
der Invasion des Wirtsgewebes eine Rolle spielen und mit zur Virulenz von C. albicans bei-
tragen (Ghannoum, 2000, Hube et al., 2000).

Eine Reihe von weiteren Eigenheiten, insbesondere die Fahigkeit zur Adhérenz an Wirtszel-
len, sind mit der Virulenz von C. albicans in Verbindung gebracht worden (Soll et al., 1993;
Soll, 1997; Hoyer et al., 1998; Sharkey et al., 1999; Staab et al., 1999). Erst in den letzten
Monaten des Entstehens dieser Arbeit ergaben sich Hinweise auf die mdgliche Existenz einer
sexuellen Fortpflanzungsform bei C. albicans (Hull und Johnson, 1999; Hull et al., 2000;
Magee und Magee, 2000, Tzung et al., 2001). Inwieweit von dieser Entdeckung unser Ver-
stdndnis von der Pathogenitét dieser Hefe beeinflusst werden wird, ist noch unklar. Lediglich
im Analogieschluss, ausgehend beispielsweise von Cryptococcus neoformans, bei dem eine
Matingform wesentlich virulenter ist, ads die andere, kdnnen die moglichen Auswirkungen
abgeschéatzt werden (K ozel, 1995).

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich im Hinblick auf Pathogenitdtsfaktoren im Wesentli-
chen mit der Adaptation von C. albicans und C. dubliniensis an den pH Wert der Umgebung.
Die morphologische Plastizitét von C. albicans in Abhangigkeit vom pH-Wert der Umgebung
wurde bereits dargestellt. Im Folgenden soll nun auf pH-gesteuert differentiell exprimierte

Genebei C. albicans eingegangen werden, die diese Plastizitdat ermdglichen.

I.5. pH-regulierte Gene bei C. albicans

Der pH-Wert der Umgebung zéhlt zu den Umweltbedingungen, die morphogenetische Pro-
zesse in C. albicans beeinflussen (Auger et al., 1997; Odds, 1988). Bereits 1984 konnte g
zeigt werden, dass ein pH-Wert > 6,0 mal3geblich fur die Induktion der Filamentierung ist
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(Buffo et al., 1984; Abb. E1). Auch im menschlichen Habitat ist C. albicans als Pathogen mit
einer ganzen Bandbreite unterschiedlicher pH-Bedingungen konfrontiert, die vom sauren Ma-
gensaft Uber die nahezu neutralen Bedingungen im Blut bis hin zum alkalischen Dunndarm-
milieu reichen. Die bisher beschriebenen pH-regulierten Gene von C. albicans lassen sich in
zwei Gruppen einteilen. Einerseits finden sich sezernierte Enzyme wie beispielsweise die
Aspartylproteinase Sap2. Die pH-regulierte Expression solcher extrazellulér wirkender Patho-
genitétsfaktoren ist auch bei Prokaryonten bekannt (Skorupski und Taylor, 1997; Behari und
Youngman, 1998). Die zweite Gruppe umfasst zellwandassoziierte Proteine. Die Zellwand
fungiert as Barriere zwischen Pilz und Umwelt und muss bel maximaler Rigiditat und Stabili-
tét gleichzeitig ein Hochstmald an morphogenetischer Flexibilitét aufweisen (Chaffin et al.,
1998; Lipke und Ovalle, 1998; Smits et al., 1999). Es erscheint daher plausibel, dass die Or-
ganisation der Zellwand und die an ihr beteiligten Enzyme durch externe Einflussgrofien kon
trolliert werden, auch hierfir gibt es Beispiele bel humanpathogenen Bakterien (Carroll et al.,
1999).

Sap2 ist eine der bisher 10 beschriebenen sezernierten Aspartylproteinasen von C. albicans
(Monod et al., 1994 & 1998; Hube, 1996). Deletionsmutanten sind nahezu vdllig avirulent in
einem vaginaen Infektionsmodell und es ist gezeigt worden, dass Sap2 erheblich zum Epi-
thelschaden in eéinem in vitro Modell der oralen Candidose beitrégt (De Bernardis et al., 1999;
Schaller et al., 1999). Die Regulation der Expression von SAP2 durch den pH-Wert der Um-
gebung scheint auf indirektem Weg zu erfolgen. Dabei beeinflusst der pH die Aufnahme ex-
pressionsstimulierender Spaltprodukte in die Zelle. SAP2 wird so vor alem im pH-Bereich
zwischen 2,5 und 5,5 exprimiert (Hube et al., 1994; White und Agabian, 1995). Die Rolle des
pH-Wertes bei der Expression von Sap4-6, die vor allem nach Phagozytose durch Makrophe-
gen erfolgt, ist noch unklar (Borg von Zeppelin et al., 1998)

PRA1 (pH-reguliertes Antigen 1) wurde mit hyphenspezifischen Antikorpern aus einer cDNA
Bank isoliert (Sentandreu et al., 1998). Esist bei pH 7 maximal exprimiert, unterhalb von pH
6,5 findet sich keine mRNA im Northern Blot. Zusétzlich wird die Expresson von PRA1
durch die Zusammensetzung des Mediums kontrolliert (Sentandreu et al., 1998). PRAL zeigt
Homologien zur Deuterolysinfamilie von Zink-Metalloproteasen. Die Deletion von PRAL
resultiert in einer gestérten Keimschlauchbildung und Fehlverteilung von Chitin bel erhéhten
Temperaturen (Sentandreu et al., 1998).

PHRL und PHR2 kodieren fir zwei funktionell homologe Proteine und sind durch ein invers
pH-reguliertes Expressionsmuster gekennzeichnet sind (Mihlschlegel et al., 1998). PHRL
wird nur unter neutralen und leicht alkalischen Bedingungen exprimiert und ist unterhalb von
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pH 5,0 nicht nachweisbar (Saporito-Irwin et al., 1995). Demgegentiber wird PHR2 unter sau-
ren Bedingungen induziert und im alkalischen Bereich nicht exprimiert (Muhlschlegel und
Fonzi, 1997). Beide Gene kodieren fur Glycosylphosphatidylinositol verankerte, zellwandas-
soziierte Proteine. Die Deletion eines der beiden Gene resultiert in einem Virulenzdefekt und
Morphogenesestorungen jeweils unter den die Expression stimulierenden pH-Bedingungen
(Saporito-lrwin et al., 1995; Muhlschlegel und Fonzi, 1997). Die beeintrachtigte zellulére
Integritét der Deletionsmutanten resultiert aus einer Verdnderung der Zellwandstruktur mit
fehlenden Verknupfungen zwischen b-1,3- und b-1,6-Glukan. In einer Art Kompensatiors-
mechanismus wird der Chitingehalt der Zellwand erhdht und 40% im Gegensatz zu norma-
lerweise nur 4% der b-1,6-glucosylierten Mannoproteine werden mit Chitin verkntipft (Popo-
lo et al., 1997; Popolo und Vai, 1998; Fonzi, 1999;, Mouyna et al., 2000). Die Quervernet-
zung des GlukangerUstes ist eine essentielle Funktion fir die Stabilitét aber auch fir die Fle-
xibilitét der Pilzzellwand (Kollar et al., 1995; Chaffin et al., 1998).

Die pH-regulierte Expression der beiden Gene it nicht nur ein in vitro Effekt. Beide Deleti-
onsmutanten weisen erhebliche pH-abhangige Virulenzdefekte auf (Ghannoum et al., 1995;
De Bernardis et al., 1998). Eine Dphrl Mutante ist nicht in der Lage, eine systemische Infek-
tion im Mausmodell zu verursachen, wahrend sie bei vaginaer Instillation eine Vaginitis &
lich dem Verlauf beim Wildtyp hervorruft. Die gegenteilige Konstellation findet sich bei der
Dphr2 Mutante. Die hier getesteten in vivo Bedingungen reflektieren die beschriebene in vitro
Situation. Der pH von Blut liegt bei 7,4, wahrend der vaginale pH mit 4,0 im sauren Bereich
liegt (De Bernardis et al., 1998).

PHR homologe Gene sind bel einer Reihe von Pilzen beschrieben worden. Unter anderem
finden sich solche Gene in Candida maltosa, Candida glabrata, Saccharomyces cerevisiae
und Aspergillus fumigatus ( Va et al., 1991; Nakazawa et al., 1998; Mouyna et al., 2000;
Weig et al., 2001). C. dbicans ist jedoch die einzige Spezies fur die ein balanziertes pH-
gesteuertes Regul ationssystem gezeigt werden konnte. Lediglich in C. maltosa scheint es eine
zumindest &hnliche Regulation dieser Gene zu geben (Nakazawa et al., 1998; Nakazawa et
al., 2000).

|.6. Requlation pH-abhangiger Genexpression bei C. albicans

Uber die Regulation der pH-abhéngigen Genexpression bei C. albicans war lange Zeit nichts
bekannt. Entscheidend fur die Entdeckung zertraler Elemente der C. albicans pH-Antwort
waren die Kenntnisse Uber eine dhnliche Kaskade bel Aspergillus nidulans. Der saprophytére
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Ascomycet A. nidulans zeigt eine Reihe von Phanotypen in Abhangigkeit vom pH-Milieu der
Umgebung und exprimiert etliche extrazellulére Enzyme in einem pH-abhangigen Muster
(Caddick et al., 1986; Espeso et al., 1993; Tilburn et al., 1995; MacCabe et al., 1998). Durch
die Analyse von Mutanten, bel denen diese Eigenschaften nicht langer pH-reguliert waren,
gelang die Charakterisierung von Bestandteilen einer pH-responsiven Kaskade in A. nidulans,
die fur C. albicans und andere Spezies Modellcharakter besitzt (Caddick et al., 1986; Arst et
al., 1994; Denison et al., 1995; Oregjas et al., 1995; Espeso et al., 1996; Espeso et al., 1997,
Mingot et al., 1999; Negrete-Urtasun et al., 1999). Im Zentrum dieser Kaskade steht der
Transkriptionsfaktor PacC, ein Mitglied der Cys;His,-Klasse von Zinkfingerproteinen. PacC
wird bel neutralen und akalischen Bedingungen durch Abspaltung einer C-termina inhibie-
renden Domaéne aktiviert und kann dann an die Konsensussequenz GCCARG im Promotorbe-
reich PacC abhangig exprimierter Gene binden QOrgas et al., 1995; Tilburn et al., 1995;
Espeso et al., 1996; Espeso et al., 1997; Maccheroni Jr. et al., 1997; Mingot et al., 1999). Pal
A, B, C, F, Hund | bilden eine Kaskade von Faktoren, deren Anwesenheit fir die Aktivierung
von PacC notwendig ist. Verschiedene Homologe bei anderen Spezies sind bekannt; die ¢
nauen Funktionen der einzelnen Glieder sowie ihre Interaktionen untereinander sind aller-
dings noch unklar (Su und Mitchell, 1993; Arst et al., 1994; Denison et al., 1995; Li und Mit-
chell, 1997; Negrete Urtasun et al., 1997; Denison et al., 1998; Negrete Urtasun et al., 1999;
Treton et al., 1999).

Durch die Suche nach Sequenzen im Genom von C. albicans, die Homologien zu Bestandtei-
len der A. nidulans Kaskade aufweisen, gelang die I solierung von Faktoren, die in C. albicans
fur die Regulation pH-abhangiger Prozesse verantwortlich sind. Zentraler Bestandteil dieser
Kaskade in C. albicans ist der PacC-homologe Transkriptionsfaktor RIM101 (friher auch
PRR2) (Ramon et al., 1999; Wilson et al., 1999; Davis et al., 2000a und b; El Barkani et al.,
2000b). Die Anwesenheit dieses Faktors, wie auch des vorgeschalteten PRR1, ist notwendig
fUr das beschriebene pH-abhangige Expressionsmuster von PHRL und PHR2. Durch Trunkie-
rung des RIM101 Gens konnen dominant aktive Allele entstehen. Dies fuhrt zu einer
Entkopplung des pH-abhangigen Dimorphismus aus seinen natirlichen Grenzen (El Barkani
et al., 2000b). Verschiedene Pal homologe Gene, die ebenfallsin die pH-Antwort bei C. albi-
cans eingebunden sind und mutmaldich die Aktivierung von RIM101 ermdglichen, wurden
beschrieben (Porta et al., 1999; Wilson et al., 1999; Davis et al., 2000b). Die pH-sensitive
Signaltransduktionskaskade ist von entscheidender Bedeutung fir die Virulenz von C. albi-
cans (Daviset al., 2000b).
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|.7. Infektionen durch Candida

Die morphologischen Erscheinungsbilder von durch Candida sp. hervorgerufenen Erkrankun-
gen sind variabel und in Abhangigkeit vom immunologischen Zustand des betroffenen Patien
ten sehr unterschiedlich im Schweregrad (Mims et al., 1998; Odds, 1988; Engelmann, 1999).
Obwohl C. albicans der bel Weitem am haufigsten isolierte Erreger ist, konnen alle im Fol-
genden genannten Infektionen auch von non-albicans Spezies ausgel 6st werden (Fridkin und
Jarvis, 1996). Grundsétzlich zu unterscheiden von einer Infektion durch diese fakultativ pe
thogene Hefe ist die Kolonisation des gesunden Menschen. C. albicans ist ein normaler Be-
standteil der humanen oralen und intestinalen Flora und kann bel der Mehrzahl aler Gesun
den im Stuhl nachgewiesen werden. Ausgehend von diesen kolonisierten Korperstellen kann
es jedoch bei einer Verdnderung der Immunsituation zu einer endogenen Infektion kommen
(Kappstein et al., 1998). Beispiele fir solche Veranderungen konnen lokalisierte Schwachun-
gen der Immunabwehr, wie bel topischer Anwendung von Glukocortikoiden (z.B. Inhalati-
onspréparate) oder auch globale Schwéachungen wie AIDS, maligne Tumoren oder ein unzu-
reichend eingestellter Diabetes mellitus sein. Auch Veranderungen der bakteriellen Normal-
flora durch antibiotische Therapie kénnen zu einer Infektion durch C. albicans fuhren (Kapp-
stein et al., 1998).

Das schwerwiegendste durch Candida ausgel0ste Krankheitshild ist die Sepsis mit dissemi-
niertem Organbefall, eine vitale Bedrohung fir die meist ohnehin schwerkranken Patienten
(Odds, 1988; Kappstein et al., 1998; Engelmann, 1999). Die Inzidenz von Candida- Septitiden
nimmt zu, C. albicans ist mittlerweile der vierthaufigste Sepsiserreger. Zu Recht ist diese
schwerwiegende Infektion wegen ihrer hohen Letalitét und wirtschaftlichen Auswirkungen
geflrchtet (Jarvis, 1995; Wenzel, 1995; Pfaller et al., 1998; Rentz et al., 1998).

Die bekannteste Erkrankung durch C. albicans ist die orale Candidose (Mundsoor). Typi-
scherweise finden sich weil¥e, schwer abwischbare Belage auf der gesamten Mundschleim-
haut, die Patienten klagen Uber Brennen und Schmerzen insbesondere bei der Nahrungsauf-
nahme. Neben dieser pseudomembrandsen Form finden sich auch untypische Morphologien
wie ein atrophisch-erythematoser Verlauf oder eine angulére Cheilitis (Odds et al., 1988).
Meist lasst sich die Uberwucherung der Mundhohle gut mit lokalen Antimykotika-
Applikationen therapieren. Problematisch dagegen ist die orade Candidose bei immunkont
promittierten Patienten und hier insbesondere bel HIV Infizierten. Durch die Schwachung der

T-Zel vermittelten Immunabwehr kommt es haufig zu therapierefraktaren, prolongierten Ver-
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laufsformen, die sich auch aboral im Gastrointestinaltrakt ausbreiten und den gesamten O-
sophagus und sogar den Magen befallen konnen (Kappstein et al., 1998). Die durch Candida
verursachte Osophagitis wird daher zu den AIDS definierenden Erkrankungen gezahlt, sie
verlauft haufig asymptomatisch und muss nicht mit einem Befall der Mundhdhle einhergehen
(Trier und Bjorkman, 1984; Y oung und Elias, 1985). Zur Vermeidung solcher schwerwiegen-
den Verlaufsformen wird mittlerweile generell eine Prophylaxe mit Fluconazol empfohlen
(Lorthloray und Dupont, 1997). Die oropharyngeale Cardidose bei HIV-infizierten Patienten
wird in bis zu 30% der Félle von C. dubliniensis ausgel 6st (Meiller et al., 1999, diese Arbeit).
In keinem anderen anatomischen Habitat findet sich diese Spezies so hdufig und auch bei
HIV-negativen Patienten sind C. dubliniensis Isolate selten beschrieben worden. Die Griinde
fur diese weitgehende Spezialisierung von C. dubliniensis sind bis dato unklar.

Eine andere sehr haufige Erkrankung, die durch Candida ausgelost wird, ist die Vulvovagini-
tis. Wie im oropharyngealen Habitat ist Candida auch in der vaginalen Flora physiologisch-
erweise (in 10-30%) zu finden. Unter noch ungeklarten Umstanden kann es auch hier zu einer
plétzlichen Zunahme der Hefe kommen, die dann in einer Vulvovaginitis, die sich typischer-
weise mit Brennen, Juckreiz und weifdlichem Fluor, in dem der Erreger einfach nachzuweisen
ist, resultiert (Odds, 1988; Engelmann, 1999). In letzter Zeit sind vermehrt Félle von vulvover
ginalen Candidosen durch C. glabrata beschrieben worden, die schlechter auf Azole anspre-
chen und haufig rezidivieren (Sobel, 1999). Vulvovaginale Candidosen werden durch die
hormonellen Gegebenheiten wahrend einer Schwangerschaft haufig verstéarkt. Hieraus ergibt
sich das Problem der moglichen intrapartalen Ubertragung auf das Neugeborene (Blaschke-
Hellmessen, 1998). Insbesondere frilhgeborene Kinder sind geféhrdet. Durch ein unreifes
Immunsystem nur unzureichend bekdmpft, kann die Infektion mit Candida bei diesen Patien
ten zu schweren Organmanifestationen (z.B. Meningitis) oder Sepsis vom late-onset Typ fuh
ren, die dann oft letal verlaufen (Odds, 1988; Engelmann, 1999).

Bei Sauglingen besteht auch das Problem der Windeldermatitis. , Windeleffekte” wie Okklu
sion mit Mazeration der Haut und Retention von Stuhl und Urin fihren bel unzureichender
Pflege, aber auch bei Ubertriebener Reinigung und Anwendung von Salben, zu einer Schadi-
gung der Haut im Sinne einer Dermatitis. Auf dieser vorgeschadigten Flache kann es sekun
dér zu einer Ansiedlung von Candida, vorzugsweise aus dem Stuhl, kommen (Odds, 1988;
Engelmann, 1999).

Auch beim Erwachsenen sind dermale Candidosen bekannt. Prédilektionsstellen sind intertri-
ginale und interdigitale Raume. Neben den oben bereits genannten prédisponierenden Fakto-

ren konnen bei der Entstehung der Candidose auch tbermaliige Reinigung oder Hyperhidrose
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eine Rolle spielen. Das fur Candida typische Bild der weif3ichen, schwer abstreifbaren Belé-
ge kann ganzlich fehlen und eine erosiv-erythematdse Entziindung vorherrschen.

Viele andere Organe konnen, insbesondere auch im Rahmen a@ner generalisierten Infektion,
von Candida befallen werden. Als Beispiele seien Endophthalmitis, Peritonitis und Pneumo-
nie genannt (Kappstein et al., 1998).

1.8. Therapievon Infektionen durch Candida und Resistenzpr oblematik

Fur fast 30 Jahre, von den 50er Jahren bis zur Entdeckung der Azole, war Amphotericin B die
einzige verflgbare Therapie flr schwere Pilzinfektionen (Ghannoum und Rice, 1999). Diese
Substanz wird aus Streptomyces nodosa (phylum Actinobacteria) gewonnen und zahlt zur
Gruppe der Polyenantimykotika. Amphotericin B ist das zur Zeit einzige Polyen, das auch
systemisch eingesetzt werden kann. Demgegentiber eignen sich Nystatin und Natamycin nur
zur lokalen Therapie (Mutschler, 1996). Alle Organismen, die suszeptibel fur diese Antimy-
kotika sind, dazu zahlen Hefen, Algen und einige Protozoen wie Leishmanien, enthalten Ste-
role in ihren @ulReren Zellmembranen. Bereits in friihen Studien konnte gezeigt werden, dass
eine Supplementation des Mediums mit Sterolen zu Resistenz gegen Amphotericin B fihrt
(Ghannoum und Rice, 1999). Der Hauptwirkungsmechanismus von Amphotericin B ist die
direkte Interaktion dieses grof3en Moleklls mit den Sterolkomponenten der Membran. Diese
fuhrt zur Ausbildung von Poren aus acht Amphotericin B Molekilen, die tber hydrophobe
Wechselwirkungen in der Membran verankert sind. Die resultierende Permeabilitétsverande-
rung fuhrt zum Verlust essentieller intrazellulérer Komponenten sowie des Protonengleich
gewichtes und daran gekoppelter Transportmechanismen und letztendlich zum Zelltod. Se-
kundére Mechanismen kdnnten durch Polyene verursachte oxidative Zellschadigungen oder
Uber Fettsdurekomponenten vermittelte Wechselwirkungen darstellen (Ghannoum und Rice,
1999). Trotz mehr als 30 Jahren klinischer Anwendung sind Resistenzen gegen Anphotericin
B oder Nystatin eine Raritdt. Ein Mechanismus fur die Resistenzentwicklung geht mit einem
Absinken des Ergosterolgehaltes der Zellmembran einher. Auch Veranderungen in der bio-
chemischen Struktur der Sterole kdnnen ausschlaggebend fur reduzierte Suszeptibilitat sein.
Studien an Polyenresistenten Mutanten der apathogenen Backerhefe legen nahe, dass zumin-
dest vier verschiedene Gene in die Resistenzentwicklung eingebunden sein kénnen (White et
al., 1998; Ghannoum und Rice, 1999). Nur einige wenige Soezies, die in seltenen Féllen als
Erreger isoliert werden, sind gegen Amphotericin B grundsétzlich resistent. Genannt werden

sollen hier Candida lusitaniae und Pseudallescheria boydii (Martins und Rex, 1996). Trotz
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dieser glnstigen Voraussetzungen ist der Gebrauch von Polyenen stark eingeschrankt, well
sie zu gravierenden unerwiinschten Wirkungen fuhren. Diese kdnnen sich aus der Interaktion
mit Cholesterin in der Membran humaner Zellen erklaren und reichen von Fieber, Schiittel-
frost, Thrombophlebitis und Leberschaden bis hin zur schwerwiegenden Nephrotoxizitét
(Cheng et al., 1982; Gallis et al., 1990; Wingard et al., 1999). Aus diesem Grund darf
Amphotericin B nur unter klinischer Uberwachung verabreicht werden. Zwar sind heute lipo-
somale Zubereitungen klinisch verfiigbar (Ambisome®), die weniger unerwiinschte Wirkun-
gen verursachen, diese sind jedoch um ein Vielfaches teurer a's die herkdmmlichen Préparate
(Prentice et al., 1997; Leenders et al., 1998; Wiebe et al., 1998; Ghannoum und Rice, 1999
Walsh et al., 1999).

Aus diesen Grunden war die Einfthrung der Azole ein bedeutender Fortschritt in der Therapie
von Pilzinfektionen. Diese Substanzen behindern die Ergosterolsynthese durch Interaktion mit
der Hamgruppe der Lanosterol-14a - Demethylase. Dadurch kommt es zur Akkumulation von
Ergosterolvorlaufern und nachfolgend zu einer Veranderung der Zellmembranzusammenset-
zung. Des weiteren haben einige Azole eine ganze Reihe von anderen Wirkungen wie die
Hemmung der Lipidbiosynthese und die Inhibition Verschiedener membranstéandiger Enzyme
(u.a. Chitinsynthetase), die zur antimykotischen Wirkung beitragen (Ghannoum und Rice,
1999). Azole kénnen lokal wie systemisch angewendet werden und sind im allgemeinen sehr
gut vertraglich. Im Vordergrund bei den unerwiinschten Wirkungen stehen gastrointestinale
Beschwerden, Mudigkeit und Kopfschmerzen, nur sehr selten kann es zu dann jedoch
schwerwiegenden Leberschadigungen kommen. Fluconazol, das bekannteste Azolpréparat,
wurde seit seiner Einfuhrung an tGber 16 Millionen Patienten verabreicht. Mit diesem weit
verbreiteten Gebrauch einher geht jedoch eine zunehmende Resistenzproblematik (White et
al., 1998; Ghannoum und Rice, 1999). Vier Hauptmechanismen sind hierfir verantwortlich.
Veranderungen in der Lanosteroldemethylase oder Uberexpression des codierenden Genes
fuhren ebenso zu Resistenz wie die Expression von Effluxpumpen und sekundére Verdnde-
rungen in der Sterolbiosynthese (Vanden Bossche et al., 1983; Prasad et al., 1995; Nguyen et
al., 1996; White et al., 1998). Zusétzlich sind einige Spezies des Genus Candida wie C.
glabrata und C. kruseal bereits intrinsisch weniger sensibel oder gar resistent gegen Azole
(White et al., 1995; Ghannoum und Rice, 1999). Neuartige Azole, die eine erhdhte Wirksam:
keit auch bei solchen Stammen aufweisen, befinden sich zur Zeit in der klinischen Erprobung
(Sheehan et al., 1999)

Eine dritte wichtige Gruppe von Antimykotika sind die Allylamine und deren Hauptvertreter

Terbinafin. Auch diese Medikamente greifen in die Sterolbiosynthese ein, allerdings auf einer
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friheren Stufe als die Azole (Hemmung der Squalenepoxidase). Trotz eines weiten in vitro
Spektrums ist Terbinafin in vivo hauptsachlich gegen Dermatophyten wirksam. Die Vertrag
lichkeit ist im allgemeinen gut, Resistenzentwicklungen sind bis dato nicht bekannt (Ghan
noum und Rice, 1999).

5-Fluorocytosin ist en fluoriertes Pyrimindin mit antimykotischer Wirkung. Dieser Wirkstoff
interferiert mit Nukleinsdure- und Proteinsynthese. Wegen der hohen Rate an Resistenzen
wird 5-Fluorocytosin heute nur noch in Kombination mit Amphotericin B oder Azolen gege-
ben (Ghannoum und Rice, 1999).

Das verfugbare Spektrum an Antimykotika ist auf wenige Substanzgruppen beschrénkt und
kann nicht mit der Vielzahl an erhdtlichen Antibiotika verglichen werden. Neue Substanzen
mit neuen Wirkmechanismen und guter klinischer Vertraglichkeit sind daher dringend erfor-
derlich. Eine Rethe von neuen Antimykotika befinden sich in verschiedenen Stufen der klini-
schen Erprobung. Dazu zdhlen neben neuen Azolen vor alem die Echinocandine. Letztere
wirken durch Hemmung der Glukanbiosynthese und stéren so den Aufbau der Zellwand (Ge-
orgopapadakou und Tkacz, 1995).

1.9. Hypothesen und Ziele der Arbeit

Die streng pH-regulierte Expression GAS homologer Gene ist bisher nur fur C. albicans be-
schrieben, obgleich man solche Gene in vielen Spezies gefunden hat. Aufgrund der Tatsache,
dass selektive Deletion der GAS-Homologen PHR1 und PHR2 in C. albicansauch in vivo zu
einem pH-abhéngig virulenzdefizienten Phanotyp fuhrt, stellt sich die Frage, ob die pH
regulierte Expression Zeichen einer optimalen Adaptation an den menschlichen Wirt ist. Soll-
tediesder Fall sain, soist esvon grofdtem Interesse, zu wissen, ob dieses Phéanomen ein spez-
fisches Merkma von C. albicans darstellt oder auch in einer nahe verwandten, aber mutmal3-
lich weniger pathogenen Spezies wie C. dubliniensis zu finden ist. Gegenstand dieser Arbeit

ist:

)] der Nachweis und die molekulare wie funktionelle Charakterisierung PHR honologer
Genebei C. dubliniensis;
i) die Anayse von Unterschieden zwischen diesen Genen und ihren C. albicans Homo-

logen im Hinblick auf Sequenz, Organisation und transkriptionelle Regulation;
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1

V)

V)

VI

die Verwendung dieser Gene als Sensoren fir die Funktionalitét der pH-regulativen
Kaskade in C. albicans und C. dubliniensis und der Vergleich der molekularen Steue-
rung pH-abhangiger Effekte in beiden Spezies,

die Ausnutzung von Sequenzunterschieden zwischen PHR1 und seinem C. dublinien-
ds Homolog fir die Entwicklung eines schnellen molekularen Tests zur
Speziesdifferenzierung;

eine retrospektive Studie zur Pravalenz von C. dubliniensis in einem Kollektiv chla
mydosporenpositiver und daher im klinischen Routinevorgang als C. albicans klassifi-
Zierter |solate;

die Evaluierung verschiedener phanotypischer Differenzierungsverfahren zur Identifi-
kation von C. dubliniensis und die Untersuchung der Frage nach dem Zusammenhang

zwischen Azolresistenz und dem Aufkommen von C. dublinienss.
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1. MATERIAL UND M ETHODEN

I1.1. Gerate

Brutschrénke Heraeus Typ B 6200, Hanau, Deutschland

Elektrophoresekammern Agagel Maxi, Biometra, Gottingen, Deutschland
DNA Subcell, Biorad, Munchen, Deutschland

Elektroporationsgeréte GenePulser, BioRad, Minchen

Pulse Controller, BioRad, Miinchen

Gel Dokumentationssystem

MidiDoc, Herolab, Wiesloch, Deutschland

Heizblocke

Typ 2099/DA Liebisch Heizblock, Heinse & Ziller,
Wirzburg, Deutschland

Hybridisierungsofen

Hybaid, Biometra, Gottingen, Deutschland

Kuhlgerdte Kuhlschrank (4°C)
Kuhltruhe (-20°C)
Kuhltruhe (-80°C)
Mikroskope Leitz DMRB, Leica, Bensheim, Deutschland

Leica DMLB, Leica, Bensheim, Deutschland
(Photographiemikroskop)
Aristoplan, Leica, Bensheim, Deutschland

Mikroskopkamera

Olympus DP10

Netzgerdte Consort E 431, Kreutz, Reiskirchen, Deutschland
Power Supply 200/2.0, Biorad, Miinchen, Deutschland
pH-Meter Digitales Labor-pH-meter, Hartenstein, Wdrzburg,
Deutschland
Rontgenkassette Kodak X-O-matic, Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Schttelinkubatoren

Gyrotory Waterbath Shaker G24 und G76, New Bruns-
wick Scientific, Edison, USA

Shaker Diffusionsentfarbeapparatur, Hartenstein, W(rzburg,
Deutschland

Spektrophotometer U-2000, Hitachi, San Jose, USA

Sterilbank Cleanbench Gelaire BSB 4A, Mailand, Italien

Thermocycler

T3, Biometra, Gaéttingen, Deutschland
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UV-Crosslinker Stratalinker 1800, Stratagene, Amsterdam, Niederlande

V akuumtrockner Speed Vac Plus, SC110A, Savant, New York, USA

Vortex GLW M35, Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Waagen Sartorius Portable, Heinse & Ziller, Wirzburg, Deutsch-
land

Zentrifugen EBA-12, Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Typ 1306, Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Biofuge Pico. Heraeus, Hanau, Deutschland
RC-5b Sorvall, Heraeus, Hanau, Deutschland

11.2. Bezugsfirmen

Chemikalien und Hilfsmittel wurden von folgenden Firmen bezogen:

Ambion, Austin, USA

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech Freiburg New England Biolabs, Schwalbach

AppliChem, Darmstadt Peg-lab, Erlangen

Becton Dickinson, Heidelberg Perkin-Elmer, Weiterstadt

Difco Laboratories, Augsburg Roth Karlsruhe

Eurogentec, Seraing, Belgien Searva, Heidelberg

Gibco, Paisley, Grof3britannien Sigma, Minchen

ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA Stratagene, Amsterdam, Niederlande

I1.3. Verbrauchsmaterialien

Hybond Nylonmembran, Amersham International, Braunschweig, Deutschland
Whatman Papier, Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland

Rontgenfilme (Hyperfilm MP), Amersham International, Braunschweig, Deutschland

Elektroporationskiivetten, Eurogentec, Seraing, Belgien
Eppendorfgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml), Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Nuclease-freie Microfuge-Caps, Ambion, Austin, Texas, USA
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15 ml Réhrchen steril, Greiner, NUrtingen, Deutschland
50 ml Rohrchen (Falcon) steril, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Bakterienfilter, Nalgene, Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Weiterhin wurden Objekttréger, Deckgléaschen, Petrischalen und wiederverwertbare

Gefélde verwendet, wie sie von jedem Laborausstatter zu beziehen sind.

11.4. Kits

QIAprep Spin MINIprep Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

QlAprep Spin MIDIprep Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

QIAquick Nucleotide Removal Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland

Geneclean I1, Bio 101, Vista, California, USA

Stratagene Primelt Labeling Kit, Stratagene, Amsterdam, Niederlande
TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen, Leek, Niederlande

I1.5. Kulturbedingungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden Pilze bei 30°C auf YPD oder Sabouraud Agar
gezlichtet, Bakterien bel 37°C auf LB Agar. Aufbewahrung der Kulturen erfolgte unter
Austrocknungsschutz bei 4°C.

11.5.1. Ndhrmedien

ICHROMagar Candidg 10 g/l Pepton
20 g/l Glucose
15 g/l Agar

(ff. néchste Seite) 0,5 g/l Chloramphenicol
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[Fortsetzung CHROMagar Candidd 2 g/l chromogene Substanz

(Luria-Bertani-Medium)

IM199 Mediun]

Sabouraud

Die fertigen Agarplatten wurden von Becton
Dickinson zur Verfigung gestellt. Der Hersteller
macht keine Angaben beziglich der Zusammen-
setzung der chromogenen Substanz.

1% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

1% NaCl

9,8g M 199 Grundlage (Gibco)

35,79 HEPES-Puffer

ad 1l H,O

pH einstellen und sterilfiltrieren.

15g Reisextrakt Agar (Merck)

10ml Tween 80 (Merck)

ad 1l H,O

pH mit NaOH auf 7,0 einstellen

169 Agar Agar

409 Glucose

10g Bacto Pepton

ad 1l H,O

pH 5,6 einstellen

nach dem Autoklavieren mit 12,3mg Penicillin
und 48mg Streptomycin supplementieren

2% Bacto-Trypton

0,5% Hefeextrakt

10mM NaCl

2,5mM KCI

20 mM Glucose

10 mM MgCh

10mM MgSO,4
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50g Samen von Guizotia abyssinica
(Guizotia abyssinica Agar) 19 Glucose
(Staib et al., 1987) 1g KH,PO,

1g Kreatinin

159 Agar

ad 1| HyO, autoklavieren
supplementieren mit Penicillin  (12,32mg) und

Streptomycin (40mg)

IYNB (yeast nitrogenbase)| YNB Grundlage (Difco) nach den Angaben des
Herstellers verwenden.

IY NB mit pH Einstellung (far 11)
209 Glucose

59 Ammoniumsulfat
35,79 HEPES-Puffer
1,79 YNB-Grundlage
ad 11 H0,

pH einstellen und sterilfiltrieren.

IY PD (yeast- peptone-dextrose)| 2% Glucose

(Sherman et al.,1986) 2% Pepton
2% Hefeextrakt

[Y PD mit pH Einstellung (far 11)
20g Pepton und 10g Hefeextrakt in 200ml H.O
autoklavieren.

20g Glucose und 35,7g HEPES-Puffer in 800 ml
H,O auflésen, gewinschten pH-Wert einstellen
und sterilfiltrieren.

Beide Teile zusammengeben.

Alle flussigen Nahrmedien kénnen durch Zugabe von 15 g Agar auf 1 | Medium (vor
dem Autoklavieren) verfestigt werden.
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11.5.2. Supplemente und Selektionsverfahren

Auxotrophie - Supplemente (Pilze)

C. albicans Dura3 Uridin 25ng/ml
C. glabrata Dura3 Uracil 20mg/ml
Dtrpl Tryptophan 40mg/ml
Dhis3 Histidin 40mg/mi
S cerevisiae Cade? Adenin 40my/ml
Dura3, Dtrpl, Dhis3 wiebel C. glabrata
A. nidulans lysF88 Lysin (ImM Endkonzentration)
pabaAl p-Aminobenzoesaure 15mg/ml

Transformanten wurden durch Komplementation einer vorbestehenden Auxotrophie
selektioniert.

Selektion auf Ampicillinresistenz (E. coli)

E. coli Amp' Ampicillin 100 mg/ml

[1.5.3 Stammsammlungskulturen

Kulturen flr die Stammsammlung wurden Gber Nacht in einem Vollmedium (Pilze:
YPD, Bakterien: LB) angeziichtet und mit 25% Glycerin supplementiert (Zugabe der
gleichen Menge an 50 % Glycerin). Die Aufbewahrung erfolgte bei —-80°C.

I1.6. Gebrauchsésungen

Ammoniumacetat NHACc, dient der Fallung von PCR Produkten zur direk-
ten Sequenzierung. Stocklésung 4 M, pH 4,6.
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Blaumarker DNA 0,1% Bromphenolblau, 0,1% Xylencyanol, 0,1% SDS,
0,025 M EDTA pH 8,0in Glycerin.
Blaumarker RNA 20% Ficoll/Orange G in DEPC H,O

Denaturierungspuffer

1,5M NaCl, 0,5M NaOH in H,O.

DEPC-H,O

Diethylpyrocarbonat, dient der Eliminierung von RNAsen
bei Praparation von RNA. 1 ml DEPC wird tber Nacht
unter Lichtschutz in 1 | HyO verrthrt, das Wasser wird

danach zur Inaktivierung von DEPC autoklaviert.

dNTP

Aquimolare Mischung aus allen vier Deoxynucleotid-
bausteinen (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Stratagene).
Stockldsung in sterilem HO nach Angaben des Herstel-

lers

DTT

Dithiothreitol, dient dem Aufbrechen von Thio-

schwefelbriicken (Sigma). Stocklésung 1 M in Wasser.

EDTA

Ethylendiaminotetraacetat, Stocklésung 05 M pH 8,0
(autoklavieren)

Glycerin (100%)

Stock (Glycerin 100%)
Stocklsung 50% sterilfiltriert.

Hybridisierungswaschpuffer

2x SSC, 0,1% SDSin H20.

K3PO4

Kaliumphosphat. Stocklosung 1 M in H,O pH 7,5 (steril-

filtrieren)

Lithiumacetat 10x

Stockldsung 1 M in H2O, pH 7,5.

Monod Puffer 7% SDS, 0,5 M NaH,PO4, ImM EDTA in H0O.

MOPS 10x 200 mM MOPS ([3-N-morpholino]propansulfonsdure,
Sigma), 1,99 EDTA, 8,3 ml Natriumacetat, ad 500 ml mit
DEPC-H,0.

Natriumacetat NaAc., Stocklosung 3 M pH 52 mit Essigsaure

einstellen.

Neutralisierungspuffer

1,5M NaCl, 1 M Trisin HxO, pH 8,0.

PEG-4000

50% Polyethylenglycol 4000 in HO.

PEG-8000

50% Polyethylenglycol 8000 in HO.
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SDS Natrium(Sodium)dodecylsulfat, Detergens. Stockldsung
20% in HyO.
Sorbitol Stocklésung 2 M in HyO (sterilfiltrieren)
SSC 20x 3 M NaCl, 0,5 M Nacitrat in H,O, pH 7,0.
TAE 50x 2M Tris, 0,1 M EDTA, 5,71 Vol% Eisessig in H;0O.
TE 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA in H20
TES 400 M 100mM Tris-HCI (pH 7,5) in DEPC-H,0
80m 0,5M EDTA (pH 8,0) in DEPC-H,0
100 m 20% SDS in DEPC-H,0
ad 4 ml DEPC-H,0
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-D- galactopyranosid, dient dem

Nachweis von b-Galactosidase Aktivitéat (lacZ Selektion
in E. coli). Stocklésung 40 mg/ml in Dimethylformamid.

I1.7. Sterilisationsverfahren

Autoklavieren:

Sterilfiltration:

I1.8. Hard- und Software

[1.8.1. Hardware

im Regelfall bel 121°C fir 20 min.

far hitzeempfindliche Lésungen, die nicht autoklaviert werden
koénnen, wurde eine Filtration unter Vakuumsog durch bakterien

dichte Filter (Porengrof3e 0,2 mm) durchgefuhrt.

Rechner: Intel Pentium 111 — 700Mhz (Network)
Power Macintosh (8200/120) (Apple)

Scanner: Agfa Snapscan 1212 USB
Drucker: Brother HL-820 Laser
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11.8.2 Software

Adobe Photoshop 3.0.5; Adobe Systems Inc. (Photodokumentation)
Lasergene (DNAstar, Madison, USA) (Sequenzanal ysen)
Microsoft Word 7.0, Word 2000; Microsoft Inc. (Textverarbeitung)
Microsoft Powerpoint (1998); Microsoft Inc. (Graphik)

Olympus DP- Software (Digitalkamera Photomikroskop)

Sequence Navigator 1.0.1; Perkin EImer (Sequenzanalysen)

11.8.3 Internetressourcen

www.nchi.nlm.nih.gov, die Homepage des National Center for Biotechnology Informa-

tion mit Links zu GenBank und online Blast.

www.journals.asm.org mit Onlineversionen aler ASM (American Society for Microbi-

ology) Publikationen.

Zahlreiche andere Journals stehen in mehr oder weniger frel verfligbaren Online-
Versionen zur Verfiigung. Einen guten Uberblick bietet hier eine Service Page der Uni-

versitétsbibliothek Regensburg (Uber www.uni-regensburg.de)

www.pubcrawler.ie as automatische Suchmaschine fur relevante neue Publikationen,

die Ergebnisee werden wochentlich an die eilgene email gesendet.

genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/ mit Zugriff auf das kompletten Genom von

S cerevisiae.

www.sanger.ac.uk/project/C-albicang/, sequence-www.stanford.edu/group/Candida, die

Homepages des C. albicans Genomprojekts.

Literaturrecherche erfolgte mit Medline und Current Contents tUber den Server der Uni-

versitét Wirzburg.
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[1.9. Stammein dieser Studie

11.9.1 Pilze

[1.9.1.1 Referenzstamme

Referenzstammsammlungen:

CBS

ATCC

Stamm

SC 5314
132A

3153

CA019
CAQ024
ATCC 11006
ATCC 20408
CBS 7987
CBS 7988
NCPF 3949
CD33

CD38

CM1

LP

ATCC 90876

American Type Culture Collection
10801 University Boulevard
Manassas VA 20110-2209 / USA

www.atcc.org

Spezies

C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. albicans
C. stellatoidea
C. stellatoidea
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis
C. dubliniensis

C. glabrata

Centralbureau voor Schimmelcultures
Uppsalalaan 8
3584 CT Utrecht / Niederlande
www.cbs.knaw.nl

Her kunft

Gillumet al., 1984

Gallagher et al., 1992

Odds, 1974

Kurzai et al., 1999

Kurzai et al., 1999

American Type Culture Collection
American Type Culture Collection
Centralbureau voor Schimmelcultures
Centralbureau voor Schimmelcultures
= CBS7987

Sullivan et al., 1995

Sullivan et al., 1995

Sullivan et al., 1995

Kurzai et al., 1999

American Type Culture Collection



Material und Methoden

29

CBS 94

CBS 604

CBS673

CBS 566

CBS 834

CBS 5611

C.tropicalis
C. parapsilosis

Issatchenkia orientalis

(= C. krusei)

Pichia guilliermondii

(= C. guilliermondii)

Kluyveromyces marxianus

(= C. kefyri)

C. maltosa

Centralbureau voor Schimme cultures

Centralbureau voor Schimmel cultures

Centralbureau voor Schimmel cultures

Centralbureau voor Schimmel cultures

Centralbureau voor Schimmel cultures

Centralbureau voor Schimmel cultures

Referenzstdmme, die als Kontrollen bei den Resistenztestungen im epidemiol ogischen

Teil dieser Arbeit mitgefuhrt wurden, sind im Abschnitt Resistenztestungen aufgefihrt.

[1.9.1.2 Gentechnisch modifizierte Samme

Stamm

CASS8

CWH11

Whb2d

SC1pH

SC2pH

SC1pH-16

M utter-
stamm
SC5314

CAS8

WT

Whb2d

Whb2d

SC1pH

Genotyp

C. albicans

(Dphr1, Dura3)

C. albicans

(Dphr1, URA3, CdPHRY)

S cerevisiae

(Dgasl, Dade2, Dura3, Dhis3, Dtrpl)
S cerevisiae

(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl,
pSC1[URA3, CdPHR1])

S cerevisiae

(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl,
pPSC2[URA3, PHR2])

S cerevisiae

(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl,

pSC1[URA3, CdPHR1], p16[ TRP1, RIM101-16])

Her kunft

Saporito-lrwin et al.,
1995

Diese Arbeit /
Heinz et al., 2000
Vai et al., 1996

Diese Arbeit

Diese Arbet

Diese Arbeit



Material und Methoden

30

SC1pH-31 SC1pH

SC2pH-16 SC2pH

SC2-pH-31 SC2pH

SC2pH-0

SC2pH

20001HTU Wildtyp

CG1pH 2001HTU
CG2pH 2001HTU
AN197 WT

AN197pH AN197

S cerevisiae
(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl,
pSC1[URA3, CdPHR1], p31[ TRP1, RIM101-31])
S cerevisiae
(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl;
pSC1[URA3, PHR2], p16[TRP1, RIM101-16])
S cerevisiae
(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl,
pSC1[URA3, PHR2], p31[TRP1, RIM101-31])
S cerevisiae
(Dgasl, Dura3, Dade2, Dhis3, Dtrpl,
pSC1[ URA3, CdPHR1], pFL45S[ TRP1])
C. glabrata
(Dura3,Dhis3, Dtrpl)
C. glabrata
(Dura3,Dhis3, Dtrpl, pSC1[ URA3, CdPHR1])
C. glabrata
(Dura3, Dhis3, Dtrpl, pSC1[URA3, PHR2])

A .nidulans

(lysF88, suAl, adE20, pabaAl, yA2)

A. nidulans

(lysF88, suAl, adE20, pabaAl, yA2, pSM3[lysF,
CdPHR1])

[1.9.1.3. S&mme aus dem epidemiologischen Teil der Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbet

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Kitadaet al., 1995

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Weidner et al., 1997

Diese Arbeit

Die Stamme des epidemiologischen Teils dieser Arbeit sind mit allen Charakteristikaim
Anhang tabellarisch aufgefihrt (Seiten 123 ff.).

11.9.2. Bakterien

[1.9.2.1 Referenzstamme

Fir die Klonierung von PCR Produkten in den pCR2.1 Vektor des kommerziell erhaltli-

chen TOPO-TA Kloning Kits wurde der mitgelieferte Escherichia coli Stamm One-shot
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Top 10 (Invitrogen) verwendet. Fur alle weiteren gentechnischen Arbeiten in dieser

Studie wurde der E. coli Stamm XL-blue MRF" verwendet (Stratagene).
11.9.2.2. Gentechnisch modifizierte Samme
Alle in dieser Arbeit beschriebenen Plasmide wurden in E.coli XL1 blue MRF" Zellen

gehalten. Plasmidtragende Zellen werden in alen Fallen Uber eine Ampicillin- Resistenz

K assette selektiert.

[1.10. I solierung von genomischer DNA aus Hefezellen

Das untenstehende Protokoll entspricht einer sogenannten MINI-Prep. Die erhaltene
Menge an DNA reicht etwa fir 20 Southern Blots. Werden grof3ere Mengen bendétigt,

kann das Protokoll leicht modifiziert werden.

IV orbereitungen am Tag vor der Isolierung

StocklGsungen 2M Sorbitol (sterilfiltrieren)

500mM EDTA

20% SDS

1M Kaliumphosphat (K 3PO,), pH=7,5

Animpfen Hefestamm unter sterilen Kautelen in 15ml YPD Medium an+
impfen und tUber Nacht bel 30°C im Schittelbad inkubieren.

IDirekt vor der Isolierung

Benttigte Reagenzien (Stockl@sungen siehe oben)
Weiterhin: Dithiothreitol (DTT), Zymolase, neutrales Phenol,
Chloroform, 100% Ethanol (eisgektihlt), 70% Ethanol (eisge-
kihit), RNAse.
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Arbeitsldsungen L 6sung Volumen Mischung fur 10 Ansétze
pro Ansatz
1 M Sorbitol |2 ml 10 ml 2 M Sorbitol
ad 20 ml H,O
Zymolase- 1000 m 5mi 2 M Sorhitol
L 6sung 500m 1M K3POy4, pH 7,5
100 m IMDTT
ad 10 ml H>O
4 mg Zymolase
Ldsung 1 800 mi 800 m 500 mM EDTA
80m 20% SDS
ad 8 ml H,O

[l solierungsprotokol ||

Die Uber Nacht angeziichtete Kultur wird in 15 ml Falcontubes abzentrifugiert (4000
rpm, 3 min), der Uberstand wird verworfen. Das Zellsediment wird in 1. ml 1 M Sorbitol
aufgenommen und in ein grof3es Eppendorfgefal (2 ml) Uberfihrt. Nach erneuter Zentri-
fugation in der Tischzentrifuge (8000 rpm, 1 min) und Verwerfen des Uberstandes a-
folgt die grindliche Resuspension der Zellen in 1 ml Zymolasel6ésung. Zur enzymati-
schen Abdauung der Zellwande erfolgt nun die Inkubation bei 37°C unter heftigem
Schiitteln fir 90 min. Die zellwandlosen Hefezellen (Spheroplasten) werden anschlie-
fend durch Zentrifugation (8000 rpm, 1 min) geerntet, in 1 M Sorbitol gewaschen und
nach erneuter Zentrifugation (8000 rpm, 1 min)und Verwerfen des Uberstandes in 800
m Ldésung 1 aufgenommen und gruindlich resuspendiert. Nach diesem Schritt erfolgt die
Zugabe von 1 ml eines Phenol-Chloroform (1:1) Gemisches und erneute Inkubation bei
37°C unter heftigem Schitteln fir 60 min. Anschlief3end wird nach einer Zentrifugation
(14000 rpm, 3 min) die obere, wassrige Phase (800 m) in ein neues Eppendorfgefald (2
ml) Uberfihrt, erneut mit 1 ml Phenol/Chloroform (1:1) grandlich vermischt und wie-
derum zentrifugiert (14000 rpm, 3 min). Von der oberen, wassrigen Phase werden nun
je 400 m in zwe kleine Eppendorfgeféide (1 ml) Gberfihrt. Die DNA wird durch Zuga-
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be von 1 ml eiskaltem Ethanol in jedes der Caps gefallt und abzentrifugiert (14000 rpm,
10 min, bei 4°C). Nach Verwerfen des Uberstandes wird die pelletierte DNA mit 200
70% Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert (14000 rpm, 2 min, bei 4°C) und fur 10
min bei 37°C getrocknet. Nachdem keine Flissigkeit mehr im Eppendorfgefald beobach-
tet werden kann, wird die DNA in je 100 ml mit RNAse versetztem Wasser (1 ml RNAse
auf 1ml HO) gelést. Die Konzentration an DNA kann photometrisch bestimmt oder
durch Visualisierung eines Aliquots (1 m) auf einem Agarosegel im Vergleich zu eéinem

Massenstandard (Smartladder, eurogentec) geschéatzt werden.

I1.11. I solierung von Gesamt -RNA aus Hefezellen

Im Gegensatz zu DNA ist RNA sehr empfindlich, das Ergebnis der Prgparation ist dabei
insbesondere durch ubiquitér vorkommende, RNA spaltende Enzyme (RNAsen) ge-
fahrdet. Daher werden alle fur die RNA Prdparation bendtigten Lésungen mit DEPC-
H,O angesetzt (siehe Materialteil). Der Arbeitsplatz ist vor Beginn der Préparation zu
reinigen (beispielsweise mit RNAse-Zap, Ambion), man verwendet spezielle, RNAse-
freie Microfugecaps. Wichtig ist das konsequente Arbeiten auf Eis. Fur alle Schritte
sollten Handschuhe getragen werden, die ebenfalls mit RNAse-Zap gereinigt wurden.

IV orbereitungen am Tag vor der Isolierungd

Stockldsungen DEPC H,0

TES
3 M Natriumacetat

Weiterhin werden 100 ml des Mediums benétigt, in dem die

RNA Synthese induziert werden soll.

Animpfen Hefestamm unter sterilen Kautelen in 100 ml YPD Medium
animpfen und Uber Nacht bei 30°C im Schiittelbad inkubieren.
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IV orbereitungen am Tagder Isolierungd

Benotigte Reagenzien  Stocklésungen siehe oben.
Weiterhin: Saures Phenol, neutrales Phenol, Chloroform, 100%
Ethanol, 70% Ethanol.

Induktion der

RNA-Synthese Die Zdllzahl der Uber-Nacht Kultur wird mit Hilfe einer Zahl-
kammer gegebenenfalls in einer 1:100 Verdinnung ermittelt.
4,5 x 10° Zellen werden daraufhin in 100 ml Induktionsmedium
gegeben, das bereits auf die gewlnschte Temperatur erwarmt
wurde. Die Induktion der RNA Synthese erfolgt im Regelfall

fir 50 min.

[l solierungsprotokol ||

Nach der Induktion der RNA — Synthese wird die Kultur in zwei Greiner-Rohrchen 450
ml Uberfiihrt und abzentrifugiert (4000 rpm, 5 min, bei 4°C). Nach Verwerfen des Uber-
standes werden beide Zellsediments zusammen in 1 ml DEPC-H,0 resuspendiert und in
ein grofes Eppendorfgefald (2 ml) Gberfihrt. Die Zellen werden erneut abzentrifugiert
(8000 rpm, 1 min, bei 4°C) und nach Verwerfen des Uberstandes in 600 nl TES e
suspendiert. Nach Zugeben von 600 m saurem Phenol erfolgt eine griindliche Vermi-
schung (vortexen) und anschlief3end eine Inkubation bei 65°C. Hierbei ist auf eine re-
gelmaliige Durchmischung des Ansatzes (alle 15 min) zu achten. Nach der Inkubation
wird der Ansatz auf Eis fir 30 sek gekihlt, es folgt eine Zentrifugation (14000 rpm, 5
min, bei 4°C). 600 m der oberen, wassrigen Phase werden anschlief3end in ein neues
Eppendorfgefald Gberfuhrt, in dem 600 ml sauren Phenols vorgelegt wurden. Nach
grundlicher Durchmischung fir 30 sek (vortexen) und anschliefRender Zentrifugation
(14000 rpm, 5 min, bel 4°C) werden 550 m der oberen, wassrigen Phase in ein neues
Eppendorfgefald Uberfihrt, in dem 550 m eines Phenol (neutrales Phenol)/Chloroform
Gemisches (1:1) vorgelegt wurden. Nach 2 min grindlichen Durchmischens und Zentri-

fugation (14000 rpm, 1 min, bel 4°C) werden 500 1 der oberen, wassrigen Phasein ein
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neues Eppendorfgefd? zu 500 m des Phenol/Chloroform (1:1) Gemisches gegeben.
Nach erneuter grindlicher Durchmischung und Zentrifugation werden 400 der obe-
ren, wassrigen Phase in ein neues Eppendorfgefald tberfuhrt, in dem 1 ml 100% Ethanol
und 40 m 3 M Natriumacetat (pH 5,2) vorgelegt wurden. Dieser Ansatz wird fir 30 min
bei -20°C inkubiert und anschlief3end abzentrifugiert (14000 rpm, 15 min, bei 4°C). Das
hierbei ertstehende Pellet (kann sehr klein sein) entspricht der RNA, der Uberstand
wird verworfen. Das Pellet wird in 400 m 70% Ethanol gewaschen und nach erneuter
Zentrifugation (14000 rpm, 1 min, bei 4°C) und restlosem Verwerfen des Uberstandes
kurz an der Luft getrocknet. Anschlief3end wird die RNA in 100 mM DEPC-H,0 gel6st
und von da an bestéandig auf Eis gehalten oder bel —20°C aufgewahrt.

I1.12. Isolierung von Plasmid — DNA aus Bakterien

[1.12.1. Plasmidisolierungskits

Je nach bendtigter Menge an Plasmid-DNA sind verschiedene Prgparationskits kom-
merziell erhdtlich. FUr die Experimente in dieser Studie wurden folgende Kits verwen
det, die beide auf der Bindung der Plasmide in speziellen Silicagel-Anionen Matrizen

beruhen:

QIAprep Spin MINIprep-Kit
QlAprep Spin MIDIprep-Kit

[1.12.2. Schnellpraparation ohne Kit

Animpfen am Vortag Eine klonale Kolonie des plasmidtragenden Bakterienstammes
wird in 2 ml Medium unter Selektionsdruck angeimpft und Uber
Nacht bel 37°C im Schittel bad angeziichtet.
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Benttigte Losungen Lésung 1 50 mM Glucosg,
(kann bei 4°C aufbe- | 25 mM TrispH 8,0
wahrt werden) 10 mM EDTA pH 8,0
Lbsung 2 0,2 M NaOH

1% SDS

Losung 3 5 M Kaliumacetat
(kann bel 4°C aufbe- | 11,5Vol% Essgsiure
wahrt werden)

Protokoll

Die tber-Nacht Kultur wird abzentrifugiert (14000 rpm, 3 min), der Uberstand verwor-
fen und das Zellsediment in 100 m L6sung 1 resuspendiert. Nach Inkubation bei Raum:
temperatur fir 5 min. werden 200 nml Lésung 2 zugegeben. Nach griindlichem Mischen
erfolgt eine Inkubation fir 5 min. auf Eis. Anschlief3end werden 150 ml Lésung 3 zuge-
geben, nach grindlichem Mischen und erneuter Inkubation auf Eis fur 5 min erfolgt
eine Zentrifugation (14000 rpm, 3 min). 400 m des Uberstandes werden sauber abpipet-
tiert und in ein neues Eppendorfgefald dberfuhrt, in dem 800 ml eiskalten Ethanols vor-
gelegt wurden. Nach einmaligem Schiitteln folgt eine Inkubation bei —20°C fur 15 min
und anschlief3ende Pelletierung der Plasmid-DNA durch Zentrifugation (14000 rpm, 10
min, bei 4°C). Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet mit 400 m 70% Ethanol
Uberschichtet, erneut zentrifugiert (14000 rpm, 1 min) und nach erneutem Verwerfen
des Uberstandes bei 37°C bis zum vollstandigen Verdunsten der Alkoholreste getrock-
net. Abschlief3end wird die Plasmid-DNA in 30 m RNAse H,O resuspendiert. Die Aus-
beute der Praparation kann durch Visualisierung eines Aliquots (1-3 nl) in einer Gele-

lektrophorese abgeschétzt werden.

I1.13. Gelelektrophor ese

11.13.1. Horizontale DNA Gelelektrophorese im Agarosegel
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Die elektrophoretische Auftrennung von DNA nach dem Molekulargewicht erfolgte in
0,8%igen Agarosegelen. Die entsprechende Menge Agarose wird in IXTAE durch
Aufkochen in der Mikrowelle vollsténdig gel6st und das Gel nach Kihlung auf circa
60°C in die vorgesehene Form gegossen. Danach lésst man das Ge bis zur
vollstandigen RPolymerisation abkihlen. Je nach verwendetem Einsatz (Kamm) fassen
die Taschen zur Aufnahme der DNA-Proben zwischen 10 und 30 m. Die DNA-Proben
werden mit sterilem H,O auf das jewellige Volumen erganzt und mit 10 Vol%
Blaumarker (DNA) vermischt. Die Auftrennung erfolgt bei Raumtemperatur in IXTAE
Laufpuffer mit Spannungen zwischen 20 V (Uber Nacht Auftrennung) und 150 V
(Auftrennung in circa 1 h), und zwar aufgrund der negativen Ladung der Nukleinsiuren
stets in Richtung Anode. Die farbigen Fronten dienen als Orientierung fir den
erreichten Grad der Auftrennung. Bel jeder Auftrennung wird ein Grof3en und
Gewichtsstandard (Smartladder) mitgefuhrt. Nach erfolgter Auftrennung wird die DNA
durch 10mindtige Farbung in einer Ethidiumbromidiosung (10mg/ml) geférbt.
Ethidiumbromidgeféarbte DNA-Fragmente koénnen unter UV-Licht betrachtet und
dokumentiert werden.

11.13.2. DNA GrofRenmarker

Als DNA Grolenstandard wurde die Smartlad- Band size ng/band
der (Eurogentec, Seraing, Belgien) verwendet, — &j,ﬂ 12”
die fur FragmentgréRRen zwischen 10 kB und 200 _ NS 000 60
bp eine GroRenabschatzung erlaubt (siehe Ab- T ;“’
bildung). Anhand der Intensitét der Farbung = Eleele 10
einer Bande l&sst sich durch Vergleich mit den 2300 J
standardisierten Banden dieser Leiter eine semi- . A:
quantitative Abschdtzung der DNA Menge vor- i oo 100
nehmen. Die Gréfe von hybridisierenden RNA N r r
Banden (siehe unten) wurde in Relation zu 18s . ..
und 25s rRNA Banden angegeben. == &

Abb. M1: DNA GrofRenmar ker
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11.13.3. Horizontale RNA Gelelektrophorese im denaturierenden Agarosegel

Herstellung des denaturierenden Gelg

Zur Herstellung eines denaturierenden Agarosegels werden 180 ml DEPC-H,O mit 2 g
Agarose bis zur vollstandigen Auflésung der Agarose aufgekocht. Nach Abkuhlung auf
circa 60°C gibt man 3,6 ml Formaldehyd zusammen mit 20 ml 10x MOPS zu dem Gel
und giefdt es direkt in eine zuvor mit RNAse-Zap gereinigte Gelkammer.

IV orbereitung der Prober]

15 m der RNA Lésung werden mit 15 nl eines Premix (500 m Formamid, 175 nl For-
maldehyd, 100 nl 10x MOPS) und 3 nl Blaumarker (RNA) versetzt und fur 10 min auf
65°C erhitzt. Anschlief3end wird die Mischung kurz auf Eis abgekthlt und in die Gelt-

asche eingebractt.

[El ektrophoretische Auftrennung

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt wie bei DNA-Gelen. Als Laufpuffer wird
jedoch 1x MOPS verwendet. Wegen der schleimhautreizenden Bestandteile des Gels
sowie etwaiger DEPC Ruckstande im Laufpuffer erfolgt die Auftrennung von RNA im
denaturierenden Agarosegel stets unter dem Abzug. Die Farbung des Gels entspricht

dem oben beschriebenen Vorgehen.

I1.14. DNA-Extraktion aus einem Elektr ophor esegel

Fur die Extraktion von DNA-Fragmenten aus einem Elektrophoresegel wurden folgende
kommerziell erhdtliche Kits nach den vom Hersteller empfohlenen Protokollen ver-

wendet:
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Qiagen Nucleotide Removal Kit

Geneclean 11 Kit

I1.15. Transfer von Nukleinsaur e auf Hybridisierungsmembr anen (Blotting)

[1.15.1. DNA-Transfer im Southern Blot

Ziel des Southern Blots ist der Transfer von DNA aus einem Agarosegel auf eine

Membran.

IVorbehandlung des Agarosegelq

Vor dem Transfer der DNA muss diese denaturiert werden. Zu diesem Zweck wird das
Agarosegel fur 2 x 15 min in Denaturierungspuffer gewaschen und anschlief3end fur 2 x

15 min in Neutralisierungspuffer neutralisiert.

IAufbaudes Transfersystems

Prinzip des Blottens ist die |

Glasplatte
Ausnutzung einer Kapillarkraft .
zum Transfer der Nukleinsau = UdiosPa

E =——————— Ni_rﬂz;{-:!_nmefmi?

ren - | ETjasg;fﬂm'tgeﬂs
Im nebenstehend schematisch \ / N /

\
dargestellten Modell bauen die \ 204 5SC '/

Papierhardtlicher einen Sog auf,

. i Abb. M 2 Aufbau eines Southern Blots
der mit dem Hochsalzpuffer die
DNA transferiert. Wichtig ist, einen ,,Kurzschluss* dieses Sogs seitlich vom Gel durch
Abdichten z.B. mit Rontgenfilm zu verhindern. Der Transfer erfolgt Uber mindestens 6
Stunden oder Uber Nacht. Anstelle der klassischerweise verwendeten Nitrocellulose als

Trégermaterial wurden in dieser Studie Nylonmembranen verwendet.
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IVernetzung der DNA mit der Membran (Crosslinken)|

Nach dem Transfer der DNA auf die Membran ist es essentiell, die Position der Taschen
zu markieren. Anschliefiend muss die DNA durch UV-Crosslinking an der Membran
fixiert werden. Dies geschieht durch automatisierte Crosslinker (Stratagene).

[1.15.2. RNA - Transfer im Northern Blot

Ziel des Northern Blotsist der Transfer von RNA aus einem Gel auf eine Membran. Im
Gegensatz zu DNA fuhrenden Gelen sind RNA Gele bereits denaturierend, es ist daher
keine Vorbehandlung vor dem Blotten notwendig. Der Aufbau des Blots entspricht dem
des Southern Blots, auch hier ist nach dem Transfer eine Vernetzung der Nukleinsaure

mit der Membran (Crosslinken) erforderlich.

I1.16. Hybridisierungen (DNA-DNA und RNA-DNA)

[1.16.1 Sondenlabeling

Alle in dieser Studie beschriebenen Sonden waren DNA Sonden und wurden radioaktiv
mit dCTP*?* (Amersham) markiert. Das Labeling erfolgte mit Hilfe des Random Pri-
melt Labeling Kits (Stratagene) nach den Angaben des Herstellers. Die Aufreinigung
der Sonden nach der Markierung erfolgte mit dem Qiagen PCR Purification Kit. Direkt

vor der Hybridisierung muss die Sonde bei 95°C fur 10 min denaturiert werden.

11.16.2. Verwendete Sonden

Detektiertes Gen | Sonde

PHR1/CdPHR1 800 bp BspD1 Fragment aus PHR1-ORF ausgeschnitten aus
pSMS-24

PHR2/CdPHR1 1,6 kB Hindlll Fragment aus PHR2-ORF ausgeschnitten aus
pFM-6
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ACT1 PCR-Amplifikat von genomischer DNA (C. albicans) mit den Pri-
mern OK1 und OK2

11.16.3. Hybridisierung

Die nukleinsiuretragenden Nylonmembranen werden in auf 65°C vorgewdrmtem Mo-
nodpuffer (circa 20 ml) prahybridisiert (15 min, 65°C). Anschlief3end wird dieser Puffer
verworfen und 20 ml frischer, ebenfalls auf 65°C vorgewarmter Monodpuffer mit der
markierten und denaturierten Sonde zugegeben. Die Hybridisierung erfolgt Uber Nacht
bei 65°C. Anschlief3end wird der Blot fur zweimal 15 min in Hybridisierungswaschpuf-
fer gewaschen.

Die noch feuchte Membran wird sorgfdltig in Frischhaltefolie eingepackt und in ener
Rontgenkassette fixiert. Anschlief3end wird in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm in
die Kassette eingebracht. Die Exposition erfolgt im Regelfall fir etwa 5 h. Die Entwick-
lung der Rontgenfilme erfolgte automatisiert.

I1.17. Polymerase— K ettenr eaktion (PCR)

Die PCR dient der raschen, exponentiellen Amplifikation von DNA Fragmenten. Das
Prinzip basiert auf der Verwendung einer hitzeresistenten DNA-Polymerase (Taq
[ Thermus aquaticus] -Polymerase und ist hinreichend beschrieben (z.B. Stryer, 1995). In
dieser Studie wurde ausschliefdich die AmpliTag-DNA-Polymerase (Perkin-Elmer) mit
den mitgelieferten Puffern verwendet. Ein représentativer PCR Ansatz ist in der folgen
den Tabelle beschrieben:

Template DNA 1 (entsprechend 100 — 500 ng)

Forward Primer 50 pmol (soll das Produkt direkt sequenziert werden 10
pmol)

Reverse Primer 50 pmol (siehe Forward Primer)

10 PCR Puffer 10% des Resktionsvolumens

MgCh 1,5mM

dNTP 2 m der Stockldsung
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AmpliTag-Polymerase 05m

Das Reaktionsvolumen wurde je nach Bedarf zwischen 20 m und 100 m gewahlt. Ein

reprasentativer Amplifikationszyklus (Programm fur den Thermocycler) ist in der fol-

genden Tabelle beschrieben:

Priméare DNA Denaturierung 95°C 5min
Annealing (Anlagerung der Primer) Ta*  45sek
Polymerisation 72°C 90 sek 30-40
. Zyklen
Denaturierung 95°C 30sek
Finale Extension 72°C 5min
* Ta entspricht der Annealingtemperatur der Primer, die sich fur jeden Primer aus

dem GC / AT Gehalt nach der folgenden Formel errechnet:
T4t n)+2(n,tno)- 2

mit rx as absoluter Anzahl des Nukleotides X (= A,C,G oder T) in der Primer-

sequenz.

Eine Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer findet sich im Anhang (A1, Seite

116).

11.17.1 Colony PCR

Anstelle von reiner DNA kann auch Koloniematerial, das ja DNA enthdlt, as ,, Templa-

te’ verwendet werden. Hierzu wird eine Kolonie in 100 ml H,O eingerieben. Davon

werden 10 m als Template eingesetzt. Negative Ergebnisse sollten stets in Zweifel ge-

zogen werden, wahrend bel sorgfdltigem Arbeiten positive Ergebnisse hinreichend ar

verléssig sind.
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11.17.2. Inverse PCR

Die Technik der inversen PCR dient der Aufdeckung unbekannter Sequenzen, die be-
nachbart zu einem bekannten Sequenzabschnitt liegen (Abb. M 3, Schritte 1-4)

exemplorisch funf bBekanrte
Restrikt onsschn fisteller ved-
schedener Erzyme [RET B RES)
O, ——
REZ RE4 Jerstellung einer Sende m trels PCIR
RE1| RES | REZ
Abschnit ! s <
genomische | | |
MNA
| " I >
bekannter Jnbekannte Saguez nformaticn
sy enzanachnit
@ Restiktiosverdau genonischer LNA i RE|
bs RLE it anschliedencerr Triansfer auf eine
Nytonrmerbwar wnd | lybeidis crung rmit don in
Sl 1 horges ol on Soncke,
RE” REZ RF3 RC4 RES
@ RE" REZ RE3 REA RES
R — Ja nachk Posilion dsr rachsler Resln kl ons-
| Dk — — scha Hslelle  coigen sich in oo Hybridisizsrung
8kb — dos Souttorn Blots  unteschiediche Fragmentgedden,
I Belzpiel wird far die weiteen Schritte RET
AKEs| — [Fiogmentiange 4 kb gewdahit Iceql sind Frogrentléngen
zwEchen 2 und 5 ko fir die spdtere L gaticn.
1kks ~—
Soulhen Aol
@ o bekarnle Soquoy gesuchte Seguenz
I:|
——
o ) (4.4
REI X
H57C
Gonomieche DNA wird mit dermy gocigroten Restiktionsenzyr
hir RCT) vaordaul (e5). Nach Inokl vierang des Dreyrms (B liegl
die gesichle Jequen: aul enem £&o goleny Fragmenl,
. Fs srfplct eine | gation cer Frogrnente it der 7iel eing
Zikulgigierur g Liegh die gesucht Sequenz schilisich in zirk, e
Form ved, 30 kern b ener PCR mit zwael aus dern oekaarnten
Seq.enz abgeleiteten irern die ges.chte Sequenz arpifiziet
unc anschiieBend seqguerzert werden

Abb. M 3: Prinzip der inversen PCR
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I1.18. Ammoniumacetatfallung von PCR Produkten

Zu 40m PCR Reaktion werden 40m Ammoniumacetat (4 M, pH 4,6) sowie 240n1 eis-
kaltes 100% Ethanol gegeben. Nach kurzer Durchmischung erfolgt eine Zentrifugation
(14000 rpm, 15 min, bei 4°C) mit Verwerfen des Uberstandes. Das Pellet (meist nur
schwer sichtbar) wird mit 200 m 70% Ethanol tberschichtet. Nach erneuter Zentrifuga
tion (14000 rpm, 2 min, bei 4°C) wird der Uberstand sorgfaltig abpipettiert und verwor-
fen. Den restlichen Alkohol l&sst man bei 50°C verdunsten. Anschlief?end wird die
DNA je nach Ausbeute der Amplifikation in 8 - 20 m HO gel6st.

11.19. Klonierungen

11.19.1. Restriktionsenzyme

Enzym  Herkunft Schnittstelle Puffer/
Temperatur
BamHI  Bacillus 5-[€GATCC-3 BamHI-Puffer
amyloliquefaciens 3- G5 +BSA/37°C
BspDI Bacillus species 5’-%AT-3’ NEB4/37°C
(= Clal) 3- TA-5
EcoRlI Escherichia coli EcoRI Puffer/
37°C
EcoRV  Escherichia coli NEB2/25°C
Hindlll  Haemophilus NEB2/37°C
influenzae
Pstl Providencia 5- G-3 NEB3/37°C
stuartii 3-GACGTC-5
Smal Serratia g CCCleeex NEB4/25°C
Mar cescens 3’ -[eeeCCC-5
Xbal Xanthomonas 5-IICTAGA-3 NEB2/25°C
3- T-5

badrii
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Xmnl Xanthomonas 5 -CIAVANINNNTTC-3 NEB2/25°C
campestris 3 -CRINNNNAAG-3

Alle Restriktionsenzyme, die in dieser Arbeit verwendet wurden, stammten von New

England Biolabs und wurden nach den empfohlenen Protokollen gebraucht.

11.19.2. Sonstige fur Klonierungen verwendete Enzyme

[Alkalische Phosphatase (Shrimp)|

Shrimp akalische Phosphatase (SAP) katalysiert die 5° Dephosphorylierung von DNA.
Bei Klonierung eines DNA Fragmentes in einen Plasmidvektor Uber ein einzelnes B
zym verhindert die Dephosphorylierung des Vektors nach der Linearisierung die
frustrane Religation ohne Interposition des Fragmentes. In dieser Studie wurde stets die
SAP von Boehringer Mannheim mit dem beigefligten Puffer und unter den empfohlenen
Reaktionsbedingungen verwendet. Wichtig ist die vollstandige Inaktivierung des En-
zyms nach der Dephosphorylierung, die durch Erhitzen auf 65°C fur 15 min erreicht

wird.

[T4 DNA Polymerasq

T4 DNA Polymerase katalysiert die DNA-Synthese in 5 ® 3" Richtung bei Vorhan
densein eines Templates und eines Primers. Aul3erdem besitzt das Enzym 3'® 5 Exo-
nukleaseaktivitat. Es wird daher zum Entfernen von 3" und 5 Uberhangen nach Restrik-
tionsverdaus verwendet. Dies ist erforderlich, wenn eine blunt-end Ligation, also eine
Ligation ohne zueinander passende Uberhange, durchgefiihrt werden soll. In dieser Stu-
die wurde stets die T4 DNA Polymerase von New England BioLabs mit dem beigeflig-
ten Puffer unter den empfohlenen Bedingungen (12°C, 20 min, 100nmol dNTP) ver-

wendet.
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[T4 DNA Ligasd

T4 DNA Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen benach-
barten 5'-Phosphat- und 3"-Hydroxyl-Termini in doppelstrangiger DNA. In dieser Stu-
die wurde stets die T4 DNA Ligase von New England BioLabs mit dem beigefiigten
Puffer verwendet. Alle Ligationen wurden bel 16°C Uber Nacht in Reaktionsvolumina
zwischen 10 nl und 20 n1 durchgefihrt.

11.19.3. Basisplasmide

IpPCR2.1. (aus TOPO TA Kloning Kit, Invitrogen)|

Vorgefertigtes Plasmid zur effizienten Klonierung von PCR-Produkten mit endstéandig

unpaaren Adenosin Resten.

IpPRS316 (Sikorski und Hieter, 1989)

Shuttle Vektor fir Saccharomyces cerevisiae basierend auf pBSK(+) (Stratagene),
URA3 fungiert als Selektionsmarker.

IpLY SF (Weidner et al., 1997),

Aspergillus nidulans Vektor, LysF fungiert als Selektionsmarker.

[PFL45S (Christiansonet al.,1992)

S cerevisiae 2|1 high-copy shuttle Vektor mit TRP1 al's Selektionsmarker
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I1.20. Sequenzierung

Alle Sequenzierungen in dieser Studie wurden in der automatisierten Sanger-Methode
(Sanger et al., 1977) mit Hilfe des Prism ready reaction dye deoxy terminator cycle
sequencing kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Durch Zu-
gabe von di-deoxy-Nukleotiden kommt es bel einer Polymerisation 21 Kettenabbri-
chen, die eine Sequenzierung erlauben. Primer zur Amplifikation wurden vom Beginn
der zu sequenzierenden Nukleinsdurefolge, beziehungsweise bel doppellaufiger Se-
guenzierung von Beginn und Ende der zu sequenzierenden Nukleinsdurefolge, abgelei-
tet. Die Annedlingtemperatur fir jeden Primer errechnete sich aus der Nukleinsdurever-
teilung amalog dem Vorgehen bel einer PCR (siehe Seite 42). Die Auswertung der
Fragmente nach Elektrophorese im Polyacrylamidgel erfolgte automatisiert (ABI Prism
Sequencer 377, Perkin Elmer).

[1.20.1. Genbankreqistrierungen

Gen Kurzbeschreibung Autoren Reg.-Nr.

CdPHR1 |PHR1 Homolog von |W. Heinz, O. Kurzai, F. Muhischlegel | AF184907

C. dubliniensis

CdPHR2 |PHR2 Homolog von |W. Heinz, O. Kurzai, F. Muhischlegel | AF184908

C. dubliniensis

CgACT1 | Aktin-Genvon O. Kurzai, M. Weig, F. Muhlschlegel | AF069746
C. glabrata

[1.21. Transformation und Plasmidmultiplikation in E. coli

Alle bakteriellen Transformationen in dieser Studie erfolgten mit Hilfe der Elektropora-
tion, einem sehr effizienten Verfahren zur Einbringung von Plasmiden in das Zytoplas-
ma sogenannter elektrokompetenter Bakterien. Hierbei wird mittels eines kurzen, aber
starken Stromstof3es die bakterielle Zellwand kurzfristig durchgangig fir Plasmide g

macht.
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11.21.1. Herstellung el ektrokompetenter Zellen

In 700 ml LB Medium werden 10 ml einer Uber-Nacht-Kultur von E. coli (XL1 blue
MRF") angeimpft und bei 37°C bis zum Erreichen einer optischen Dichte bel 600 nm
(ODeo) von 0,6 inkubiert. Anschlief3end wird die Kultur fur 15 min auf Eis gekuhlt und
abzentrifugiert (4000 rpm, 5 min, bel 4°C). Das Zellsediment wird nach Verwerfen des
Uberstandes in 500 ml eiskaltem HO resuspendiert. Hierauf folgt eine Zentrifugation
(10 min, 4000 rpm, bei 4°C). Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet in 200
ml eiskaltem H,O aufgenommen. Dieser Schritt wird unter schrittweiser Absenkung des
Resuspensionsvolumens auf 20 ml und 1,75 ml wiederholt, wobei die Bakterien in 20%
Glycerin resuspendiert werden. Schliefdich werden die Bakterien in 40 ml Aliquots auf-
geteilt, in flussigem Stickstoff schockgefrostet und bei —80°C aufbewahrt.

11.21.2. Elektroporation

1 ml einer Ligationsreaktion wird in 9m HO auf Eis zu 40m elektrokompetenter E. coli
Zellen gegeben. Nach Inkubation auf Eis fur 5 min wird der Ansatz in eine Elektropora-
tionskiivette luftblasenfrel Uberfihrt. Die Bedingungen fir den Elektroporationsstrom
sind 2500 V, 25nt und 400 W. Sofort nach der Elektroporation werden die Zellen in 1
ml SOC Medium aufgenommen und 1 h bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Danach
erfolgt Selektion von plasmidtragenden Zellen auf ampicillinhatigen LB Agarplatten
Uber Nacht bei 37°C.

I1.22. Transfor mation von Hefezellen

[1.22.1. Transformation von Hefezellen nach der Lithium- Acetat M ethode

IV orbereitungen am Tag vor der Transformation
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Animpfen Der Rezipientenstamm wird Uber Nacht in 20 ml YPD
(supplemerntiert je nach Auxotrophie) bei 30°C im Schittelbad

angezlichtet.

Eswird 1 ng zu transformierende DNA benétigt.

IV orbereitungen am Tagder Transformatior)

Herstellung einer Kultur

in der Logphase Die Zellzahl in der Uber-Nacht-Kultur wird in der Zahlkammer
bestimmt und ein Aliquot mit 10® Zellen in 50 ml frisches Me-
dium Uberimpft. Die neue Kultur wird bei 30°C im Schiittel bad
bis zum Erreichen einer Zelldichte von 10”/ml inkubiert (im
Regelfall etwa 4 Stunden).

BendGtigte Losungen | Losung 1 Ix TE

1x Lithiumacetat
in HLO

Lbsung 2 IXTE

1x Lithiumacetat
40% PEG

in HO

[Transformationsprotokol |

Die angelegte Kultur wird beim Erreichen der gewiinschten Zelldichte (10/ml) &-
zentrifugiert (4000 rpm, 4 min), das Zellsediment nach Verwerfen des Uberstandes in
500 ml H,O resuspendiert und ein Eppendorfgefal Gberfihrt. Nach erneuter Zentrifuga
tion (10000 rpm, 1 min) und Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet in 500 ml Lo-
sung 1 aufgenommen und die Zellzahl dieser Suspension in der Zéhlkammer bestimmt.
Die Zellzahl wird anschlieend durch Verdiinnen oder Konzentration auf 2 x 10° Zel-

len/ml eingestellt. 50 m dieser Suspension zusammen mit 1 g zu transformierender
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DNA, 10 n1 Lachsperm DNA, die zuvor fir 5 min im kochenden Wasserbad denaturiert
wurde, sowie 300 m Lésung 2 bilden den Transformationsansatz. Dieser wird im Schiit-
telbad bel exakt 30°C fur 30 min inkubiert und anschlief}end fur 3 min einem Hitz-
schock von 42°C ausgesetzt. Hierauf werden die Zellen abzentrifugiert (10000 rpm, 1
min) und nach Verwerfen des Uberstandes in 200 ml HO gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (10000 rpm, 1 min) werden die Zellen in 100 m H,O aufgenommen und
gleichmaldig auf ein Selektivmedium ausgestrichen. Die Platten sollten mindestens 3 d
bei 30 °C bebritet werden, Transformanten zeigen sich spétestens nach 5 d.

11.22.2. Transformation von Hefezellen mit Hilfe der Spheroplastenmethode

IV orbereitungen am Tag vor der Transformation

Animpfen Der Rezipientenstamm wird unter sterilen Kautelen in 10 ml
YPD (je nach Auxotrophien supplementiert) angeimpft und G-
ber Nacht bei 30°C im Schittelbad ink ubiert.

Es werden 5 ng an zu transformierender DNA bendtigt.

IV orbereitungen am Tag der Transformatior)

Bendtigte Losungen SPE — L6sung 1 M Sorbitol

50 mM K3PO4 pH 7,5
10 mM EDTA pH 7,5
in HL,O

STC —L0Osung 10mM TrispH 7,5

10 mM CaClh

1 M Sorbitol

in HO
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PEG — L6sung 20% PEG 8000 (Polyethylenglycol)
0,1 M TrispH 7,5

0,1 M CaCl,

in O

SOS — Medium 1 M Sorbitol

6,5 mM CaCl2

33% YPD

25 mg/ml Uridin

in HO

Herstellen einer Kultur

In der Logphase Zu der Uber-Nacht-Kultur wird 200 ml Medium gegeben und
diese neue Kultur bis zu einer Zellzahl von 2,5 x 107/ml Zellen
bei 30°C inkubiert (im Regelfall etwa 4 Stunden).

[Transformationsprotokoll

Die Sekundérkultur wird nach Erreichen der gewtlnschten Zellzahl abzentrifugiert
(4000 rpm, 5 min, bei 15°C) und das Pellet nach Verwerfen des Uberstandesin 20 ml 1
M Sorbitol aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation (4000 rpm, 5 min, bel 15°C)
und Verwerfen des Uberstandes werden die Zellen in 19,6 ml SPEL6sung mit 40 i b-
Mercaptoethanol aufgenommen. Hierzu werden 400 ml Zymolase gelost in SPE
(5mg/ml) gegeben und die Mischung bei 30°C fur 12 min inkubiert. Die Spheroplasten
werden anschlief3end pelletiert (2000 rpm, 5 min, bei minimaler Dezeleration) und vor-
sichtigin 20 ml 1 M Sorbitol und anschlief3end in 20 ml STC-Ldsung unter denselben
Bedingungen. Danach werden die Zdlen in 1,5 ml STC-Ldsung aufgenommen. Zu 100
m dieser Suspension werden 5nyg zu transformierende DNA und 5 ml zuvor bei 95°C fir
5 min denaturierter Lachssperm DNA (Pharmacia Biotech) sowie 1 ml PEG-L6sung
gegeben. Dieser Transformationsansatz wird fur 15 min bel Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieffend erfolgt eine Zentrifugation (2000 rpm, 2 min, bei minimaler Dezeleration
ohne Bremsen) und nach Verwerfen des Uberstandes Aufnahme der Spheroplasten in
1,5 ml SOS Medium. Nach Inkubation bei 30°C fur 40 min, ohne zu schiitteln, werden
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die Spheroplasten auf geeigneten, mit 1 M Sorbitol isoosmolar gemachten Agarplatten
ausgestrichen. Transformanten zeigen sichnach 2-5 Tagen Inkubation bei 30°C.

I1.23. Phanotypische M erkmalevon C. dubliniensis

[1.23.1. Chlamydosporenmorphologie

Die Chlamydosporenmorphologie wird

auf Res-Tween Agar bewertet. Dazu

Tripleds

wird der entsprechende Stamm unter

sterilen Kautelen Zférmig in der Mitte

der Agarplatte ausgestrichen und mit .
einzelne

einem sauberen Deckglaschen zum Chlamydasaonen

Erreichen einer mikroaerophilen Um- Dupiets

gebung bedeckt. Die Platten werden fir Abb. M 4 Chlamydosporenmorphologie

48 h bel 25°C inkubiert. De Chlamy-

dosporen lassen sich durch direkte Mikroskopie der Zellen (10x, 40x) als endstandige
dickwandige, doppel brechende kugelformige Gebilde, die Uber eine Stiitzzelle mit den

Hyphen verbunden sind, auf der Platte beobachten. Abbildung M 4 zeigt Duplets und
Triplets, die definitionsgemald von einer einzigen Stutzzelle gehalten werden. Die Ein-
teilung erfolgte in die Kategorien +++1 (Triplets und Duplets), ++1 (Duplets), ++
(reichhaltig),+ (deutlich),+/- (wenig).

11.23.2. Wachstum bei 45°C

Zur Einordnung des Wachstumsverhaltens bei 45°C wird der entsprechende Stamm
unter sterilen Kautelen auf eine vorgewéarmte Platte (Y PD) ausgestrichen und fir 72 h
bei 45°C inkubiert. In dieser Studie wurden die Stdmme in - (kein Wachstum), O (stark

reduziertes Wachstum) und + (normales Wachstum) eingeteilt.
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[1.23.3. Koloniefarbung auf CHROMagar Candida

CHROMagar Candida ist ein Medium, das die Klassifizierung verschiedenster Candida
sp. anhand ihrer Koloniefarbung erlaubt. Obgleich sowohl C. albicans as auch C.
dubliniensis auf diesem Medium grin geféarbt sind, ist beschrieben, dass die C. dubli-
nienss Kolonien eher dunkelgrin im Gegensatz zu den eher hellgrinen C. albicans
Kolonien erscheinen. Die Beurteilung der Kolonieféarbung erfolgte nach Inkubation fir
48 h bei 30°C im Vergleich zu zwel Referenzstammen (C. albicans SC5314 und C.
dubliniensis CBS7987) a's hell- oder dunkelgrin.

11.23.4. Koloniemorphologie auf STAIB Agar

Die Koloniemorphologie wurde makroskopisch (rau oder glatt) und mikroskopisch im
Hinblick auf Chlamydosporenbildung nach 48 h bei 30°C beurteilt. Raue Kolonien und
Chlamydosporenbildung sind kennzeichnend fur C. dubliniensis

I1.24. Resistenztestungen

Die Resistenztestungen im Rahmen des epidemiologischen Studienteils erfolgten mit
einem standardisierten Mikrodilutionstest nach DIN Norm in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. H.-C. Korting (Dermatologische Klinik und Polikli-
nik, Ludwig-Maximilians-Universitét, Munchen). Die Medienherstellung und techni-
sche Vorgehensweise wurde von Schmalreck ausfuhrlich beschrieben (Schmalreck,
1992). Gearbeitet wurde mit einer Verdinnungsreihe fir jedes Antimykotikum von 128
ng/ml bis 0,125 ng/ml in HR-Medium. Die Ablesung erfolgte nach 48 Stunden. Fol-
gende Stamme wurden as Kontrollstdmme mitgefuhrt (mit den minimalen Inhibiti-

onskonzentrationen fr Fluconazol, Itraconazol und Amphotericin B):
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Stamm Nummer MIC-Flu MIC-ltra MIC-AB
C. albicans ATCC! 90028 1 1
C. stellatoidea ATCC 20408 1 2 0,25
C. stellatoidea ATCC 11006 0,5 05 0,125
C. dubliniensis CBS? 7987 0,5 0,5 0,25
C. dubliniensis CBS 7988 0,5 4 0,125
C. glabrata ATCC 90030 1 16 1
C. tropicalis CBS 94 0,5 32 8
C. parapsilosis CBS 604 0,5 1 0,125
C. guilliermondii®  CBS566 0,25 2 0,125
C. maltosa CBS5611 1 2 0,25
C. kefyr? CBS 834 0,25 0,5 0,125
C. krusei® CBS573 2 32 0,5

! Referenzstamm der American Type Culture Collection

2. Referenzstamm des Central bureau voor Schimmelcultures
3 Teleomorph ist Pichia guilliermondii

4: Teleomorph ist Kluyveromyces marxianus

®: Teleomorph ist Issatchenkia orientalis

I1.26. Biochemische Assimilationsr eaktionen

Alle in dem epidemiologischen Teil dieser Arbeit as C. dubliniensis identifizierten
Stdmme wurden in Zusammenarbeit mit Merlin Diagnostica (Bornheim-Hersel,
Deutschland) mit Hilfe des kommerziell erhdtlichen MICRONAUT-RC Systems bio-
chemisch charakterisiert. In diesem System werden klinisch relevante Hefen mittels
eines aus 21 verschiedenen biochemischen Reaktionen erstellten Profils klassifiziert.
Diese Reaktionen sind im Einzelnen in Kapitel 4.7. (Tabelle 5, Seite 81) aufgefiihrt.
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I1l. ERGEBNISSE

I11.1. PHR homologe Gene bei C. dubliniensis

[11.1.1 PCR mit von PHRL/PHR2 abgeleiteten Primern

Bereits bel der ersten Beschreibung von C. dubliniensis wurde auf die sehr enge phylogeneti-
sche Verwandtschaft dieser neuen Spezies zu C. albicans hingewiesen. Hypothetisch erschien
es daher mdglich, in einer einfachen PCR Reaktion mit von PHR1 / PHR2 abgeleiteten Pri-
mern, Teile homologer Gene in C. dubliniensis zu amplifizieren. Zu diesem Zweck wurden
von Beginn und Ende des offenen Leserasters von PHRL in C. albicansdie PCR Primer OK3
und OK4 abgeleitet. Mit Hilfe dieser Primer und genomischer DNA von C. dubliniensis CBS
7987 as Template wurde zunéchst eine PCR Reaktion unter stringerten Bedingungen durch-
gefuhrt (30 Zyklen, Annealingtemperatur 50°C). Es zeigte sich jedoch, dass es bel C. albicans
zwar zu dem erwarteten Amplifikationsprodukt von ca. 1,6 kb kommt, bei C. dubliniensis
jedoch nicht.

Mit Hilfe degenerierter Primer, die in Alignments der Sequenzen von PHR1 und PHR2 aus
konservierten Bereichen abgeleitet wurden, gelang jedoch die Amplifikation eines Fragmen-
tes mit der erwarteten Grof3e von 250 bp. Dieses Amplifikationsprodukt wurde in pCR2.1
kloniert und zwanzig unabhangige Klone anschlief3end sequenziert. In allen zwanzig Klonen
fand sich ein identisches Fragment mit hoher Homologie zu dem entsprechenden Sequenzab-
schnitt von PHR2. Damit war ein erster deutlicher Hinwels fur die Existenz von PHR homo-
logen Genen im Genom von C. dubliniensis gegeben. Trotz Modifikation der PCR Bedingun-

gen gelang es nicht, ein analoges Segment aus einem PHR1 Homolog zu amplifizieren.

[11.1.2. Identifizierung PHR - homologer Sequenzen

Um die Existenz von PHR homologen Sequenzen im Genom von C. dubliniensis nachzuwel-
sen, wurde genomische DNA von den Referenzstammen CBS7987 und CBS7988 isoliert und
alternativ mit EcoRI oder Hindlll verdaut. Die verdaute DNA wurde auf Nylonmembranen
transferiert und alternativ mit von PHR1 oder PHR2 abgeleiteten Sonden hybridisiert. Beide
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Sonden hybridisierten unter stringenten Bedingungen mit der genomischen DNA von
dubliniensis (Abb. 4).

C.
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Abb. 4: Hybridisierung von genomischer DNA aus C. dubliniensis mit einer PHR1-Sonde

Genomische DNA der Stamme C. albicans SC5314 (Spur 1), C. dubliniensis CBS7987 (Spur 2),
CBS 7988 (Spur 3) und CD33 (Spurd), C. stellatoidea CBS11006 (Spur 5) und C. maltose
CBS5611 (Spur 6) wurde nach Verdau mit EcoRI oder Hindlll mit einer PHR1-Sonde hybridi-
siert. Es zeigt sich ein spezifisches Signal bel alen C. dubliniensis Stémmen mit von C. albicans

differierender Restriktionsfragmentlange.

Wie erwartet, wurde auch fur C. albicans und zwei mitgeftihrte C. stellatoidea Stdmme en

Signal detektiert (Abb. 4). Im Gegensatz dazu zeigte sich kein Signal bei einer Hybridisierung
der Sonden mit genomischer DNA aus C. maltosa (Abb. 4). Wie in Abbildung 4 dargestellt,

falt bei beiden Enzymen und beiden Sonden eine unterschiedliche Lange der durch die

Hybridisierung identifizierten Restriktionsfragmente bei C. albicansund C. dubliniensis auf.

Dagegen entsprechen die Grolien der Restriktionsfragmente bei der friher ebenfalls als eigen

sténdig betrachteten Spezies C. stellatoidea genau denenvon C. albicans (Abb. 4). DNA aus

verschiedenen anderen chlamydosporennegativen Spezies wurde isoliert und mit den beiden

Sonden hybridisiert (Tab. 1).
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Tabelle 1. Fragmentrestriktionsgrofien und PCR-Ergebnisse fir PHRL und PHR2 bel ver-

schiedenen Spezies

Fragmentgroide
Southern Blot
Spezies Stam Referenz PHR1-Sonde | PHR2-Sonde | PCR
m EcoRI |HindllI| EcoRlI | Hindll|

C. ALBICANS SC5314 Gillumet al., 1984 3,7kb | 8kb 7,5kb | 1kb 1,6kb
CA019 Kurzai et al., 1999 37kb [8b |nd® |nd 1,6kb
CAQ24 Kurzai et al., 1999 3,7kb |8kb nd nd 1,6kb
132A Galagher et al., 1992 | 3,7kb |[8kb nd nd 1,6kb
3153 Odds, 1974 3,7kb | 8kb nd nd 1,6kb

C. gellatoidea | ATCC' 11006 3,7kb |8kb 7,5kb | 1kb 1,6kb
ATCC 20408 3,7kb |8kb nd nd 1,6kb

C.dubliniensis | CBS” 7987 6,5kb | 7kb 20 038 ns'
CBS 7988 6,5kb | 7kb 20 08 ns
CD33 Sullivanet al., 1995 | 6,5kb | 7kb nd nd ns
CD38 Sullivan et al., 1995 6,5kb | 7kb nd nd ns
CM1 Sullivan et al., 1995 6,5kb | 7kb nd nd ns
LP Kurzai et al., 1999 6,5kb | 7kb nd nd ns

C. glabrata ATCC 90876 ns ns 12 75 0,7

C. tropicalis CBS 94 55kb |14kb |75 13 ns

C.parapsilosis | CBS604 11kb [13kb |ns ns ns

Issatchenkia CBS 673 ns ns ns ns 21

orientalis’

Pichia CBS 566 ns ns ns ns ns

guilliermondii®

KLUYVEROMYCES | CBS 834 ns ns ns ns 22

MARXIANUS’

C. maltosa CBS 5611 ns ns nd nd 2,2

1Y ATCC = American Type Culture Collection; 2) Centralbureau voor Schimmelcultures; °)
nicht getestet; *) kein Signal detektiert; °) Teleomorph zu Candida krusei; ®) Teleomorph zu

Candida guilliermondii;

) Teleomorph zu Candida kefyr;
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Bei einigen, wie der C. albicans phylogenetisch relativ nahestehenden Art C. tropicalis, zeig-
ten sich positive Signale. Diese waren jedoch deutlich schwécher als die bei C. albicans und
C. dubliniensis detektierten. Sie konnten auf die Existenz PHR homologer Sequenzen im Ge-
nom dieser Arten hinweisen. Insbesondere fur C. glabrata wurden solche Gene bereits be-
schrieben (Weig et al., 2001). Bel einigen der nontalbicans Spezies ergaben sich auch in der
PCR mit OK3/ OK4 Amplifikationsprodukte (Tab. 1).

[11.1.3. Expressionsmuster der PHR-homologen Gene bel Candida dubliniensis

PHR homologe Gene wurden bereits in etlichen Pilzspezies beschrieben. (Vai et al., 1991;
Nakazawa et al., 1998; Nakazawa et al., 2000; Mouyna et al., 2000; Weig et al., 2000). PHR1
und PHR2 unterscheiden sich jedoch von allen anderen Genen dieser Familie durch die ein-
zigartige Regulation ihrer Expression in Abhangigkeit vom pH-Wert der Umgebung (Mihl-
schlegel et al., 1998).

Genomische RNA von C. dubliniensis wurde nach Induktion sowohl bei pH 4 als auch bei pH
8 isoliert und geblottet. Die Hybridiserung mit PHR1 beziehungsweise PHR2 spezifischen
Sonden detektiert jeweils spezifisch ein Transkript eines putativen homologen Gens. (Abb. 5).
Dabel wird das zu PHR1 homologe Transkript nur bei alkalischen pH-Bedingungen induziert
und detektiert, wadhrend sich das PHR2 homologe Transkript nur unter sauren pH-
Bedingungen findet (Abb. 5).

SCA5314 CBS7987 CBS798%
ety . e
pll4 pliz  pli4 pliE  plla pliE
PH?I o £
Sonde - -
4CS314 CBS797  CBS7953

pH4 pHE8  aH4  pHR  pH+  pHB

PIR? -~ -
Sonde

Abb. 5: pH-abhangige Expression der C. dubliniensis PHR Homologen

Im Northern Blot zeigt sich fur die C. dublinienss PHR Homologen
eine identische pH-abhéngige Regulation wie fir PHR1 und PHR2.
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Nicht nur die Existenz zweier homologer Gene aus der PHR Familie, sordern auch deren spe-
zifische Regulation durch den externen pH Wert ist also zwischen den beiden Spezies C. albi-

cans und C. dubliniensis konserviert.

[11.1.4. Sequenzierung von CdPHR1 und CdPHR2

Die PHR homologen Gene CdPHR1 und CdPHR2 wurden in einem kombinierten Ansatz aus
herkdmmlicher und inverser PCR isoliert und sequenziert. Mit Hilfe der Primer PHR1-P1 und
PHR1-3, die von der bekannten PHR1-Sequenz abgeleitet wurden, konnten 2.2 kB genomi-
scher Information von C. dubliniensis CBS7987 amplifiziert werden (Heinz et al., 2000). Die-
se enthalten 5° nicht kodierende Sequenzen, also putative Promotorinformation, sowie kodie-
rende Abschnitte. Die restliche Sequenz von CdPHR1 wurde mittels inverser PCR bestimmt.
Zur Durchfihrung der inversen PCR wurde die als Vorlage dienende genomische DNA der-
gestalt verdaut, dass die gewiinschte Sequenzinformation auf einem DNA Segment liegt, das
durch Ligation der beiden Enden in eine zirkul&re Form tberfihrt werden kann. Zur Identifi-
zierung eines geeigneten Enzyms wurde C. dubliniensis genomische DNA mit verschiedenen
Restriktionsendonukleasen, die eine bekannte Schnittstelle im mittleren Bereich des bekann
ten offenen Leserasters besitzen und keine weitere im bekannten 5'- liegenden Sequenzbereich
liegende Schnittstelle besitzen verdaut und im Southern Blot auf Nylonmembranen transfe-
riert. Die Hybridisierung erfolgte mit einer Sonde, die nur 5° von der bekannten Schnittstelle
des jeweiligen Restriktionsenzymes liegende Sequenzinformationen beinhaltet. Damit werden
durch die Hybridisierung solche DNA Fragmente identifiziert, die bekannte Information vom
Beginn des offenen Leserasters von CdPHR2 (5'von der Restriktionsschnittstelle) enthalten,
sowie weitere, 5° folgende, unbekannte Sequenzinformation bis zur néchsten Schnittstelle des
gewdhlten Restriktionsenzyms. Fragmente mit einer Lénge um 5kb enthalten ausreichende
Sequenzinformation zur Identifizierung des Promoterbereiches und sind von ihrer Grof3e her
gut zur erforderlichen Religation mit Bildung zirkuldrer DNA Elemente geeignet. Als geeig-
netes Restriktionsenzym im Falle von CdPHRL diente Xmnl (Heinz et al., 2000). Aus der
zusammengesetzten Sequenzinformation der aus der PCR bekannten Sequenz und der in die-
ser inversen PCR erhaltenen zusétzlichen Information lief3en sich die Primer PHR1-P2 und
PHR1-H1 ableiten, die ein 3.0kB grof3es Fragment aus genomischer DNA von C. dubliniensis
amplifizieren (Heinz et al., 2000). Die Sequenzanalyse zeigte ein durchgangiges offenes Le-
seraster von 1653 bp, das fur ein 551 AS langes Protein kodiert. Die kodierende Sequenz von
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CdPHRL igt hoch homolog zu PHR1 mit einem Unterschied von 9,5%, der relativ gleichmé
[3ig Uber das gesamte Leseraster verteilt ist.

Das komplette offene Leseraster von CdPHR2 zusammen mit 3" folgender, nicht kodierender
Sequenzinformation konnte in einer PCR mit den Primern PHR2-1 und PHR2-19 mit genomi-
scher DNA von C. dubliniensis CBS7987 as Template amplifiziert werden (Heinz et al.,
2000). Die Ubrige Sequenz wurde analog zur CdPHR1 mittels inverser PCR bestimmt. Dabei
erwies sich Hindlll als geeignet zur Restriktion der genomischen DNA. Aus der erhaltenen
Sequenzinformation lief3en sich die Primer PHR2-P2 und PHR2-S1 ableiten, die ein 2,5 kb
grof3es Fragment mit dem gesamten offenen Leseraster sowie 400 bp Promoterinformation
enthalten (Heinz et al., 2000). Die Sequenzinformation von CdPHR2 unterscheidet sich in
klustalen Alignments um 8.3% von PHR2.

I111.2. Funktionelle Char akterisierung von CdPHR1 in C. albicans

Die funktionelle Charakterisierung eines Gens erfolgt klassischerweise durch Charakterisie-
rung der Deletionsmutante sowie des Phanotyps, der durch eine Uberexpression des Gens
erzeugt wird. Die Deletion von Genen in C. albicans wird durch eine als URA Blaster be-
kannte Technik, die von Fonzi und Irwin beschrieben wurde, erreicht (Fonzi und Irwin,
1993). Bel C. dubliniensis konnte diese Technik zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Ar-
beit nicht angewendet werden, da bislang keine auxotrophen Mutanten beschrieben sind.
Aufgrund der hohen Homologie der CAPHR Gene mit ihrenC. albicans Aquivalenten und der
Verflgbarkeit phénotypisch wie genotypisch exzellent cherakterisierter PHR-
Deletionsmutanten wurde daher ein anderer Weg zur funktionellen Charakterisierung von
CdPHR1 beschritten. Durch die Komplementation einer PHR1 Ddetionsmutante mit
CdPHR1 wird eine funktionelle Aquivalenz der beiden Gene hochwahrscheinlich.

[11.2.1. Komplementation der PHR1 Deletion mit CdPHR1

Die Komplementation der PHR1 Deletion durch CdPHR1 wurde durch Integration des Plas-
mids pWH11 in das Genom der C. albicans Dphrl Mutante CAS8 erreicht. Um pWH11 zu
konstruieren, wurde ein 3,0 kp langes Segment, welches das gesamte offene Leseraster von
CdPHR1 sowie 1073 bp 5" Sequenz und 327bp 3" Sequenz enthalt, mit den Primern PHR1-P2
und PHR1-H1 von genomischer DNA des Referenzstammes C. dubliniensis CBS7987 ampli-
fiziert (Heinz et al., 2000). Diese Primer figen dem Amplifikat eine 5" gelegene singulére Pstl
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Schnittstelle sowie eine 3'gelegene Hindlll Schnittstelle an. Das PCR Produkt wurde ar
schlief3end in den kommerziell erhéltlichen Vektor pCR2.1 kloniert und so der Vektor pCR-
PHR1-CD generiert (Heinz et al., 2000). Dieser wurde anschlief3end in E. coli transformiert
(Topo TA Kloning Kit). Die Sequenzierung der im Vektor eines zuféllig ausgewahlten, posi-
tiv transformierten Klons enthaltenen Insertion ergab 100% Ubereinstimmung zur beschrie-
benen Sequenz von CdPHRL. Somit war die Einfuhrung etwaiger Punktmutationen durch die
PCR Amplifikation ausgeschlossen. CdPHR1 wurde im Anschluss aus dem aufgereinigten
Plasmid pCR-PHR1-CD durch einen konsekutiven Verdau mit Pstl und Hindlll wieder aus-
geschnitten und in den Vektor pFM5 kloniert (Heinz et al., 2000). pFM5 enthdlt ein
stumpfendiges 3,85 kB C. albicans URA3 Xbal Fragment, welches das gesamte URA3 Gen
sowie benachbarte Sequenzabschnitte aus dem URAS3 Locus enthélt, in der Smal Schnittstelle
des kommerziell erhdltlichen Plasmids pBSK(+) (MUhlschlegel und Fonzi, 1997). Zusétzlich
enthdlt pFM5 ein 0,75kb grofdes EcoRI-Nlalll Promotorsegment des C. albicans TEF2 Gens,
das stumpfendig in die EcoRV Schnittstelle des Plasmids ligiert wurde (Muhlschlegel und
Fonzi, 1997). Dieses Segment wird durch den der Integration von CdPHR1 in den Vektor
vorangehenden Pstl-Hindlll Verdau aus dem Vektor ausgeschnitten und ist daher in pWH11
nicht enthalten (Abb. 6a).

I11.2.2. Transformation der knock out Mutante CAS 8

Zur Integration ins C. albicans Genom wurde pWH11 an der singuléren Hpal Schnittstelle 3
des URA3 Locus aul¥erhalb des offenen Leserasters von URA3 linearisiert und mittels Sphe-
roplastentransformation in CAS8 transformiert (Saporito-Irwin et al., 1995; Heinz et al.,
2000, Abb. 6). Bei Integration des Plasmids verliert dieser Stamm seine Uridin Auxotrophie
(Abb. 6). Transformanten wurden daher auf uridinfreien YNB Platten selektioniert, die auf
den fur CAS8 nicht restriktiven pH 4 eingestellt waren (Heinz et al., 2000; Abb. 6). Damit
spielt die Expression von CdPHR1, ob vorhanden oder nicht, keine Rolle fir die Selektion der
Transformanten. In einem zweiten Schritt wurden Uridin-prototrophe Transformanten auf
Platten mit dem fur CASS8 restriktiven pH 8 replika-plattiert und auf normales Wachstum bel
diesem pH getestet (Heinz et al., 2000). Insgesamt wurden 50 Transformanten aus zwel unter-
schiedlichen Transformationsansétzen untersucht (Heinz et al., 2000). Alle 50 Transforman-
ten zeigten ein normales Wachstum bei pH 8 sowie einen normalen mikroskopischen Phamo-
typ (Heinz et al., 2000, Abb. 7). Dies steht im Gegensatz zu dem ballonierten abnormen Pré-
notyp von CAS8 bel pH8 (Abb. 7).
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Abb. 6: Transformation von CAS8 (Dphr1, Dura3) mit pyWWH11

a, pWH11 wird an der singuldren Hpal Schnittstelle linearisert.

b; am URA3-Lokus des Dura3 Dphrl Stammes CAS8 ist URA3 durch ein lambda-imm434 Fragment ersetzt. Flankierende, nicht kodierende Sequenzen
sind homolog zu den URA3-Lokus Sequenzen in pWH11. Dies ermdglicht homologe Rekombination.

C; nach einer erfolgreichen Integration von pWH11 an den URA3-Lokus von CASS entsteht eine URA3", CdPHRL" Transformante (CWH11). Nach &-
nem Pstl Verdau genomischer DNA dieser Transformante befindet sich CdPHR1 auf einem circa 11,5 kb grof3en Fragment. Der Nachweis dieses
Fragmentes ermdglicht die Bestdtigung einer korrekten, singuléren Integration.
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I11.2.3. Genotypische Charakterisierung der Transformanten

Genomische DNA von neun Uridin prototrophen Transformanten wurde zur Bestétigung der
korrekten Integration von pWWH11 am URA3 Locus von CAS8 im Southern Blot weiter che-
rakterisiert. Ein kompletter Pstl Verdau dieser genomischen DNA wurde mit der PHR1 Sonde
hybridisiert. Sieben der so untersuchten Transformanten zeigten eine singulére circa 11,5kb

grof3e Bande, entsprechend einer singuléren Integra-

tion von pWH11 am URAS3 Locus (Abb. 6; Abb. 8 1 2
alte 2). Bei einer Transformanten fand sich eine g
Spalte 2 b T w—
zusitzliche Bande in der Grofe des Plasmids | 1Gkb — ;

pWH11, entsprechend einer moglichen duplizieren

den Tandemintegration (Abb. 8 Spalte 1). Fiur die

Abb.8: Integration von pWWH11 in CAS3
letzte Transformante fand sich ein komplexes,
Die circa 11.5kb grol3e Bande in Spalte
2 (DNA von CWH11) entspricht einer
disierungsmuster. Eine Transformante mit singulé | korrekten Integration von pWH11. Eine
zusétzliche Bande entsteht durch Tan-
rer Integration des Konstruktes, im Folgenden | demintegration (Spdte 1)

durch einfache Integration nicht erklarbares Hybri-

CWH11 genannt, wurde fur weitere Analysen als

représentativ betrachtet.

[11.2.4. Expression von CdPHR1 in C. albicans

Wie beschrieben flhrte die Integration einer einzelnen Kopie von CdPHR1 zur vollstandigen
Reversion des aberranten Phanotyps der Dphr1l Mutante CAS8 unter akalischen und neutra-
len pH-Bedingungen (Abb. 7). Damit kann eine funktionelle Homologie von PHR1 und
CdPHR1 angenommen werden. Von zusétzlichem Interesse ist die Frage nach der Regulation
der Expression von CdPHRL unter Kontrolle seines nativen Promotors in C. albicans Zur
Untersuchung dieser Frage wurde RNA der Transformante CWH11 nach Induktion bei pH 4
und pH 8 isoliert. Anschlief3end erfolgte eine Hybridisierung mit der CdPHRL Sonde. Dabei
zeigte sich das bekannte, pH-abhangige Expressionsmuster von CdPHR1 (Abb. 9). Damit
bleiben sowohl die Funktion als auch die transkriptionelle Regulation von CdPHRL in C. al-
bicans erhalten. Die pH-abhangige Regulation von CdPHRL ist weiterhin unabhéngig von der

genomischen Lokalisation des Gens, das ja in der Transformante am URA3 Genlocus integ-
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riert ist. Dies zeigt, dass 1 kb 5 des offenen Leserasters von CdPHRL liegender Information

ausreichend ist, um die transkriptionelle Regulation zu gewahrleisten.

pH4 pHE
255 P
. Abb. 9: Northern Blot von CWH11
18s P ' Es zeigt sich eine pH-abhéngige Expression
= von CdPHRL1 unter Kontrolle seines nativen
Promotorsin C. albicansam URA3-Lokus

111.3. Funktionelle Charakterisierung von CdPHR1 in anderen Spezies

I111.3.1. Reversion der S. cerevisiae GAS1 Deletionsmutante Wb2d

Der Verlust von GASL, einem PHR homologen Gen bei S. cerevisiae, fihrt zu einem Pharno-
typ mit konglomerierten Zellen und atypischer Knospungsmorphologie (Vai et al., 1991, Abb.
10). Dieser Phéanotyp ist entsprechend der konstitutiven Expression von GASL nicht vom pH
Milieu der Umgebung abhangig. Wie bereits erwahnt, besitzt auch Gasl eine b-1,3
Glukanosyltransferase Aktivitét in vitro und weist die typischen Charakteristika der PHR
Genfamilie auf (Mouyna et al., 2000). Das bereits zur Komplementation der PHR1 Deletion
verwendete CdPHR1 Gen unter Kontrolle seines nativen Promotors wurde nun auch in die
GASL Deletionsmutante Wb2d eingefiihrt. Dabel waren vor allem von Interesse ob CdPHR1
den Phanotyp der GASL Deletion revertieren kann und ob die Expression von CdPHR1 auch
in S cerevisiae durch die externen pH-Bedingungen kontrolliert wird.

Zur Klarung dieser Fragen wurde das bereits beschriebene CdPHR1 Fragment in einem Hin-
dill Verdau aus pCR-CdPHR1 ausgeschnitten. Dieses 2,6 kb grof3e Fragment wurde an der
singuldren Hindlll Schnittstelle in den S cerevisiae CEN/ARS Vektor pRS316 kloniert (Si-
korski und Hieter, 1989). Der resultierende Vektor wird im Folgenden pSC1 genannt. pSC1
wurde mittels der Lithiumacetat - Methode in Wb2d transformiert. Dabel diente die Komple-
mentation der Uracil Auxotrophie als Selektionsmarker. Zehn unabhangige Transformanten
zeigten einen mikroskopisch normalen Phénotyp, unabhangig vom pH-Wert des Testmediums
(Abb 10).
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(Y PD-Medium; pH 4; 25°(7)

S. cerevisige \pas] Mutante Wh2d
{(YPFD-Maedium; pITd; 25°C)

5. cerevisime Agas] Mutante mit CdPHR]
komplementieri {SC1pH)
(Y PD-Medinm; pHaz; 257}

Abb. 10: Phanotypische Komplementation der Deletion von GASL mit CdPHRL1 in S cerevisiae
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Ein représentativer Klon, im Folgenden als
SClph bezeichnet, wurde im Northern 255 =P

Blot weiter untersucht. Zu diesem Zweck
wurde RNA bei pH 4 und pH 8 isoliert 18: =P
und mit der CdPHR1-Sonde hybridisiert.

Fir beide pH-Werte konnte ein deutliches

Signal der erwarteten Grofevon ca 1,6 kb | app 11: Expression von CAPHRLIn S cerevisiae

detektiert werden (Abb. 11). Dies ent- . .

Northern Blot mit totaler RNA, die unter sauren
spricht dem Ergebnis eines parallel durch- | oder akalischen Induktionsbedingungen isoliert
. . . wurde. Es zeigt sich eine pH-unabhéngige Ex-
gefhrten  Experimentes, in dem PHR2 pression von CdPHRL in S cerevisiae.
mittels pRS316 in Wb2d eingefthrt wur-

de. In einem Kontrollstamm, der lediglich mit dem leeren Vektor pRS316 transformiert wur-

de, wurde dagegen wie erwartet kein Signa detektiert. Aufgrund der Tatsache, dass exakt
dasselbe Fragment in C. albicans hinreichend fir eine pH-regulierte Expression war, zeigt
sich, dass zwar die Funktion, nicht jedoch die transkriptionelle Regulation von PHR1-CD in
S cerevisiae konserviert i<t

111.3.2. Aktives RIM101 ermoglicht keine pH-regulierte Expression von CdPHR1 und

PHR2in S. cerevisiae

Um zu Uberprifen, inwieweit die konstitutive Expression von CdPHR1 und PHR2 in S cere-
visiae durch die zusétzliche Einfuhrung des regulierenden C. albicans Transkriptionsfaktors
RIM101 zu durchbrechen ist, wurde ein wildtypisches (RIM101-31; El Barkani et al., 2000b)
und ein dominant aktives Allel (RIM101-16; El Barkani et al., 2000b) von RIM101 zusétzlich
in die PHR-tragenden S cerevisiae Stamme eingebracht.

Zu diesem Zweck wurden beide Allele in den S. cerevisiae Vektor pFL45S kloniert (Christi-
anson et al., 1992). Dieser Vektor trégt das S. cerevisiae TRP1 Gen zur Komplementierung
einer Tryptophanauxotrophie als Selektionsmarker. RIM101-16 und RIM101-31 wurden aus
den entsprechenden Vektoren pEM25-16 und pEM25-31 durch einen konsekutiven BamH1 /
EcoRV Verdau geschnitten (El Barkani et al., 2000b). pFL45S wurde konsekutiv mit Smal /
BamH1 an singuldren Schnittstellen verdaut und dephosphoryliert. In die so praparierten Vek-
toren wurden RIM101-16 beziehungsweise RIM101-31 zur Generierung von pl6 und p31l
kloniert. Die gewinschte Insertion wurde durch BamH1-Linearisierung der Vektoren bestad-
tigt, bei der sich die erwartete Grof3e von 7,1kb (4.0kB Vektor, 3,1kB Insertion) zeigt. Die



Ergebnisse 68

Plasmide p16 und p31 wurden dann in die S. cerevisiae Stamme SC1pH und SC2pH mittels
Elektroporation transformiert und so die Stamme SC1pH-16, SC1-pH-31, SC2pH-16 und
SC2pH-31 generiert. Zusdtzlich wurde als Kontrolle der leere Vektor pFL45S in SC2pH
transformiert (Stamm SC2pH-0).

Phanotypisch zeigte sich keine Veranderung der transformierten Stdmme. Im Northern Blot
lies sich aul3erdem keine Verdnderung der Expressionsmuster von PHR2 und CdPHRL beo-
bachten. Dies traf sowohl fur die Stdmme mit dem Wildtyp-Allel, as auch fir die mit dem
dominant aktiven Allel RIM101-16 zu.

[11.3.3. Transformation von C. glabrata

C. glabrata ist eine eng mit S. cerevisiae verwandte Spezies, die jedoch von zunehmender
pathogener Bedeutung ist (Fridkin und Jarvis, 1996). Im Genom der stets haploiden Hefe C.
glabrata, fur die kein Teleomorph bekannt ist, finden sich zumindest drei PHR homologe
Gene (Weig et al., 2001).

Um zu testen, inwieweit der CAPHR1 Promotor in C. glabrata funktional ist, wurde der be-
schriebene Vektor pSC1 mittels der Lithium-Acetat Methode in C. glabrata 2001HTU trans-
formiert. Dabel wird die Moglichkeit ausgenutzt, eine C. glabrata Dura3 Mutante durch Ein+
flhrung des S. cerevisiae URA3 Gens in ihrer Auxotrophie zu komplementieren. In der nach-
folgenden Southern Blot Analyse einer Transformante zeigt sich das erwartete Signal fir
CdPHRL. Im Northern Blot konnte jedoch keine Expression von CAPHR1 nachgewiesen wer-
den. Dies entspricht den Ergebnissen bei einem parallelen Experiment, in dem C. albicans
PHR2 auf einem C. glabrata Vektor (pACT14) in denselben Stamm transformiert wurde.
Auch hier konnte im Northern Blot keine Expression nachgewiesen werden. Damit erscheint
der CdPHR1 Promotor in C. glabrata nicht funktional.

[11.3.4. Transfor mation von Aspergillus nidulans

Der Schimmelpilz A. nidulans ist ein Saprophyt mit allenfalls geringer humanpathogener Be-
deutung und einer gut charakterisierten pH-regulativen Kaskade um den Transkriptionsfaktor
PacC.

CdPHR1 wurde unter Kontrolle seines nativen Promotors in den A. nidulans Referenzstamm
197 (Weidner et al., 1997) transformiert. Das bereits beschriebene 3,0 kb grof3e Hindlll
Fragment aus pCR-PHR1-CD, das CdPHRL unter Kontrolle seines nativen Promotors beein-
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haltet und in C. albicans pH-abhangige Expression von CdPHRL ermdglicht, wurde zu die-
sem Zweck in die Hindlll Schnittstelle des integrativen A. nidulans Vektors pLY SF1 (Weid-
ner et al., 1997) kloniert. Der resultierende Vektor wurde pSM-3 genannt. Mit diesem Vektor
wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Brakhage (M edizinisch Hochschu-
le Hannover) der A. nidulans Stamm 197 transformiert und Transformanten auf Lysinpro-
totrophie selektioniert (Ballance und Turner, 1985). Chromosomale DNA von 10 pro-
totrophen Transformanten wurde isoliert und im Southern Blot mit der CdPHR1-Sonde
hybridisiert. Alle getesteten Transformanten enthielten das CAPHR1 Gen, alerdings in unter-
schiedlicher Kopienzahl. Stamm 197PHRL, mit nur ein oder zwei Kopien von CdPHR1, o-
wie Stamm 197PHRH mit multiplen Kopien des Gens wurden im Northern Blot weiter unter-
sucht. Es konnte jedoch unabhéngig vom pH-Milieu kein CdPHR1 Transkript gefunden wer-
den. Im Gegensatz dazu zeigte die Hybridisierung fir das als Kontrolle mitgefthrte ipnA Gen
von A. nidulans, das fur die nur im sauren Milieu exprimierte 1sopenicillin-N-synthetase ko-
diert, das erwartete pH-abhangige Expressionsmuster (Espeso et al., 1993). Damit konnte
gezeigt werden, dass der CAPHR1 Promoter in A. nidulans nicht funktional ist und somit auch

keine pH-abhéngige Regulation des Transkripts zul asst.

I11.4. Epidemiologische Unter suchungen

11.4.1. Primer-Design und Vorversuche fur ein PCR basiertes Diskriminations-

verfahren zwischen C. albicansund C. dubliniensis

In einem ersten Versuch zur Klonierung der PHR homologen Gene von C. dubliniensis wur-
den Primer von Beginn und Ende der kodierenden Sequenz von PHR1 abgeleitet, um zu G-
berpriifen, ob die Homologie zwischen beiden Spezies so hoch ist, dass mit Hilfe dieser Pri-
mer eine Amplifizierung der C. dubliniensis Gene moglich wére. Es zeigte sich jedoch, dass
diese Primer spezifisch das offene Leseraster von PHRL amplifizierten (vgl. Kapitel 1.1). Bei
der Verwendung von Template DNA von C. dubliniensis kam es nicht zur Amplifizierung
eines DNA Abschnittes. Um zu testen, ob diese Spezifitét auch fur einen gréfieren Pool an
Stammen zu verifizieren ist, wurde die PCR Reaktion mit einer Reihe von sicher klassifizier-
ten Stammen durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurde DNA aus 25 klinischen Isolaten prépa
riert (12 C. albicans und 13 C. dubliniensis). Bel adlen C. albicans Stémmen, jedoch bel kei-
nem C. dubliniensis Stamm, kam es zur Amplifizierung des bereits beschriebenen Prodiktes



Ergebnisse

70

von 1.6 kB (Abb. 12). Damit zeigte sich das Potenzial dieser PCR zur schnellen Unterschei-

dung zwischen den beiden Spezies.

1.6kb=Pp ﬁﬁ---“

gnostischer PCR

Abb. 12: Unterscheidung zwischen C. albicans und C. dubliniensis mittels dia-

Nur bei C. albicang/stellatoidea Stdmmen (Spalte 1-7, Stdmme SC5314, CA019,
CA024, 132A, 3153, CBS11006, CBS20408) nicht jedoch bei C. dubliniensis
Isolaten (Spalten 812, Stéamme CBS7987, CBS7988, CD33, CD38, LP)kommt
es zu einer Amplifikation mit den Primern OK3 und OK4

[11.4.2. Protokolloptimierung fur die PCR

Zur Optimierung der PCR - Reaktion
wurden weitere Versuche durchgefihrt.
Dabei war malygebliches Ziel, enen
maoglichst breiten Bereich an eingesetz
ter Template DNA nutzen zu koénnen,
ohne das Ergebnis zu geféhrden. Dies ist
von Bedeutung, da das im Hinblick auf
Geschwindigkeit optimierte Protokall
zur DNA Isolierung auf genauere Zell-
zahlmessungen verzichtet und daher die
resultierende DNA Menge Schwankur+
gen unterworfen ist.

Wie bereits beschrieben, hatte sich die

Lad

1.6kb— “

1.6k b—>

Annealing
bzi 457C

Annealing
bei H¥*(

AbDb.13: Abhangigkeit der PCR Ausbeute von der

Annedlingtemperatur

Be ener Annedingtemperatur von 40°C zeigt
sich ene deutlich verringerte Ausbeute bei erhal-

tener Spezifitét.

PCR auch beai Annealingtemperaturen unterhalb von 50°C (bis 40°C) ds speziesspezifisch

herausgestellt (Abb. 13). Damit sind geringfiigige Schwankungen der Annealingtemperatur

kein wesentlicher Storfaktor im Hinblick auf die diagnostische Verwertbarkeit.
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Demgegeniber wurde die Amplifikation des offenen Leserasters von PHR1 insbesondere
durch zu hohe Mengen an DNA oder Koloniematerial gehemmt beziehungsweise deutlich

reduziert.

[11.4.3. Design einer retrospektiv epidemiologischen Studie

Zur Etablierung der beschriebenen PCR als Unterscheidungskriterium zwischen C. albicans
und C. dubliniensi s wurde eine epidemiologische Studie zur Bestimmung der Inzidenz von C.
dubliniensis unter klinischen Isolaten durchgefihrt. Gleichzeitig sollten in dieser Studie ver-
schiedene Differenzierungsverfahren zur Unterscheidung zwischen C. albicans und C. dubli-
niensis im Hinblick auf ihr diskriminatives Potential evaluiert werden.

133 klinische Isolate wurden zwischen Mai 1998 und Dezember 1998 gesammelt. 103 davon
stammten von Féllen oropharyngealer Candidose und wurden an der Medizinischen Hoch
schule Hannover isoliert. Von diesen stammten wiederum 70 Isolate von 45 HIV-positiven
Patienten und 33 von 17 Transplantationspatienten (12 Lebertransplantationen, 3 Herztrans-
plantationen und 2 Nierentransplantationen). 30 Isolate von Patientinnen mit vaginaler Candi-
dose wurden im mykologischen Labor des Wirzburger Instituts fir Hygiene und Mikrobiolo-
gie gesammelt. Alle 133 Isolate waren in der routinemaldig durchgefiihrten mykologischen
Diagnostik aufgrund ihrer Fahigkeit, auf Reis-Tween Agar Chlamydosporen auszubilden, as
C. albicans klassifiziert worden. Bei Mischisolationen wurden nur die chlamydosporenpositi-
ven Isolate in die Studie aufgenommen. Die Klassifizierung der vaginalen Isolate war zusdtz-
lich durch einen Test auf Keimschlauchbildung nach Inkubation in Rinderserum bel 37°C

gestiitzt worden.

Tabelle 2: Verteilung der Isolate in der epidemiologischen Sudie

| solationsort Patientenkollektiv Anzahl davon spater identifiziert als:

C. albicans C. dubliniensis

Vaginae Isolate” -- 30 30 -
Oropharyngeale Iso- | Transplantatempfanger 33 33 -
|ate” HIV-Patienten 70 49 21

gesamt: 133 | gesamt: 112 gesamt: 21

1y gesammelt im Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitat Wiirzburg; ) gesam
melt im Institut flr Medizinische Mikrobiologie der Medizinischen Hochschule Hannover
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Im Verlauf der Studie wurde von allen 133 Isolaten genomische DNA isoliert und als
Template in der beschriebenen diskriminativen PCR verwendet. Die oropharyngeaen Isolate
wurden dann durch Sequenzierung der V3 Region aus dem 23s rRNA codierenden Gen auf
Spezieslevel klassifiziert. Weiterhin wurden die ITS Regionen (interna transcribed spacer)
sequenziert und phylogenetisch ausgewertet. Die Isolate wurden dann in einer Blindstudie
phanotypischen Tests unterzogen. Dabel wurden die Koloniefarbung auf CHROMagar Can-
dida, das Wachstumsverhaten bel 45°C die Chlamydosporenmorphologie auf Reis-Tween
Agar und die Koloniemophologie auf Staib-Agar beurteilt. Die Kohlenhydrat-
Assimilationseigenschaften der as C. dubliniensis identifizierten Isolate wurden dann im
MICRONAUT RC System, einem neuartigen, kommerziell erhéltlichen, semiautomatischen
Hefe-1dentifikationssystem bestimmt. Weiterhin wurden alle oropharyngealen Isolate auf ihre
Sensibilitét gegen Fluconazol, Itraconazol und Amphotericin B getestet (Tab. 3).

Tabelle 3: Aufbau der epidemiologischen Sudie

1. MolekulareKlassfizierung - V3 rDNA Sequenzierung
- ITS Sequenzierung
- Diskriminative PCR
2. Morphologische Tests - Chlamydosporenmorphologie

- Wachstumsverhalten bei 45°C
- Kolonieférbung auf CHROM agar
- Chlamydosporenbildung auf Staibagar

3. Biochemie - MICRONAUT RC System
4. Resistenztestungen - Fluconazol
- Itraconazol

- Amphotericin B

[11.4.4Molekulare Klassifizierung der Isolate

Die zuvor beschriebene diskriminative PCR fuhrt bei C. albicans Isolaten zur Amplifizierung
von 1kb des offenen Leserasters von PHR1. Im Gegensatz dazu findet sich bei C. dubliniensis
kein Amplifikationsprodukt. Genomische DNA von alen 133 Isolaten wurde in der PCR as
Template verwendet. Bei 112 Isolaten zeigte sich ein Amplifikationsprodukt von 1kb, wah-

rend es bei 21 Isolaten nicht zu einer Amplifikation kam. Die PCR negativen Isolate waren
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dabel ausschliefdlich der Gruppe der oropharyngealen Isolate von HIV-Patienten zuzuordnen.
Diese Isolate waren damit prasumptiv als C. dubliniensis identifiziert.

Die V3 Region der 23srDNA ist innerhalb der Spezies C. albicans hoch konserviert und zeigt
auf einer Lange von 600bp nur einzelne Basenaustausche. Im Gegensatz dazu wurde bereits
bei der Erstbeschreibung von C. dubliniensis gezeigt, dass diese Region in ca. 14bp von der
C. albicans Sequenz differiert. Um die Isolate der Studie eindeutig zu klassifizieren, wurden
600bp dieser Region von jedem Isolat in einer PCR amplifiziert und anschlief3end sequen
ziert. 21 Isolate von 14 Patienten konnten so als C. dubliniensis identifiziert werden, wéhrend
die anderen 112 Isolate der Spezies C. albicans zuzuordnen waren (Tab. 2). Alle als C. dubli-
niensis identifizierten Isolate hatten ein negatives PCR Ergebnis gezeigt, wahrend die DNA
von alen C. albicans Isolaten zu der erwarteten Amplifikation des 1kb Fragmentes gefiihrt
hatte. Die diskriminative PCR war damit auch an einer grof3eren Stichprobe nicht praklassifi-
Zierter Staémme als valider Test zur Differenzierung zwischen C. dubliniensis und C. albicans
bestétigt worden. Alle C. dubliniensis Isolate stammten aus oropharyngealen Abstrichen HIV-
positiver Patienten, innerhalb dieser Gruppe errechnete sich die Pravalenz von C. dubliniensis
mit 30%. Diese Zahl war nicht durch Mefhrfachisolierungen von einzelnen Patienten beein-
flusst.

[11.4.5. Die I TS Sequenzen von C. albicansund C. dubliniensis

DNA Regionen, die fir 18s, 5,8s und 25s rRNA kodieren, sind einer nur sehr langsamen Evo-
[ution unterworfen und daher im gesamten Spektrum der Pilze hoch konserviert. Dagegen
befinden sich zwischen diesen kodierenden Regionen die sogenannten internen transkribierten
Spacerregionen ITSL und ITS2 von einigen hundert Basenpaaren Lange. Diese Regionen zei-
gen aufgrund des fehlenden Selektionsdruckes eine weitaus hohere Variabilitét as die kodie-
renden Bereiche. Aufgrund der Moglichkeit, die internen transkribierten Spacerregionen in
einer PCR mit Primern zu amplifizieren, die aus den hochkonservierten benachbarten rRNA
kodierenden Bereichen abgeleitet und daher fir ein sehr weites Spektrum an Pilzen verwerd-
bar sind, eignen sich diese Regionen besonders gut fur phylogenetische Analysen (Guarro et
al., 1999; Chen et al., 2000).

Mittels zweier Primerpaare wurden die ITS Regionen aler C. dubliniends Stamme in dieser
Studie amplifiziert. Zum Vergleich erfolgte die Amplifizierung der ITS Sequenzen von 35
zufdllig ausgewéhlten oropharyngealen C. albicans Isolaten. Fir alle diese Stdmme wurden
die ITS1 und die ITS2 Region unter direkter Verwendung des PCR Produktes nach einer Li-
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thium Acetat Fallung sequenziert. Um fehlerhafte Sequenzierergebnisse durch Kontamination
des PCR Produktes mit dem jewells nicht zur Sequenzierung verwendeten gegenseitigen Pri-
mer zu vermeiden, wurde die Primerkonzentration in der PCR auf 0.1pmol/m minimalisiert.
In alen Falen erfolgte eine zweiseitige Sequenzierung und anschlieffendes gegenlaufiges
Alignment der Sequenzen. Aufgrund der hohen Konservierung der zwischen den beiden ITS
Sequenzen positionierten und damit in der Sequenzierung vollsténdig miterfassten 5,8s
rDNA, war das Ergebnis der Sequenzierung zusétzlich durch den Abgleich einer internen
Kontroll sequenz abgesichert.

Der zwischen 28s und 5,8s DNA positionierte ITS1 Bereich wies bei 28 von 35 untersuchten
C. albicans Isolaten in dieser Studie eine Lénge von 139 bp auf, wahrend derselbe Bereich bei
alen C. dubliniensis Isolaten 138bp lang war. Im Alignment errechnete sich eine Diversitét
von 6,7% zwischen C. albicans und C. dubliniensis Sequenzen. Die zugrundeliegerden Un-
terschiede finden sich vor allem im 3'Bereich der ITS1 Region. Zwischen den Positionen 30
und 40 der 1TS1 Region findet sich auf kleinem Raum eine hohe Diversitdt. Dieser Bereich
wurde auch in spateren Arbeiten identifiziert und as speziesspezifische Signalsequenz be-
zeichnet (Tintelnot et al., 2000). Innerhalb der C. albicans Stamme findet sich lediglich an
Position 131 eine Variabilitét. Hier weisen 7 der untersuchten C. albicans Stémme ein Nukle-
otid zusétzlich zur Sequenz des Referenzstammes SC5314 auf. Bel 5 von diesen Stdmmen
handelt es sich um Thymidin, entsprechend der Sequenz des C. dubliniensis Referenzstammes
CBS7987. Bei den anderen beiden findet sich hier Adenosin. Diese 7 Stdmme besitzen damit
eine ITS Sequenz von 140bp Lange. Mit Ausnahme des Isolates HD19, bei dem sich auf Posi-
tion 83 Cytosin statt Thymidin findet, sind alle C. dubliniensis Isolate in dieser Studie 100%
homolog bezlglich ihrer ITS1 Sequenz.

Interessanterweise weicht dieses Isolat auch in der ITS2 Sequenz as einziges C. dubliniensis
Isolat vom Konsensus ab und differiert auch hier an einer Position von den restlichen C.
dubliniensis Stammen. Die ITS2 Region ist mit 151bp bei C. albicans (bel Isolat HA38
152bp) und 156bp bel C. dubliniensis etwas langer als die ITS1 Region. Der Unterschied zw -
schen C. dubliniensis und C. albicans ist mit 11% im klustalen Alignment hoher als fir die
ITSL Sequenz. An Position 138 (gezahlt ist die Konsensussequenz) der 1TS2 Region zeigt
sich eine Variabilitét innerhalb der Gruppe von C. albicans Isolaten, von denen 11 inklusive
des Referenzstammes SC5314 Thymidin und die restlichen 24 Cytosin aufweisen.

Insgesamt zeigten sich beide ITS Sequenzen zwar gut geeignet zur Differenzierung zwischen

C. albicans und C. dubliniensis, allerdings zeigte sich innerhalb einer Spezies eine hohe Ho-
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mogenitét, so dass eine weitergehende phylogenetische Differenzierung Uber die Sequenzie-

rung dieser Bereiche nicht moglich ist.

I11.4.6. Phanotypische Char akteristika von C. dubliniensis

Die meisten verfugbaren Studien zur Epidemiologie und klinischen Bedeutung von C. dubli-
niensis verlassen sich bei der Identifizierung dieser Spezies auf phanotypische Tests. Zur Ve
lidierung dieser phanotypischen Differenzierungsmethoden wurden alle oropharyngealen | so-
late dieser Studie auf drel haufig zitierte Phanotypen getestet, namentlich Koloniefarbung auf
CHROMagar, Chlamydosporenmorphologie und Wachstumsverhaten bei 45°C. Zusétzlich
die Beobachtung, dass C. dubliniensis nicht jedoch C. albicans, Isolate auf Staib-Agar Chla-
mydosporen bilden auf ihre Validitét als diagnostische Kriterium getestet.

Alle oropharyngeaen Isolate wurden auf CHROMagar Candida ausgestrichen und nach 48h
Inkubation bei 30°C as hellgrin oder dunkelgrin, jeweils im Vergleich zu den Referenz-
stammen SC 5314 (C. albicans) und CBS 7987
(C. dubliniensis) beschrieben.

Eine dunkelgrine Koloniefarbung wurde bei
29,1% der oropharyngealen Isolate beobachtet
und in Anlehnung an Schoofs et al. as hinwei-
send auf C. dubliniensis gewertet. Im Gegensatz
dazu zeigt 70,9% der Isolate eine typische, hell-
grine Férbung (Abb. 14). Erwartungsgemald
zeigte sich bel keinem Isolat eine nicht-grine
Koloniefarbung, was die gute Zuverldssigkeit

der Speziesidentifizierung auf CHROMagar

Candida fur C. albicans/dubliniensis unter-
streicht. 81,0% der C. dubliniensis Isolate konn | Abb. 14 Kolonieférbung auf CHROMagar
ten anhand ihrer Koloniefarbung korrekt identi- | Auf diesem Farbindikatormedium ist C.
fiziert werden, wahrend 19,0% eine auf C. albi- idr%bmitgr]iﬁigg Sﬁgﬁ%:;?g?j} er?t C(:I”;llﬁ
cans hinweisende hellgrine Farbung aufwiesen | cans Kolonien (rechts).

(Abb. 14). Die dunkelgriine Koloniefarbung war

jedoch nicht spezifisch fur C. dubliniensis, sondern wurde auch in 15,9% der C. albicans|so-

late beobachtet, die damit falschlicherweisein diesem Test als C. dubliniensis klassifiziert
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Chlamydosporen (23.2%, n=19)

C. albicans Isolate
18.3% (n= 15) (n=82)

i N/

CHROMagar 45°C (15.9%, n=13)
(15.9%, n=13)

Chlamydosporen (57.1%, n=12)

C. dubliniensis Isolate
(n=21)

CHROMagar
(81.0%, n=17)

45°C (100%)

Abb. 15: Ergebnisse der phanotypischen Tests bei C. albicans (a) und C. dubliniensis (b)

45°C= Wachstumsdefizit bei 45°C; Chlamydosporen= Chlamydosporendupl etts oder —tripletts auf
RT-Agar; CHROMagar= dunkelgriine Koloniefarbung auf CHROMagar Candida. Darstellung als
Venn-Diagramme, Uberlappende Kreise zeigen die Prasenz von zwel (oder drei) der Charakteristi-
ka an. Summenwerte fur einzelne Charakteristika in Klammer. n=absolute Anzahl der Isolate.
56,1% der C. albicans, aber keines der C. dubliniensis Isolate zeigten keines der aufgefihrten Kri-

terien.
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wurden (Abb. 15). Damit ergibt sich fur die Kolonieféarbung auf CHROMagar Candida im
Hinblick auf die Identifizierung von C. dubliniensis eine Sengitivitat von 81,0% bel einer
Spezifitét von 84,1% (Tab. 4). Aufgrund der deutlich niedrigeren Inzidenz von C. dubliniensis
errechnet sich der positiv pradiktive Wert der Koloniefarbung mit lediglich 56,7% (Tab. 4).

Zusétzlich wurden alle oropharyngealen Isolate auf vorgewérmten Y PD Platten ausgestrichen
und bel 45°C inkubiert. Fehlendes Wachstum nach Inkubation von 72h fand sich bei 33,0%
der Isolate und gilt als Hinwels auf C. dubliniensis (Pinjon et al., 1998; Abb.16). Alle 21 C.
dubliniensis Isolate zeigten dementsprechend ein Wachstumsdefizit bei 45°C. Allerdings war
auch ein betréchtlicher Anteil der C. albicans Isolate in dieser Studie nicht in der Lage, bei
dieser Temperatur zu wachsen (15,9%) (Abb. 15). Fur das Wachstumsdefizit bei 45°C ergibt
sich damit im Hinblick auf die Identifizierung von C. dubliniensis eine Sensitivitét von 100%
(Tab. 4). Damit ist dieser Test sehr gut as Screeningverfahren geeignet um in einer grof3eren
Anzahl chlamydosporenpositiver Isolate putative C. dubliniensis |solate einzugrenzen. Aller-
dings ist auch dieser Test nicht spezifisch fir C. dubliniensis und besitzt einen positiv prédik-
tiven Wert von nur 61,8% (Tab. 4). Von den 13 C. albicans Isolaten in dieser Studie, die bei
45°C kein Wachstum zeigten, hatten 5 (38,4%) eine atypisch dunkelgriine Kolonieférbung auf
CHROMagar gezeigt, was fur eine Abhéangig-
keit dieser beiden Merkmale spricht. Die
Chlamydoporenmorphologie wurde mikro-
skopisch nach einer Wachstumsphase von 48h
bei 30°C auf Reis-Tween Agar beurteilt. Irs-
besondere Duplett und Triplett Formationen
sind als typisch fir C. dubliniensis beschrie-
ben worden und fanden sich in 30,0% der o-
ropharyngealen Isolate in dieser Studie (Abb.
16). Allerdings wiesen nur 57,1% der C.

L 1" »
dubliniensis Isolate typische Chlamydosporen Abb. 16: Chl amydoor enmorphologie
formationen auf (Abb. 15). AuRerdem fanden | auf Reis-Tween Agar

sich DUpl ettsund Tri pl etts auch bel 23,2% der Links die abundanten Chlamydosporer

; von C. dubliniensis mit Tripletts unc
C. albicans [solate (Abb. 15). Dupletts, rechts die einzelnen Chlamy-

dosporen von C. albicans.
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Damit ist diese morphologische Eigenschaft von C. dubliniensis nicht zur Speziesidentifizie-

rung geeignet (Tab. 4).

Tabelle 4. Testgute der morphologischen Diskriminationsverfahren

Spezifitat Sensitivitéat Positiv pradiktiver

Wert

Chlamydospor en auf

Staib Agar 100% 100% 100%

abundante Chlamy-

dosporen 76.8% 57.1% 38.7%

Wachstumsdefizit bel

45°C 84.1% 100% 61.8%

Atypische K olonie-

farbung auf CHRO- 84.1% 81.0% 56.7%

M agar

Spezifitét = Prozentsatz der korrekt als C. albicans identifizierten Isolate; Sensitivitét = Pro-
zentsatz der korrekt as C. dubliniensis identifizierten Isolate; Positiv prédiktiver Wert =
Wahrscheinlichkeit der Korrektheit einer Identifizierung von C. dubliniensis mit dem jeweili-
gen Test.

Die Kombination aller drei beschriebenen Phanotypen fand sich nur bei C. dubliniensis Isola-
ten und ist damit ein starker Hinwels auf die Zugehdrigkeit zu dieser Spezies. Allerdings wie-
sen weniger als die Hafte aller C. dubliniensis Isolate alle drei Merkmale auf (42,9%) (Abb.
15). 56.1% der C. albicans Isolate zeigten keines der drei phanotypischen Merkmale. Im Ge-
gensatz dazu fand sich bel allen C. dubliniensis Isolaten zumindest eines davon.

Im Gegensatz zu den anderen Phénotyp-basierten Testverfahren zeigte sich die Untersuchung
der Koloniemorphologie auf Staibagar in dieser Studie as gleichwertig zu den molekularen
Verfahren (Tab. 4). Alle C. dubliniensis Isolate, aber kein C. albicans Isolat, bildeten auf
Staibagar am Rand der Kolonien Hyphen und endstandige Chlamydosporen aus (Abb. 17).
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Abb. 17: Koloniemorphologie von C. dubliniensisund C. albicans auf Saib-Agar

Auf diesem Medium bildet C. dubliniensis unregelmédig begrenzte Kolonien mit zahlreichen
Audaufern (links). Dies entspricht mikroskopisch einem filamentdsen Wachstum am Rand der
Kolonie mit Agarinvasivitét und Ausbildung von Chlamydosporen. C. albicans Kolonien sind

demgegentiber glatt begrenzt und zeigen mikroskopisch nur Hefezellen (rechts).

Dieser Phanotyp war nach einer Inkubationszeit von 48h bei 30°C eindeutig und ohne
Schwierigkeit zu beurteilen. Zusétzlich zu den C. dubliniensis Isolaten aus dieser Studie wur-
den 10 weitere klinische I solate dieser Spezies auf Staibagar getestet. Auch bei diesen 10 10-

laten zeigte sich die erwartete K oloniemorphol ogie sowie eine Chlamydosporenbildung.

[11.4.7. Kohlenhydrat Assimilation von C. dubliniensis

Bereitsin der Originalbeschreibung von C. dubliniensis wurde darauf hingewiesen, dass diese
neue Spezies im Gegensatz zu C. albicans im Api AUX32 System Xylose, a-Methyl-D-
glucosid und DL-lactat nicht assimilieren kann. Diese Unterschiede wurden in der Folge auch
zur ldentifizierung von C. dubliniensis Isolaten verwendet. In dieser Studie wurde zur Unter-
suchung der Assimilationsprofile von C. dubliniensis Isolaten ein neuartiges, kommerziell
erhdltliches Testsystem (Micronaut RC System) der Firma Merlin Diagnostica verwendet. In
diesem System waren 50% der C. dubliniensis Isolate in der Lage, Xylose zu assmilieren. Im
Gegensatz dazu sind in anderen Testsystemen nur 0-6% der getesteten C. dubliniensis Isolate
zur Xyloseassimilation fahig (Tab. 5; Pincus et al., 1999). Diese Eigenschaft ist auch bereits
zur ldentifizierung von C. dubliniensis verwendet worden. Wahrend innerhalb von 24h im
MICRONAUT RC System 100% unserer C. dubliniensis Isolate Trehalose verwerteten,

schwankten die Ergebnisse mit anderen Systemen in Abhangigkeit von der Reaktionsdauer
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zwischen 0 und 99% (Tab. 5; Pincus et al., 1999). Die Tatsache, das C. dubliniensis Isolate in
der Lage waren, Xylose und Trehalose zu verwerten, wenn diese Eigenschaften nach der her-
kémmlichen Methode von Wickerham und Burton getestet wurden, spricht dafir, dass diese
widersprichlichen Ergebnisse mit der unterschiedlichen Sensitivitét der einzelnen Testreakti-
onen erklart werden konnen (Pincus et al., 1999).

Die Unterscheidung zwischen C. albicans und C. dubliniensis erfolgt im MICRONAUT RC
System Uber die Messung der b-Glukosidase Aktivitéat. Im Gegensatz zur weithin gelaufigen
Methode wird b-Glukosidase Aktivitdt in diesem System durch die Spatung von p-
Nitrophenyl-b-glukosid bel pH 6,8 und 30°C gemessen. Alle getesteten C. dubliniensis Isolate
waren b-Glukosidase negativ, wahrend 119 getestete C. albicans Isolate unter diesen Bedin
gungen b-Glukosidase positiv waren (M. Molitor, personliche Kommunikation, Tab. 5).
92.9% der Primérisolate von den 14 Patienten mit C. dubliniensis wurden durch die compu
tergestitzte Auswertung korrekt identifiziert. Ein Isolat (HD-19) wurde féalschlicherweise a's
Candida parapsilosis klassifiziert aufgrund einer fehlenden N-Acetyl-b-D-galactosaminidase
Aktivitét (Tab. 5). Alle sekundéren Isolate (n=7) wurden korrekt als C. dubliniensis identifi-

zZier.
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Tabelle5: Assimilationsprofile der C. dubliniensis Isolate (HD-1 — HD-20)

Stamm NGA a-GAL PRO PGUR PHE a-GLU b-GLU URE MEL XYL RHA GEN GLU INO CEL SUC TRE GAL MAL LAC RAF

HD-1 + - + - + - - - + - -
HD-2*
HD-3
HD-4
HD-5
HD-6*
HD-7
HD-8
HD-9
HD-10
HD-11
HD-12*
HD-13*
HD-14
HD-15
HD-16*
HD-17
HD-18*
HD-19
HD-20
HD-21
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1
1
1
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NGA, N-Acetyl-R3-D-galaktosaminidase, a-GAL, a-Galaktosidase; PRO, L-Prolinaminopeptidase; PGUR, 3-Glukuronidase; PHE, L-Phenylaaninaminopeptidase; a-GLU,
a-Glukosidase; 3-GLU, 3-Glukosidase; URE, Urease; MEL, Médlibiose-Assimilation, XYL ; D-Xylose-Assimilation; RHA, L-Rhamnose-Assimilation; GEN, Gentiobiose-
Assimilation; INO, Inositol-Assimilation; CEL, Cellobiose-Assimilation; SUC, Saccharose-Assimilation; TRE, Trehalose-Assimilation; GAL, Galaktose-Assimilation;
MAL, Matose-Assimilation; LAC, Laktose-Assimilation; RAF, Raffinose-Assimilation. av%, Prozentzahl von Isolaten, die in diesem Test positiv reagierten fur C. dub-
liniensis (cd) und C. albicans (ca); av. cd, Durchschnittsprofil von C. dubliniensis Isolaten; av ca, Durchschnittsprofil von C. albicans Isolaten bel 119 getesteten C. albi-
cans Stémmen; v, variables Profil. *, diese Isolate sind Sekundérisolate **, Isolate HD-19 wurde vom computerassistierten Auswertungssystem falschlicherweise als C.
parapsilosisklassifiziert wegen fehlender NGA Aktivitét.
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111.4.8. Die Empfindlichkeit der Isolate gegentiber Antimykotika

101 oropharyngeale Isolate aus dieser Studie, darunter alle C. dubliniensis Isolate, wurden in
Mikrodilutionsassays nach der DIN Norm auf ihre Sensibilitét gegeniber Fluconazol (Diflu-
ca?), dem neueren Azol Itraconazol (Sempera®) und Amphotericin B getestet.

Dabel zeigten sich alle Isolate unabhangig von ihrer Spezieszugehorigkeit als sensibel gegen
Uber Amphotericin B mit minimalen Inhibierungskonzentrationen (MIC) von £ 1 ng/ml (Tab
6.).

Tabelle 6: Vertellung der minimale Hemmkonzentrationen

Substanz Isolatgruppe | MIC's

0125({025|05| 1 | 2| 4| 8 |16|32| 64 |128

Fluconazol C. albicans TX" -- - (83|11 ]-]4|2] 3] -
C. albicansHIV? -- - | 23|11 4|-|2|2|-|1]|7
C. dubliniensis’ -- - |l7l7l4|2|2]|-]|-]|-]-
I traconazol C.albicansTX 9 3 4|5 (34|22 -]-1]-

C. albicansHIV 11 2| 1n|1(1|3|1(4|3]1]|-

C. dubliniensis 6 9 (3|1 |1 ]| -|~-|-|1]-~-/|-

AmphotericinB | C. albicansTX - 3 29 -[-—-1-]-1-1-
C. albicansHIV 1 4 |41 2 | = | = | = | = | = | = | --

C. dubliniensis 10 8 3| | - = = - = -] -

1 . albicans Isolate von Transplantatpatienten (n=32; einer nicht getestet); 2 C. albicans
Isolate von HIV-infizierten Patienten (n=48, einer nicht getestet); * C. dubliniensis Isolate
(n=21); * absolute Anzahl von Isolaten aus dieser Gruppe, die mit der jeweiligen MIC ¢
testet wurde.

Demgegentiber fand sich eine Anzahl von Isolaten mit erhéhten MICs gegeniiber Fluconazol
und ltraconazol. Eine MIC 3 16 nmg/ml fur Fluconazol fand sich bel 18 C. albicans Isolaten
(22,5% der C. albicans Isolate), aber in keinem der 21 C. dubliniensis Isolate (Tab. 6). 11 C.

albicans Isolate (13,8%) zeigten eine MIC 3 16 ng/ml fir Itraconazol. Unter diesen waren
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auch 8 der Isolate mit einer gesteigerten MIC gegen Fluconazol (Tab. 6). Dagegen war ledig-
lich bel einem C. dubliniensis Isolat die MIC fur Itraconazol 2 16 ng/ml (4,8%) (Tab. 6).

Far alle drei Antimykotika wurden die durchschnittlichen MIC innerhalb einer Spezies be-
stimmt. Dabel wurden die C. albicans Isolate je nach Patientenkollektiv in zwel Gruppen u+
terteilt, solche von Transplantatempfangern und solche von HIV Patienten. Fir keines der drei
Medikamente fand sich ein relevanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen von C. albi-
cans Isolaten. Demgegentiber zeigte sich die durchschnittliche MIC fur die C. dubliniensis
Isolate bel allen drel Wirkstoffen um eine Stufe erniedrigt gegentiber den C. albicans Isolaten
(Abb. 18). Diese Beobachtung war nicht durch Mehrfachisolierungen von einzelnen Patienten
beeinflusst. Auch wenn nur die Primérisolate jedes Patienten in die Statistik aufgenommen
wurden, ergaben sich identische Werte (nicht gezeigt). Weitergehende Untersuchungen mit
anderen Verfahren werden zur Zeit durchgefiihrt. Dabel sollen auch Empfindlichkeiten g

gentiber neueren Antimykotika getestet werden.

Mittlere MICs (Fluconazol)

1.92+0.16

1.88+0.19

1.18+0.08
T

HC. albicans (HIV)
OC. albicans (TX)
OC. dubliniensis

Abb. 18a-c: Mittlere Sensitivitat der |solate gegen Antimykotika

Zur Bestimmung der mittleren Sensitivitdt (als durchschnittliche
MIC) wurden die oropharyngealen C. albicans Isolate nach dem Pati-
entenkollektiv in solche von Transplantatpatienten und solche von
HIV-Patienten unterteilt. Fir alle getesteten Antimykotika (Flucona-
zol (a), Itraconazol (b) und Amphotericin B (c), letztere umseitig)
zeigen sich die C. dubliniensis Isolate im Durchschnitt sensibler als

beide Gruppen der C. albicans|solate.
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0.76+£0.08

Mittlere MICs (Itraconazol)

0.77+0.08

0.33+0.05

W C. albicans (HIV)
OC. albicans (TX)
OC. dubliniensis

0.47+0.01

Mittlere MICs (Amphotericin B)

0.57+0.02

0.20+0.01
T

H C. albicans (HIV)
O C. albicans (TX)
OC. dubliniensis
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V. DISKUSSION

1V.1. Biologie von Candida dubliniensis

C. dubliniensis ist eine humanpathogene Hefespezies, die 1995 erstmals beschrieben wurde
(Sullivan et al., 1995). Sie zeichnet sich durch eine enge phylogenetische Verwandtschaft zu
C. albicans aus und wird mittels routinem&3ig in der Diagnostik von Pilzinfektionen verwen-
deten Differenzierungsverfahren nicht von C. albicans unterschieden (Sullivan und Coleman,
1998). Die nahe Verwandtschaft zu C. albicans zeigt sich weiterhin in der Tatsache, dass C.
dubliniensis al's einzige bisher bekannte non-albicans Spezies im Genus Candida in der Lage
ist, auf eine Vielzahl von auf3eren Bedingungen und Signalen mit der Ausbildung filamento-
ser Wachstumsformen zu reagieren (Gilfillan et al., 1998). Diese as Dimorphismus bezeich-
nete Eigenschaft gilt als zentraler Bestandteil in der Pathogenese von Infektionen durch C.
albicans (Odds, 1974; Lo et al., 1997). Der pH-Wert der Umgebung zadhlt zu den multiplen
Reizen, die bei C. albicans pseudohyphales und hyphales Wachstum induzieren kénnen. Buf-
fo und Soll untersuchten bereits 1984 das Zusammenspiel von Temperatur und Umgebungs-
pH und beschrieben die Transitionspunkte beider Grof3en, die den sogenannten pH-regulierten
Dimorphismus bei C. albicans kennzeichnen (Buffo et al., 1984). Der pH-regulierte Di-
morphismus zeichnet sich nicht nur durch eine einfache Induzierbarkeit im Labor aus, son-
dern ist wegen seiner direkten Bedeutung im Verlaufe einer PilzWirt Interaktion von zentra-
lem Interesse im Verstandnis der Virulenz von C. albicans. Dem Mechanismus der pH-
induzierten Filamentierung liegt auf molekularer Ebene die pH-abhéangig regulierte Transkrip-
tion verschiedener Effektorgene zugrunde (Saporito-Irwin et al., 1995; Mihlschlegel und
Fonzi, 1997; Sentandreu et al., 1998). Unter den etlichen bei C. albicans beschriebenen pH-
abhangig regulierten Genen zeichnen sich PHR1 und PHR2 durch ein gegenlaufig vom pH-
Wert der Umgebung reguliertes Expressionsmuster aus, in dem PHRL nur bei neutralem und
alkalischem pH-Wert exprimiert wird, PHR2 dagegen nur unter sauren Bedingungen (Muhl-
schlegel et al., 1998). Beide Gene sind funktionell homolog und spielen eine zentrale Rolle
beim Aufbau des Glucangertstes der Zellwand von C. albicans (Saporito-lrwin et al., 1995;
MUhlschlegel und Fonzi, 1997; Fonzi, 1999; Mouyna et al., 2000). PHR homologe Gene sind
bei verschiedenen Pilzspezies beschrieben worden (Va et al., 1996; Nakazawa et al., 1998;
Nakazawaet al., 2000; Weig et al., 2000). Dabei zeigte sich, dass PHR1 und PHR2 die einzi-
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gen Gene innerhalb dieser Familie sind, die das beschriebene pH-abhéangige Expressionsmus-

ter aufweisen.

IV.1.1. CdPHR1 und CdPHR2 snd PHR-Homologe bel C. dubliniensis.

Mit Hilfe eines kombinierten Ansatzes aus direkter Amplifizierung und inverser PCR gelang
in dieser Arbeit die Identifizierung von zwel PHR homologen Genen im Genom von C.
dubliniensis (Heinz et al., 2000). CdPHR1 weist eine Homologie von 90,5% zu PHR1 im
offenen Leseraster auf, die Homologie von CdPHR2 zu PHR2 betrégt 91,7%, damit zeigen
die beiden Paare eine hohere Diversitét als bisher beschriebene C. dubliniensis Gene und ihre
C. albicans Homologen (Donelly et al., 1999; Heinz et al., 2000; Moran et al., 2000). Charak-
teristische Merkmale der C. albicans Gene, wie putative GPI Verankerungsstellen und hydro-
phobe Regionen, finden sich auch bel den C. dubliniensis Homol ogen.

Wie bei C. albicans ist auch bei C. dubliniensis die Expression der PHR Gene streng durch
das pH-Milieu der Umgebung reguliert. CdPHRL wird wie PHRL1 nur unter neutralen und
alkalischen Bedingungen exprimiert, wéhrend CdPHR2 wie PHR2 nur in saurer Umgebung

detektiert werden konnte.

IV.1.2. CdPHR1 ist funktionell homolog zu PHR1 und GAS1

Die hohe Homologie der offenen Leseraster von CdPHRL und PHRL legt nahe, dass auch die
Funktion beider Gene aquivalent sein kdnnte. Klassischerweise wird eine molekulargeneti-
sche Funktionsanalyse durch Anderung des Expressionslevels eines Gens erreicht, insbeson
dere durch Deletion und maximale Expression. Bel C. dubliniensis war zum Zeitpunkt dieser
Studie eine solche Analyse noch nicht mdglich. Auxotrophe Mutanten mit einem definierten
zugrundeliegenden Phanotyp sind bis zum heutigen Zeitpunkt nicht beschrieben und erst
kirzlich ergaben sich Ansétze fur eine genetische Manipulation von C. dubliniensis (Staib et
al., 2000b). Aus diesen Grinden wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer Weg zur Che
rakterisierung der Funktion von CdPHR1 beschritten. Mit Hilfe der Expression dieses Gens in
einer C. albicans Dphrl Deletionsmutante konnte der aberrante Phanotyp dieses Stammes
aufgehoben werden. Damit ist gezeigt, dass CdPHR1 das Fehlen von PHR1 in C. albicans
phanotypisch komplementieren kann, ein deutlicher Hinweis auf eine funktionelle Aquiva-

lenz.
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Dem Phéanotyp der Dphrl Mutante liegt eine Alteration im Aufbau der Zellwand zugrunde,
der im Wesentlichen auf einen alterierten Glukanmetabolismus zurickzufthren ist. Unter
neutralen und alkalischen pH-Bedingungen findet sich in Wildtyp Stdmmen eine verstérkte
Quervernetzung von Glukanpolymeren, die in einer deutlichen Erhdhung des Anteils der nicht
alkalilodlichen Glukanfraktion resultiert (Popolo und Vai, 1998). Diese strukturelle Verdnde-
rung des Glukangeristes unter neutralen und akalischen Bedingungen, die auch mt einer
deutlichen Erhéhung des Anteils an b-1,6-Glukan als biochemischem Pendant der erhthten
Quervernetzung einhergeht, l&sst sich in der Dphrl Mutante nicht beobachten, obwohl der
Gesamtgehalt an Glukan gegentiber dem Wildtyp nicht verandert ist (Popolo und Vai, 1998).
Stattdessen weist die Mutante einen um das durchschnittlich sechsfache erhéhten Chitingehalt
in ihrer Zellwand auf. Dies resultiert in einer erhdhten Sensitivitét der Mutante gegentiber
Calcofluor White unter alkalischen Bedingungen. Dieser Fluoreszenzfarbstoff ist in der Lage,
an Chitinfibrillen zu binden und so deren Einbau in die Zellwand zu verhindern (Popolo und
Vai, 1998). Auf eine Inhibierung der Chitinsynthese durch Nikkomyzin Z reagieren Dphrl
Zellen ebenfalls wesentlich sensibler als Wildtyp Isolate (Popolo und Vai, 1998). Morpholo-
gisches Korrelat dieser Veranderungen ist eine abgerundete, deutlich vergrofierte Zellmorpho-
logie mit bereits makroskopisch erkennbaren Defekten in der Tochterzellknospung (Saporito
Irwin et al., 1995, Fonzi, 1999; Abb. 7 Seite 63).

Durch die Analyse der zeitlichen Abfolge von biochemischen Veranderungen der Zellwand
von Dphr1 Mutanten nach Uberfilhrung der Zellen in ein alkalisches Milieu konnte als priméa-
rer Effekt der Deletion die vermehrte VerknUpfung von b-1,6-Glukan an Chitin beobachtet
werden (Fonzi, 1999). Dies wird durch eine Stérung in der physiologischerweise erfolgenden
Verknipfung von b-1,6-Glukan mit b-1,3-Glukan erklart, die durch das Fehlen von Phrl ar
stande kommt. Damit ist eine Funktion von Phrl und Phr2 in der Quervernetzung des Glu-
cangerustes der Zellwand von C. albicans plausibel (Fonzi, 1999; Mouyna et al., 2000).

Die mal3gebliche Bedeutung dieser enzymatischen Funktion fur den Aufbau der Pilzzellwand
wird durch die Tatsache unterstrichen, dass sich funktionell identische Enzyme in ganz unter-
schiedlichen Pilzspezies finden (Mouyna et al., 2000). Speziell fur C. albicans ist die Deleti-
on von PHR1 und PHR2 nicht nur mit einem deutlich aterierten Phanotyp in vitro, sondern
auch mit einer in vivo pH-konditional massiv reduzierten Virulenz der Mutanten verbunden
(Ghannoum et al., 1995; De Bernardis et al., 1998). Damit ist die weitere Charakterisierung

dieser Enzyme auch von therapeutischem Interesse. Substanzen aus der Familie der Echino-
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candine, die an ganz anderer Stelle in den Glukanstoffwechsel eingreifen, sind als potente
Antimykotika bereits in der klinischen Erprobung (Ghannoum und Rice, 1999).

IV.1.3. Dietranskriptionelle Regulation von PHR1 und CdPHR1 erfolgt &quivalent

Aus der Expression von CdPHRL unter Kontrolle von 1kb putativer Promotorinformation
ergab sich noch eine weitere interessante Beobachtung. Trotz der Integration von CdPHRL
abseits vom PHR1 Locus an der Position des URA3 Gens, erfolgt die Expression des
Transkripts nach wie vor streng pH-reguliert. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass 1
kb 5 von CdPHRL liegende Information ausreichend ist, um unabhéngig von der genomi-
schen Position des Gens die pH- gesteuerte Transkription zu ermdglichen. Neuere Arbeiten
Uber die Steuerung pH-regulierter Funktionen in C. albicans beschreiben eine Signal transduk-
tionskaskade um den zentralen Transkriptionsfaktor RIM101 (Porta et al., 1999; Ramon et al.,
1999; Wilson et al., 1999; Davis et d., 2000; El Barkani et al., 2000b). RIM101, vormals
auch als PRR2 bezeichnet, weist Homologien zum Transkriptionsfaktor PacC von Aspergillus
nidulans auf, der ebenfalls essentiell fir die Regulation pH-gesteuerter Vorgange ist. Fir
PacC wurden spezifische DNA-Bindungsstellen beschrieben, deren Anwesenheit in den Pro-
motorregionen von Effektorgenen notwendig fir eine pH-abhangige Induktion ist (Tilburn et
al., 1995). Sequenzidentische Stellen finden sich in pH-regulierten Genen von C. albicans
nicht, was eine von PacC differierende Konsensus Sequenz fiur Rim101 impliziert. Dafir
spricht auch die Tatsache, dass der Promoter von CdPHR1 zwar in C. albicans, nicht jedoch

in A. nidulans eine pH-gesteuerte Expression des Gens vermittelt.

IV.1.4. Die pH Kaskade hat direkten Einfluss auf die Filamentierung von C. albicans

Von besonderem Interesse im Hinblick auf die Pathogenitét von Candida ist die direkte Ver-
knupfung der Kaskade um Rim101 mit der Regulation der Morphogenese. Diese Verbindung
konnte klrzlich erstmals auf molekularer Ebene nachvollzogen werden. Eine dominant aktive
Form von Rim101 ist in der Lage, unabhangig vom pH der Umgebung eine Filamentierung zu
induzieren (El Barkani et al., 2000b). Damit sind die natUrlichen Limitationen des pH-
abhangigen Dimorphismus fir diese Mutation aul3er Kraft gesetzt. Der Einfluss der aktivier-
ten Rim101 Form, die physiologischerweise unter neutralen und alkalischen pH-Bedingungen
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durch Abspaltung einer C-terminalen, inhibierenden Doméne entsteht, auf die Filamentierung
erfolgt in Abhangigkeit vom zentralen Transkriptionsregulator Efgl (El Barkani et al., 2000).
Auf diese Weise ist die Kaskade um Rim101 direkt mit der Efgl Kaskade und der Filamentie-
rung von C. albicans verknipft, zentralen Faktoren fir die Virulenz von C. albicans.

Rim101 erfullt aber neben der Efgl vermittelten Induktion filamentésen Wachstums auch
andere, Efgl unabhéangige Funktionen. Dazu z&hlt die pH-abhéngige Induktion und Repressi-
on von pH-reguliert transkibierten Genen wie PHR1 und PHR2. Die vorgestellten Daten le-
gen die Existenz eines Rim101 homologen Transkriptionsfaktors bel C. dubliniensis nahe, der
identi sche K onsensussequenzen erkennt wie Rim101 von C. albicans. Dies ergibt sich aus der
Tatsache, dass die transkriptionelle Regulation von CdPHRL in C. albicans aufrecht erhalten
wird, wenn dieses artfremde Gen unter der Kontrolle seines nativen Promotors eingefuhrt
wird. Damit sind diese Konsensussequenzen putativ sowohl im PHR1 als auch im CdPHR1
Promotor vorhanden.

Erste Experimente mit von RIM101 abgeleiteten Primern bestétigen die Existenz eines homo-
logen Gensin C. dubliniensis (nicht publizierte Daten). Damit er6ffnen sich neue Méglichkei-

ten fUr die Untersuchung der Antwort auf Veranderungen des pH-Milieusbei Candida.

IV.1.5. CdPHR1in S. cerevisiaeund C. glabrata.

Mit der Expresson von CdPHR1 in der GASL Deletionsmutante von S. cerevisiae Wb2d
konnte gezeigt werden, dass auch GASL und CdPHR1 funktionell homolog sind. Im Gegen
satz zu der fur C. albicans beschriebenen Situation zeigte sich jedoch die Expression von
CdPHRL unter Kontrolle seines nativen Promotersin S. cerevisiae nicht langer abhangig vom
pH-Milieu der Umgebung. Identische Ergebnisse ergaben sich fur die Expression von PHR2
in parallel ausgefiihrten Experimenten. Dies konnte einerseits erklart werden durch das Fehlen
wesentlicher Transkriptionsregulatoren in S cerevisiae, andererseits besteht auch die Mog-
lichkeit, dass Konsensussequenzen fir homologe Regulatoren abweichen und so die Informa-
tion des Promoters nicht dechiffriert werden kann. Zur genaueren Untersuchung dieser Frage
wurde zusétzlich zu CdPHRL und PHR2 einerseits ein dominant aktives Allel von RIM101,
andererseits ein normales Allel dieses Transkriptionsfaktors in S. cerevisiae eingefihrt. In
beiden Fallen wurde jedoch weder die Expression von PHR2 noch die von CdPHR1 beein
flusst.
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Uberraschenderweise wird CdPHR1 unter Kontrolle seines nativen Promoters in C. glabrata
Uberhaupt nicht exprimiert. In dieser eng mit S cerevisiae verwandten Spezies mit zuneh-
mender pathogener Bedeutung existieren zumindest drei beschriebene PHR homologe Gene
(CgGAS1-3). Fur keines dieser drel Gene findet sich eine pH-regulierte Expression. CgGASL
und CgGA2 werden konstitutiv exprimiert, fir CgGAS3 konnte unter einer Vielzahl von ver-
schiedenen Bedingungen kein Transkript detektiert werden. CgGASL und CgGAS2 sind wie
CdPHRL in der Lage, den Deletionsphanotyp der S. cerevisiae Dgasl Mutante zu komple-
mentieren. Unter der Kontrolle ihres nativen Promoters kommt es fur beide Gene zu einer
starken Expression in S cerevisiae. Diese Beobachtungen bestétigen die enge phylogeneti-
sche Verwandtschaft zwischen C. glabrata und S cerevisiae und legen gleichzeitig nahe, dass
in beiden Spezies keine Kaskade existiert, die funktionell &gquivalent zur pH-responsiven Kas-
kade von C. albicansund C. dubliniensis ist. Inwieweit Transkriptionsfaktoren mit Homolo-
giezu RIM101 in C. glabrata existieren und welche Funktion sie haben, ist noch unklar. In S.
cerevisiae wurde ein RIM101 homologes Gen beschrieben, das vielfaltige Funktionen auch in
der Regulation der Sporulation erfullt (Su et al., 1993b). Die unterschiedliche, wohl im Ver-
lauf der Evolution gewandelte Funktion dieser Kaskade ist sicher von einigem Interesse im

Hinblick auf die Pathogenitét von C. albicans und C. dubliniensis.

1V.2. Epidemiologie von Candida dubliniensis

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird unter Ausniitzung von Sequenzunterschieden
zwischen PHR1 und CdPHRL1 ein PCR basiertes Verfahren zur Unterscheidung zwischen C.
albicans und C. dubliniensis entwickelt. Dieses schnelle Verfahren wird im Rahmen einer
epidemiologischen Studie evaluiert. Auf diese Weise molekularbiologisch exzellent klassifi-
Zierte Isolate werden daraufhin zur Evaluierung verschiedener morphologischer Tests, die zur
Identifizierung von C. dubliniensis im Gebrauch sind, eingesetzt. Dabei kann unter anderem
zum ersten Mal die Validitét der erst kirzlich beschrieben Eigenschaft von C. dubliniensis,
auf Staibagar Chlamydosporen zu bilden, im Hinblick auf Speziesspezifitdt gezeigt werden.
Die oropharyngealen |solate werden in weiteren Schritten biochemisch charakterisiert und auf

ihre Empfindlichkeit gegentiber gebréuchlichen Antimykotika getestet.
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IV.2.1. Entwicklung eines PCR Schnelltests

Die Speziesspezifitéat des von PHR1 abgel eiteten Primerpaares OK3 und OK4 zeigte sich be-
reits ohne Kenntnis der CdPHR1 Sequenz anhand von Versuchen mit stetiger Erniedrigung
der Annealingtemperatur. Nach Sequenzierung des gesamten offenen Leserasters zeigen sich
die im reversen Primer OK4 positionierten Sequenzunterschiede, die verantwortlich fur diese
Speziesspezifitdt sind. Wie bereits im Southernblot mit der PHR1 und PHR2 Sonde zeigt sich
auch fur das Primerpaar eine Kreuzreaktivitdt mit einzelnen non-abicans Spezies. Der Nach-
tell des PCR Assays ist jedoch die Tatsache, dass die Identifizierung von C. dubliniensis auf
einem negativen Ergebnis beruht. Durch verschiedene Kontrollen lésst sich das Ergebnis je-
doch hinreichend sichern. Zu diesem Zweck sind auch andere PCR Tests geeignet, die spezi-
fisch fir C. dubliniensis positiv reagieren (Donelly et al., 1999; Tamura et al., 2000).

Eine verbesserte diagnostische Sicherheit des PCR Tests lief3e sich auch durch das Hinzufi-
gen eines dritten Primers, der spezifisch fir CdPHRL ist und etwa in der Mitte des offenen
Leserasters bindet. Damit wirde sich in der PCR eine 1,5kb grof3e Bande bel C. albicans
DNA und eine kleinere Bande bei C. dubliniensis DNA ergeben. Falsch negative Ergebnisse
waéren so ausgeschlossen.

Im Vergleich mit anderen molekularen Methoden ist die PCR sicherlich am schnellsten in der
Lage, eine Aussage Uber die Spezieszugehorigkeit zu treffen. Es wurden jedoch multiple an+
dere molekulare Verfahren zur Unterscheidung zwischen C. albicansund C. dubliniensis
entwickelt (Elie et al., 1998; Morschhauser et al., 1999). Diese sind alerdings vom techni-

schen Aufwand ungleich schwieriger und speziellen Fragestellungen vorbehalten.

IV.2.2. Die phanotypische Unter scheidung zwischen C. albicansund C. dubliniensis

Die ursprungliche Beschreibung von C. dubliniensis erfolgte anhand der genauen genotypi-
schen und phéanotypischen Untersuchung einer Gruppe als atypisch bezeichneter C. albicans
Isolate (Sullivan et al., 1995). Alle diese |solate waren aufgrund ihrer Fahigkeit, Keimschlau-
che und Chlamydosporen auszubilden, routinemaldig als C. albicans klassifiziert worden. Ne-

ben C. albicans ist C. dubliniensis die einzige Spezies im Genus Candida, die diese beiden
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charakteristischen Merkmale zeigt. Dies ist von besonderer Bedeutung fur die mykologische
Diagnostik, da vor allem die Chlamydosporenbildung auf Mangelmedien wie Reis-Tween
Agar als spezifischer diagnostischer Test fir C. albicans verwendet wird. In weitaus der meis-
ten Zahl von Falen werden C. dubliniensis Isolate daher als C. albicans fehlklassifiziert. Die
Chlamydosporenbildung ist im Gegensatz zu den C. albicans Referenzstammen reichhaltiger,
es lassen sich Doubletten und Tripletten von Chlamydosporen an einzelnen Stiitzzellen beo-
bachten. In unserer Studie zeigt sich jedoch, wie auch bel anderen Autoren, dass diese Eigen
schaft nicht zur Differenzierung zwischen beiden Spezies herangezogen werden kann (Tintel-
not et al., 2000).

Von C. albicans Referenzstdmmen unterscheiden sich C. dubliniensis Isolate weiterhin durch
ein reduziertes Wachstum bei 42°C und 45° (Pinjon et al., 1998). Diese Eigenschaft ist immer
wieder as schneller und zuverlassiger Test postuliert und verwendet worden. In unserer Stu-
die zeigt sich fur dieses Verfahren eine hohe Sensitivitét im Hinblick auf die Identifizierung
von C. dubliniensis. Damit hat diese einfach durchzufihrende Untersuchung sicher einen
Stellenwert bel der Selektion von C. dubliniensis aus chlamydosporenpositiven Isolaten. Es
sollte jedoch beachtet werden, dass auch ein gewisser Prozentsatz an C. albicans nicht bei
45°C wéchst.

CHROMagar Candida ist ein diagnostisches Medium, auf dem verschiedene Candida Spezies
aufgrund unterschiedlicher Kolonieférbungen voneinander differenziert werden kénnen. Wah-
rend sich C. albicans Isolate meist hellgrin féarben, sind C. dubliniensis Isolate als eher dun
kelgriin beschrieben worden (Schoofs et al., 1997). Allerdings zeigte sich, dass dieses Kriteri-
um nur bedingt zur zuverldssigen Unterscheidung geeignet ist und immer in anderen Testver-
fahren bestétigt werden sollte.

Erst kurzlich konnte von Staib und Morschhéuser in einer 25 Stamme umfassenden Studie
gezeigt werden, dass C. dubliniensis im Gegensatz zu C. albicans auf Staib-Agar (Guizotia
abyssinica-Kreatinin Agar), eéinem in der Diagnostik von Cryptococcus neoformans verwen
deten Medium, Chlamydosporen bildet (Staib und Morschhduser, 1999). In der vorliegenden
Studie wurde dieser Test mit einer Spezifitéat und Sensitivitat von 100% evaluiert und zeigte
sich damit zuverlassiger als das Wachstumsdefizit bei 45°C und die Farbdiagnostik mit
CHROMagar. Obwohl abzuwarten bleibt, ob sich diese ginstigen Ergebnisse auch bei der
Untersuchung groR3erer Isolatzahlen unterschiedlicher geographischer Herkunft bestétigen, so
legen unsere Zahlen doch eine Verwendung dieses Verfahrens zur Diskrimination zwischen
C. albicans und C. dubliniensis nahe. In einer grof3en Studie zur diagnostischen Validitét von
Chlamydosporenbildung auf Staib-Agar fanden sich fur 127 von 130 (97.7%) C. dubliniensis
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Isolaten rauhe Kolonien. Bei 85.5% diese Stdmme lief3en sich auch Chlamydosporen beo-
bachten (Al Mosaid et al., 2001). Demgegentber fand sich bel keinem von 166 C. albicans
Isolaten raue Koloniemorphologie oder Chlamydosporenbildung (Al Mosaid et al., 2001).
Waéhrend sich die Spezifitét dieses morphologischen Tests in dieser Studie also bestétigt, ist
die Sensitivitét doch eingeschrénkt. Allerdings verweisen die Autoren auf die exzellente Vali-
ditét des Kriteriums ,,raue Koloniemorphologie* (Al Mosaid et al., 2001).

Viele andere Verfahren zur phanotypischen Unterscheidung zwischen C. dubliniensis und C.
albicans sind beschrieben worden (Bikandi et al., 1998; Timmins et al., 1998; Velegraki et
al., 1998; Jabra-Rizk et al., 1999b). Einige wurden auch in epidemiologischen Studien zur
Identifizierung verwendet. Bei all diesen phanotypischen Merkmalen beruht jedoch die He-
ranziehung als Unterscheidungskriterium auf rein empirischen Mal3staben und erfordert eine
sorgfaltige Uberprifung.

IV.2.3. Evaluierung bisheriger epidemiologischer Studien im Hinblick auf die Gute der
Diskriminierungsverfahren

Zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit existieren nur wenige Studien zur Epidemiologie von
C. dubliniensis. Die meisten davon verlassen sich bei der Identifizierung von C. dubliniensis
auf eine Kombination phanotypischer Merkmale, oft sind die Kolonieféarbung auf Chromagar
und das Wachstumsverhalten bei 45°C first-line Tests (Schoofs et al., 1997; Odds et al., 1998;
Kirckpatrick et al., 1998; Jabra-Rizk et al., 1999; Jabra- Rizk et al., 2000). Nach den hier vor-
gestellten Ergebnissen ist zu erwarten, dass in so konstruierten Studien nur ein Teil der C.
dubliniensis Stémme korrekt identifiziert wird. Dies gilt insbesondere fUr Studien, in denen
die phanotypischen Tests sukzessive hintereinander geschaltet werden (Jabra-Rizk et al.,
1999). Lediglich in zwei Studien erfolgt friihzeitig oder mit einem grof3en Anteil der Priméri-
solate eine molekulare Testung (Odds et al., 1998; Kirckpatrick et al., 1998).

IV.2.4. Biochemische Unter scheidung zwischen C. albicansund C. dubliniensis

Bereits in der Erstbeschreibung von C. dubliniensis wurde im Vergleich zu C. albicans auf

das unterschiedliche Potential zur Assimilierung verschiedener Kohlenstoffquellen im APl ID
32C hingewiesen (Sullivan et al., 1995). Die fur C. dubliniensis as typisch beschriebene
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Konstellation von Reaktionen fuhrt in diesem System zu einer ,,unzuverlassigen” Identifizie-
rung as Candida sake (Sullivan et al., 1997). Besonders die nach dieser Beschreibung feh
lende Fahigkeit zur Xylose und a-Methyl-D-glucosid Assimilation wurde in der Folgezeit
auch diagnostisch genutzt und diente unter anderem der Identifizierung der ersten C. dubli-
niensis Isolate aus den USA (Salkin et al., 1998). In dieser Arbeit verwenden die Autoren das
APl 20C System (bioMérieux Vitek Inc.) und gelangen damit zu ahnlichen Ergebnissen wie
Sullivan 1995. Erste Probleme mit der biochemischen Klassifizierung beschreiben Schoofs et
al. 1997. Ebenfalls im API ID 32C System finden sie im Gegensatz zu friheren Berichten
eine Assimilation von Lactat und a-Methyl-D-glucosid. Aul3erdem beschreiben sie eine Vari-
abilitdt der Assimilationsprofile einzelner Isolate bei wiederholter Testung (Schoofs et al.,
1997). Auch die Erstbeschreiber von C. dubliniensis betrachten die biochemische Identifizie-
rung dieser Spezies 1998 schliefdlich kritisch (Sullivan und Coleman, 1998). Pincus et al. pub-
lizierten im November 1999 eine umfassende Untersuchung zum biochemischen Phéanotyp
von C. dubliniensis. 80 C. dubliniensis Isolate wurden in finf unterschiedlichen kommerziell
erhdtlichen Systemen getestet und auf vom C. albicans Muster abweichende Reaktionen hin
untersucht. Im APl 20C System und im APl ID32C System bestétigten sich die bekannten
Unterschiede, von denen insbesondere die fehlende Assimilation von Xylose, a-Methyl-D-
glucosid und Trehalose zur Klassifizierung herangezogen werden. Etwa 70% aller C. dubli-
niensis Isolate werden in diesen beiden Systemen korrekt identifiziert, wobel eine Verlénge-
rung der Inkubationszeit von 48h auf 72h im APl 20C System allerdings zu einer Fehlidenti-
fizierung von 95% dller C. dubliniensissolate als C. albicans fihrt, da nach dieser Zeit kein
Unterschied mehr in der Trehalose Assimilation gemessen werden kann. Auch im Testsystem
VITEK YBC zeigt sich eine starke Abhangigkeit der Assimilationsprofile von der Inkubati-
onszeit. Auch hier ist die fehlende Xylose Assimilation starkstes Kriterium fur C. dubliniensis
(Galeset al., 1999). Die besten Ergebnisse werden mit dem VITEK 2 ID-Y ST System erzielt,
das 98% aler C. dubliniensis Isolate korrekt identifiziert (Pincus et al., 1999, Graf et al.,
2000). Testet man C. dubliniensis Isolate in traditionellen Assays auf ihre Assimilationsfahig-
keit, so zeigt sich, dass dle Isolate in der Lage sind, Xylose, Trehaose und a-Methyl-D-
glucosid zu assimilieren, wenn auch in tellweise sehr langsamen Reaktionskinetiken (Pincus
et al., 1999). Alle diskriminativen Ergebnisse der kommerziellen Systeme sind daher als ein
Ausdruck der Sensitivitét der entsprechenden Reaktion zu werten und nicht Hinweis auf ein

reales Assimilationsdefizit von C. dubliniensis.
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IV.2.5. Das Micronaut RC System

In der vorliegenden Arbeit wird ein neues Testsystem verwendet, in dem die Unterscheidung
zwischen C. albicans und C. dubliniensis durch eine Messung der b-Glukosidase Aktivitét
erreicht wird. Schon vor der Erstbeschreibung von C. dubliniensis gab es Hinweise dafr,
dass atypische C. albicans Isolate im Gegensatz zu Referenzstdmmen keine intrazellulére b-
Glukosidase Aktivitéat aufweisen (Boerlin et al., 1995). Die qualitative Messung dieser Aktivi-
tat mit b-Methylumbelliferyl wird dann als zuverléssiges Kriterium zur Identifizierung von C.
dubliniensis bewertet (Sullivan et al., 1995; Sullivan und Coleman, 1998; Schoofs et al.,
1997). Spéter werden allerdings vermehrt b-Glukosidase negative C. albicans Isolate be-
schrieben, bis hin zu einem Prozentsaiz von 13% (Tintelnot et al., 2000). Der im
MICRONAUT RC System integrierte Test unterscheidet sich in wesentlichen biochemischen
Eigenschaften vom klassischen Methylumbelliferyl-Assay. Vorlaufige Analysen des Herstel-
lers zeigen, dass nahezu alle getesteten C. albicans Isolate in diesem Assay positiv reagieren.
Bis dato konnte lediglich ein b-Glukosidase negatives C. albicans Isolat gefunden werden.
Auch in der vorliegenden Studie fuhrte dieser Test zu einer optimalen Unterscheidung zw i-
schen C. albicansund C. dubliniensis. 95% aller C. dubliniensis Isolate wurden korrekt iden
tifiziert. Damit steht das getestete System sicherlich an der Spitze der gegenwartig méglichen
Trennschérfe biochemischer Assays. Trotz alledem erscheint die biochemische Untersuchung
von C. dubliniensis eher zum Charakterisieren as zum Klassifizieren geeignet. Dies gilt ins-
besondere bis zu einer genauen Untersuchung beschriebener b-Glukosidase negativer C. albi-

cans Stdmme in der neuen b-Glukos dase Reaktion.

1V.2.6. Resistenzsituation bei C. dubliniensis

Immer wieder ist das Aufkommen von C. dubliniensis mit dem prophylaktischen Einsatz von
Fluconazol assoziiert worden (Coleman et al., 1997; Sullivan und Coleman, 1998). Diese
Vermutung wurde vor allem durch die These gestiitzt, dass C. dubliniensis in vitro schneller
as C. albicans in der Lage schien, unter Selektionsdruck eine Resistenz gegen Fluconazol zu
entwickeln (Moran et a., 1997). Dabel wurden keine Kreuzresistenzen zu anderen Azolen

beobachtet. Gelegentlich sind auch primér gegen Fluconazol resistente C. dubliniensis Isolate
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beschrieben worden, auch wenn die grof3e Mehrzahl sensibel gegentiber diesem Antimykoti-
kum war (Moran et al., 1997; Sullivan und Coleman, 1998). Resistente C. dubliniensis Isolate
wiesen meist nur leicht erhdhte MICs bis zu 32 my/ml auf (Jabra-Rizk et al., 1998; Kirck-
patrick et al., 1998; Jabra-Rizk et al., 2000). Die Fluconazol Resistenz bei C. dubliniensis
beruht dabel auf dhnlichen Mechanismen wie bei C. albicans. So konnte beispielsweise ein
Multidrug — Transporter (CdMDR1) identifiziert werden, der eine Homologie von 92% zu
dem entsprechenden C. albicans Gen aufweist (Moran et al., 1998).

Auch die Aktivitéat neuerer Antimykotika gegen C. dubliniensis ist untersucht worden. Dabel
zeigten sich alle getesteten Isolate, auch solche mit Resistenzen gegen Fluconazol, weiterhin
sensibel gegentiber den neuen Azolen, Echinocandinen oder auch Terbinafin (Ryder et al.,
1998; Pfaller et al., 1999).

1V.2.7. Sensibilitat der Stammein dieser Studie

101 der oropharyngealen Isolate aus dieser Studie wurden im Hinblick auf ihre Sensibilitét
gegeniber Amphotericin B, Fluconazol und Itraconazol getestet. Dabel waren alle Isolate
empfindlich gegenliber Amphotericin B. Alle C. dubliniensis Isolate waren sensibel gegen
Fluconazol und lediglich bel einem Isolat dieser Spezies zeigte sich eine erhdhte MIC gegen
Fluconazol. Demgegentiber zeigten sich 22,5% der C. albicans Isolate resistent gegen Fluco-
nazol (MIC > 8) und 13,8% resistent gegen Itraconazol (MIC > 8). Fur die C. albicans Isolate
getrennt nach HIV-Patienten und Transplantatempfangern zeigte sich kein Unterschied in der
durchschnittlichen Sensibilitdt bei allen drei Wirkstoffen. Im Gegensatz dazu waren die C.
dubliniensis Isolate jeweils deutlich empfindlicher gegentiber den Antimykotika. Es ergibt
sich aus dieser Studie daher kein Anhalt fir eine erhohte Resistenzentwicklung bei C. dubli-
niensis.

Erst kirzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass Fluconazol neben seiner antimykotischen
Wirkung auch sekundére Effekte auf C. dubliniensis hat und so pathomechanistisch wichtige
Vorgénge beeinflussen kann. So weisen einige C. dubliniensis Isolate in Gegenwart von Flu-
conazol eine erhohte Adhérenz an epithelialen Zellen auf, die bei C. albicans nicht beobachtet
wurde. Parallel mit dieser Adhérenzsteigerung lasst sich eine erhdhte Proteinase Sekretion bei
C. dubliniensis beobachten (Borg von Zepelin et al., 2000a; Borg von Zepelin et al., 2000b).
Es ist also weiterhin offen, ob die verstarkte Anwendung von Fluconazol einen Einfluss auf

die Epidemiologie von C. dubliniensis hat.
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1V.3. Bedeutung von C. dubliniensis aus klinischer und mykologischer Sicht

Bis dato gibt es noch keinen Hinwels darauf, dass die Identifizierung von C. dubliniensis von
klinischer Relevanz wére. Eine regelmaliig oder gehauft auftretende Resistenz gegentber g
brauchlichen Antimykotika wird durch die vorliegenden Daten nahezu ausgeschlossen, so
dass die Behandlung einer C. dubliniensis Infektion identisch ist mit der Therapie von C. al-
bicans Infektionen. Uber eventuelle Unterschiede in der Prognose werden erst grolRere Stu-
dien Auskunft geben kénnen. Viele Fragen, die von klinischer Relevanz sind, bleiben den-
noch weiterhin ungeklart. Welche Folgen hat eine Koloniserung der Mundhohle durch C.
dubliniensis bei HIV Patienten oder anderen immunkompromittierten Personen? Wie erklart
sich die enge Assoziation zwischen C. dubliniensis und HIV? Was bedingt das bevorzugte
Auftreten von C. dubliniensis Infektionen im Oropharynx? Zur Kléarung dieser Fragen ist es
jedoch unabdingbar, dass C. albicans von C. dubliniensis unterschieden werden kann und
wird. Dazu leisten die hier gesammelten Daten einen wesentlichen Beitrag.

Aus nykologischer Sicht ist es von besonderem Interesse, mehr Uber die Unterschiede zwi-
schen C. dubliniensis und C. albicans zu lernen. Trotz einer hohen Verwandtschaft der beiden
Genome finden sich grofie Unterschiede im Hinblick auf Epidemiologie und vermutlich auch
auf Virulenz. Die Ursachen fir diese Unterschiede sind bis jetzt vollig unklar. In naher 4r
kunft wird es jedoch moglich sein, mittels moderner biotechnischer Methoden neue Ansétze
zur Losung dieser Fragen zu finden. Microarrays der genomischen Information von C. albi-
cans sind weltweit Objekt der Forschung und es wird nicht mehr lange dauern, bis das gesam+
te Genom dieses wichtigen Humanpathogens in dieser Form verfligbar ist. Durch die hohe
phylogenetische Verwandtschaft zwischen C. albicans und C. dubliniensis wird es im gerno-
mischen Mal3stab mdglich sein, beide Spezies miteinander zu vergleichen. Damit wird C.
dubliniensis zum optimalen Modellorganismus in der Suche nach Virulenzfaktoren von C.
albicans. Durch den Vergleich der genomischen Informationen beider Spezies kénnen im
Wissen um die unterschiedliche Pathogenitat Rickschltisse auf molekulare Ursachen gezogen
werden. Die so gewonnenen Informationen kdnnten dann ein Gesamtbild ergeben, das neue
Schlisse Uber Art und Wesen der Pathogenitét von Candida zul &sst.
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ZUSAMMENFASSUNG

Candida dubliniensis ist eine 1995 erstmals beschriebene pathogene Hefespezies mit enger
phylogenetischer Verwandtschaft zu Candida albicans. Sie wird mittels routineméldig ange-
wendeter Verfahren nicht von C. albicans unterschieden, weil sie als einzige Spezies im Ge-
nus Candida neben C. albicans Chlamydosporen ausbilden kann. C. dubliniensis ist bisher
vor allem aus dem Oropharynx HIV-positiver Patienten isoliert worden.

PHR1 und PHR2 sind funktionell homologe, pH-abhangig exprimierte Gene von C. albicans,
deren Produkte essentiell fur die Verkntipfung von b-1,3- und b-1,6-Glukan in der Zellwand
sind. Die Deletion jedes dieser Gene fihrt zu einem pH-abhéngigen Phanotyp mit aberranter
Morphogenese in vitro und reduzierter Virulenz im Tiermodell.

In dieser Arbeit werden PHR homologe Gene im Genom von C. dubliniensis charakterisiert.
CdPHR1 weist eine Homologie von 90,5% zu PHR1 und CdPHR2 eine Homologie von
91,7% zu PHR2 auf. Wie PHR1 wird auch CdPHRL nur unter neutralen und alkalischen Be-
dingungen exprimiert, wahrend sich CdPHR2 Transkript, wie das von PHR2, nur unter sauren
Bedingungen nachweisen |&sst.

Die funktionelle Homologie von CdPHR1 zu PHR1 wird durch Komplementation des Phano-
typs einer C. albicans Dphrl Mutante mit CdPHRL gezeigt. Dabel erweist sich der native
Promoter von CdPHR1 als funktional in C. albicans. Im Modellorganismus Saccharomyces
cerevisae wird CdPHR1 unter Kontrolle seines nativen Promotors dagegen pH-unabhangig
exprimiert. Auch die zusétzliche Einflhrung eines mutierten, dominant aktiven Allels von
RIM101, dasin C. albicansfur die pH-abhangige Genexpression verantwortlich ist, hat darauf
keinen Einfluss. In C. glabrata und Aspergillus nidulans findet sich keine Expression von
CdPHR1.

Basierend auf Sequenzunterschieden zwischen PHR1 und CdPHR1 wird ein PCR-Schnelltest
zur Speziesunterscheidung entwickelt. Dieser wird in einer epidemiologischen Studie mit 133
chlamydosporenpositiven klinischen Isolaten evaluiert. 21 oropharyngeale Isolate von 14
HIV-positiven Patienten konnen so retrospektiv als C. dubliniensis klassifiziert werden, dies
entspricht einer Prévalenz von C. dubliniensis in diesem Kollektiv von 30%. Die Ergebnisse
der PCR werden durch Sequenzierung ribosomaler Gene (V 3, ITS1, ITS2) bestétigt.

Parallel werden phanotypische Tests zur Identifizierung von C. dubliniensis auf ihre diagnos-
tische Validitét getestet. Wahrend sich die Chlamydosporenmorphologie der Isolate und die
Koloniefarbung auf dem Farbindikatormedium CHROMagar Candida a's unzulanglich fur die
Unterscheidung erweisen und das fur C. dubliniensis beschriebene Wachstumsdefizit bel
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45°C zwar sensitiv, nicht aber spezifisch fir die Identifizierung dieser Spezies ist, korreliert
die Koloniemorphologie auf Staib-Agar zu 100% mit den molekularen Daten.

Alle C. dubliniensis Isolate werden in einem biochemischen Assay (Micronaut RC) unter-
sucht, dabel zeigt der Test auf b-Glukosidase Aktivité hohes diskriminatorisches Potenzial.
In Resistenztestungen zeigen sich die C. dubliniensis I solate sensibler als die oropharyngealen
C. albicans | solate gegen gebrauchliche Antimykotika.

In dieser Studie kann gezeigt werden, dass C. dubliniensis und C. albicans auf teilweise aus-
tauschbare Mechanismen zur Reaktion auf Alterationen des pH-Milieus verfigen. Die pH
abhangige Regulation zellwandassoziierter Gene ist dabei eng mit morphogenetischen Prozes-
sen verbunden. Trotz dieser Ahnlichkeit ist C. dubliniensis nicht nur weniger virulent as C.
albicans, sondern zeigt auch ein unterschiedliches epidemiologisches Spektrum, das durch
eine Spezialisierung auf oropharyngeale Kolonisation und Infektion bei HIV-positiven Patien
ten gekennzeichnet it

Um die Grinde fir diese Unterschiede aufzeigen zu kdnnen, ist eine verlassliche Identifizie-
rung von C. dubliniensis notwendig. Dazu stellen die présentierten Daten einerseits einen
schnellen und verlasslichen PCR Test, andererseits eine sorgféltige Evaluierung derzeit g
brauchlicher phénotypischer Verfahren vor. Phanotypisch und genotypisch exzellent charakte-

risierte Isolate beider Spezies stehen fir weitere Untersuchungen zur Verfligung.
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Anhang

A.1. In dieser Studie verwendete Primer

Primer Sequenz5 ® 3 Referenz
OK3 ATGTATTCATTAATCAAATCA diese Arbeit
OK4 ATTTAAAAAACAACGGACAT diese Arbeit
HO1 GGITI(C/T)TI(CIT)GCIGGIAA(C/T)GA(A/G)GTIACIAA(CIT)| diese Arbeit
HO2 (A/G)CACCA(CIT)TC(A/G)IACAT(AIG)TTIATICC diese Arbeit
PHR1-P1 | CAGGATGCTACTATGTAG diese Arbeit
PHR1-3 ACATTGCAAAGTCTTGCT diese Arbeit
PHR1-8 CAAATACGGTTTGGTTCT diese Arbeit
PHR1-13 |CGGTTATTAGTAACTTCG diese Arbeit
PHR1-P2 | CTGCAGGGTAGCCAAACATGTCCTAG diese Arbeit
PHR1-H1 | AAGCCTCAGTTTAGAGGAAACGCTGG diese Arbeit
PHR2-1 CCAAGAAATTCAAGGAAT diese Arbeit
PHR2-19 | TCCAGGCAGAAGAACTCA diese Arbeit
PHR2-P2 | CTGCAGTGGTAGTACTATTCCCT diese Arbeit
PHR2-S1 | CCCGGGAATTGACAACGACGAC diese Arbeit
V3-11 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG Fell, 1993
V3-12 GGTCCGTGTTTCAAGACG Fell, 1993
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Whiteet al.,

1990
ITHA TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al.,
1990

A.2. Stdmme im epidemiologischen Teil der Arbeit

Erlauterungen zu den folgenden Tabellen:

Nr, interne Nummer des Isolates; Isol.-Nr, Hannover-1solatnummer; isol, Isolatnummer bei
primarer Mischkultur; C?, endgultige Klassifikation (ca= C. albicans, cd= C. dubliniensis);
CHROMagar, Koloniefarbe auf CHROMagar Candida; 45°C WT, Wachstum bel 45°C auf
YPD-Platten; Chl-sp., Chlamydosporenmorphologie; PCR, diagnostische PCR mit
OK3/0OK4; MIC’s, Resistenztestergebnisse (AB, Amphotericin B, Flu, Fluconazol, Itra, Itra-
conazol); V3, 25s rDNA V3 Sequenz (+, sequenziert und ausgewertet, a, d, Klassifizierung
asC. albicans, C. dubliniensis); ITS, ITS Sequenzierung, A, forward, B, reverse, ok, endgil-
tig ausgewertet; HD Nummern, fortlaufende Numerierung der C. dubliniensis Isolate; HA

Nummer n, fortlaufende Nummerierung der C. albicanslsolate. nd, nicht bestimmt.
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[Oropharyngede Isolate

Nr.| Isol.- [isol. | C?| CHROMagar |45°CWT | Chl-sp. | PCR MIC’'s V3 ITS comments
Nr.
AB Flu Itra [seq| id| A | B |ok
1 88326 I ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 0.125 | + a| +|+| +|HA-O0L
2 85733 I cd | dunkelgrin - ++ - |0.125] 05 | 0125| + d|[+]+] + [HD-01
4 85734 I cd | moosgriin - +++1 - |0.125] 05 | 0125| + d|[+]+] + [HD-02
5 83753 I cd | dunkelgrin - +- - |0125| 05 | 0125 + d|+]|+]| + [HD-03
7 90353 ca | hellgrin + + + 0.25 0.5 0.25 + al| + |+ |+ |HA-02
8 92682 ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 025 | + a |nd|nd|nd]|HA-03
9 93155 Il ca | uneinheitl. griin + +- + 0.5 05 | 0125 | + al|+ |+ ]| +|HA-04
10 | 96287 ca | hellgrin 0 ++ + 0.5 0.5 0.25 + al| + |+ |+ |HA-05
11 | 96569 | ca | hellgrin 0 ++ + 0.25 0.5 0.125| + al| + |+ |+ |HA-06
12 | 96569 I ca | hellgrin + ++1 + 0.5 0.5 0125 | + al| + |+ | + |HA-07
13 | 98750 ca | hellgrin + ++ + 0.5 1 0.5 + al|+|+| +|HA-08
14 | 98770 ca | hellgrin + +- + 0.5 1 0.125 | + a |nd|nd]|nd]|HA-09
15 | 99074 ca | hellgrin - +- + 0.5 8 0.5 + a |nd|nd|nd|HA-10
16 | 99235 Il ca | hellgrin + +++1 + 0.5 1 025 | + a |nd|nd|nd|HA-11
17 | 99468 Il ca | hellgrin + ++1 + 0.5 1 025 | + a |nd|nd|nd|HA-12
18 | 100307 || ca | hellgrin + + + 0.5 05 | 0125 | + al|+]|+]| +[HA-13
19 |100307 |II cd | hellgrin - ++1 - 0.25 0.5 0.125 | + d| +| +| +|HD-04
21 1100432 |l ca | dunkelgriin - + + 0.5 2 025 | + a|+|+]| +|HA-15
22 1100435 || ca | dunkelgriin - +- + 0.5 1 025 | + a| +|+| +|HA-16
23 1100435 |l ca | dunkelgriin - +- + | 025 2 0.5 + a| + |+ | +|HA-17
24 1100660 | I cd | dunkelgriin - ++ - 0.25 1 0.5 + d| +]| +]| +|HD-05
25 (100660 |l cd | hellgrin - ++ - 0.5 2 32 + d|+]|+]| + [HD-06
26 | 100661 |I ca | hellgrin - + + 0.5 2 32 + a|+|+]| +|HA-18
27 | 100803 ca | dunkelgriin + +- + 0.5 0.5 025 | + a |+ |+ | +|HA-19
28 | 101031 ca | hellgrin 0 ++ + 0.5 2 32 + a| + |+ | +|HA-20
29 [101163 cd [ dunkelgriin 0 + - 10.125 4 025 | + d|[+]+] + [HD-07
30 (101343 ca | hellgrin + +- + 05 | 128 16 + al|+]+] +[HA-21
31A | 101344 ca | hellgrin + + + 10125 0.5 025 | + a |nd|nd|nd|HA-22
31B | 101353 ca | hellgrin + ++ + 0.5 128 16 + al|+|+]| +|HA-23
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Nr.| Isol.- [isol. | C?| CHROMagar |45°CWT | Chl-sp. | PCR MIC’s V3 ITS comments
Nr.
AB Flu Itra [seq| id | A | B |ok

32 |101354 ca | hellgrin + + + 0.5 128 16 + a |nd|nd|nd|HA-24
33 | 101355 ca | hellgriin + + + 05 | 128 16 + a| + |+ ]| +]|HA-25
34 | 100791 ca | dunkelgriin - + + 0.5 16 0.5 + a |nd|nd|nd|HA-26
35 | 7109 I cd | dunkelgriin - ++ - [0.125] 05 025 | + d| +| +| + |HD-08
37 | 102020 ca | hellgriin + +++1 + 0.5 0.5 025 | + a| + |+ ]| +]|HA-27
38 | 102021 ca | hellgrin + +++1 + 0.5 0.5 0.5 + a|+ |+ ]| +]|HA-28
39 102241 || ca | hellgrin + ++ + 0.5 0.5 025 | + a| +|+]| +|HA-29
40 | 102569 ca | hellgrin + ++1 + | 025 0.5 0.125 | + a|+|+]| +|HA-30
41 | 104795 || cd | dunkelgriin - +++1 - [0.125] 05 025 | + d| + ]|+ | + |HD-09
42 | 104796 ca | hellgrin + + + 0.5 128 4 + a |nd|nd|nd|HA-31
43 | 105045 cd | dunkelgriin - ++1 - 0.25 1 025 | + d| +]| +]| +|HD-10
44 | 106003 cd | dunkelgriin - ++1 - 0.25 1 0.5 + d| +| +]| + |HD-11
45 | 109659 cd | grin - ++ - |0.125 1 025 | + d| +|+]| + |HD-12
46 | 109932 cd | dunkelgriin - ++1 - 0.25 8 025 | + d| +]| +]| +|HD-13
47 | 110049 ca | hellgrin + ++1 + 0.5 128 64 + a| + |+ | +|HA-32
49 | 111374 cd | grin - ++ - 0.25 2 0.125 | + d| + |+ | +|HD-14
50 | 111629 cd | dunkelgriin - +++1 - |0.125 1 025 | + d| +|+ ]| +|HD-15
51 | 109061 cd | hellgrin - ++1 - 0.5 2 025 | + d| + |+ ]| + |HD-16
52 | 109514 ca | dunkelgriin - +++1 - 0.5 2 0.5 + d| +| +| + |HD-17
54 [117758 cd [ dunkelgrin - +++1 - 0.25 1 025 | + d|+]|+]| + |HD-18
55 | 118555 ca | hellgrin + ++1 + 0.5 05 | 0125 | + a [nd|nd|nd]|HA-33
5 | 120367 ca | hellgrin + ++ + 0.5 0.5 0.5 + al|+|+]| +|HA-34
57 (120789 |1l cd [ dunkelgrin - +++1 - 0.25 8 2 + d| +]|+]| + [HD-19
58 |121398 ca | hellgrin 0 + + 0.5 05 | 0125 | + a|+ |+ ]| +]|HA35
59 | 121509 ca | hellgrin 0 + + 0.5 0.5 0.5 + al|+ |+ ]| +|HA-36
60 | 123000 ca | hellgrin + + + 0.5 1 0.5 + a |nd|nd|nd|HA-37
61 | 123531 ca | hellgrin + ++1 + 0.5 128 32 + al|+|+]| +|HA-38
62 |125130 || cd | dunkelgriin - ++ - 10.125 1 1 + d| + |+ | +|HD-20
63 | 125965 ca | hellgrin - + + 0.5 4 0.5 + a [nd|nd|nd]|HA-39
64 | 126577 || ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-40
65 | 126591 ca | dunkelgriin + +- + 0.5 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-41
66 | 126683 ca | hellgrin + +- + 0.5 64 8 + a |nd|nd|nd|HA-42
67 | 126787 || ca | hellgrin + + + | 025 0.5 0.125 | + a|+|+]| +|HA-43
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Nr.| Isol.- [isol. [ C?| CHROMagar |45°CWT | Chl-sp. | PCR MIC’s V3 ITS comments
Nr.
AB Flu Itra [seq| id | A | B |ok

68 |126788 |l ca | dunkelgriin + ++ + | 025 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-44
69 | 126787 |II ca | hellgrin + ++ + | 025 | 05 | 0125 | + a [nd|nd|nd|HA-45
70 126788 || ca | hellgrin + +- + 1 0.5 2 + a |nd|nd|nd|HA-46
71 126826 || ca | hellgrin + ++ + 0.5 0.5 1 + a| + | +| +|HA-47
72 | 127145 ca | hellgrin + ++ + 0.5 0.5 025 | + a|+|+| +|HA-48
73 | 127285 ca | dunkelgriin + + + 0.5 0.5 0125 | + a| +|+]| +|HA-49
74 | 127287 ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 025 | + a|+ |+ ]| +|HA-50
75 | 127432 ca | hellgrin 0 + + 0.5 64 4 + a |nd|nd|nd|HA-51
76 | 127617 ca | hellgrin + + + 0.5 1 0.5 + a|+ |+ | +|HA-52
77 | 127779 cd | hellgrin - ++1 - [0.125] 05 0.125 | + d| +| +| + |HD-21
78 | 128083 ca | hellgrin - +++1 + 0.5 16 8 + a|+ |+ | + |HA-53
79 128084 || ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 1 + a |nd|nd|nd|HA-54
80 |128120 ca | hellgriin + +++1 + 1 1 4 + a| + |+ ]| +]|HA-5E5
81 | 128146 ca | dunkelgriin + ++ + 0.5 0.5 4 + a |nd|nd|nd|HA-56
82 | 128461 ca | hdlgrin + + + 0.5 64 4 + a | nd|nd|nd]|HA-57
84 | 128467 ca | dunkelgrin + ++1 + 0.5 2 025 | + a [nd|nd]|nd|[HA-59
85 |[128773 ca | dunkelgrin + ++1 + 0.5 0.5 0.5 + a (nd|nd|nd|HA-60
86 | 129138 ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-61
83 | 129436 ca | hellgrin + ++ + 0.5 1 1 + al|+|+]| +|HA-62
89 | 129949 ca | hellgrin - ++1 + 1 0.5 0.5 + a [nd|nd|nd|HA-63
90 | 130147 ca | hellgrin + + + 1 0.5 1 + a |nd|nd|nd|HA-64
91 | 130227 ca | hellgrin + ++ + 1 32 16 + a | nd|nd|nd]|HA-65
92 | 130391 ca | hellgrin + +- + 1 16 16 + a |nd|nd|nd|HA-66
93 | 130797 ca | hellgrin 0 +++1 + 0.5 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-67
94 | 130920 ca | hellgrin + ++1 + 0.5 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-68
95 | 131132 ca | hellgrin + +- + 0.5 1 4 + a |nd|nd|nd|HA-69
% | 131636 ca | hellgrin + +- + 0.5 0.5 4 + a |nd|nd|nd|HA-70
97 |131788 ca | hellgrin + +- + 1 0.5 2 + a |nd|nd|nd|HA-71
98 | 131803 ca | hellgrin 0 ++ + 0.5 64 8 + a |nd|nd|nd]|HA-72
99 | 131921 ca | hellgrin 0 +- + 0.5 16 1 + a| + |+ | +|HA-73
100 | 132016 ca | hellgrin 0 ++1 + 0.5 1 025 | + a |nd|nd|nd|HA-74
101 | 132017 ca | hellgrin 0 ++1 + 0.5 1 0.5 + a |nd|nd|nd]|HA-75
102 | 132018 ca | hellgrin + +++1 + 0.5 0.5 0.5 + a |nd|nd|nd|HA-76




Anhang 120

Nr.| Isol.- [isol. [ C?| CHROMagar |45°CWT | Chl-sp. | PCR MIC’s V3 ITS comments
Nr.
AB Flu Itra [seq| id | A | B |ok
103 | 132448 ca | hellgrin + + + 0.5 0.5 2 + a |nd|nd|nd|HA-77
104 | 132909 ca | hellgrin 0 + + 0.5 0.5 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-78
105 | 133451 ca | hellgrin + + + 1 0.5 025 | + a |nd|nd|nd|HA-79
106 | 133637 ca | hellgrin + + + 1 1 0.5 + a |nd|nd|nd|HA-80
107 | 133791 ca | hellgrin - + + 1 16 2 + a |nd|nd|nd|HA-81
108 | 134250 ca | hellgrin - ++ + 1 32 1 + a |nd|nd|nd|HA-82
109 | 134614 ca | hellgrin - +- + 1 1 0.125 | + a |nd|nd|nd|HA-83




Anhang 121

IVaginae |solatg
Nr.| Isol.- [isol. | C?| CHROMagar |45°CWT | Chl-sp. | PCR MIC’'s V3 ITS comments
Nr.

AB Flu Itra [seq| id| A | B |ok
1 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
2 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
3 ca |nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
4 ca |nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
5 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
6 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
7 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
8 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
9 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
10 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
11 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
12 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
13 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
14 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
15 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
16 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
17 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
18 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
19 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
20 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
21 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
22 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
23 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
24 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
25 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
26 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
27 ca |nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
28 ca |nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
29 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd
30 ca | nd nd nd + nd nd nd nd | nd|nd|nd|nd




Anhang 122

A.3. Patientenzugehorigkeit der Isolate 32 HA-34 | |
Patient Isolate
C. albicans C. dubliniensis
: 33 HD-19
S T
Isolate HA-30
Patient "= dbicans | C. dubliniens's ® ,'jﬁ :23;
1 HD-03 36 HA-38
> AD-01 37 HD-20
HD-02 33 HA-47
3 HA-01 39 HA-41
4 HA-02 40 HA-69
5 HA-03 HA-77
6 HA-04 HA-80
7 HA 05 4 HA-70
8 HA-06 42 HA-72
HA-07 43 HA-74
10 HA-09
HA-11 [Transplantatpatienter)
HA-12
11 HA-10 _ Isolate
HA-13 HD-04 Patient == —Ibicans | C. dublimiensis
HA-19 HD-18
D05 1 HA-39
HD-06 2 HA-42
HD-21 HA-51
14 HA-14 HA-57
HA-15 3 HA-40
HA-16 4 HA-43
HA-17 HA-44
HA-26 HA-45
15 HA-18 HA-46
16 HA-21 HA-50
HA-22 5 HA-48
HA-23 6 HA-49
HA-23 HA-64
HA-24 7 HA-52
HA-25 HA-54
17 HD-07 8 HA-55
18 HA-28 9 HA-53
19 HA-29 10 HA-56
20 HA-27 11 HA-60
21 HA-30 12 HA-58
2 HD-10 HA-59
23 HA-31 HA-65
24 HD-09 13 HA-61
5 HD-11 HA-62
26 HD-08 HA-68
HD-16 HA-78
5 HD17 14 HA-63
HD-12 HA-71
HD-13 HA-73
HA-81
28 HA-32
55 R 15 HA-67
% HD15 16 HA-66
3 SAE3 17 HA-82
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